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RESUMO

A cadeia produtiva de suino precisa rever com frequéncia seu
planejamento, priorizando agBes que visem sustentabilidade da
atividade. Assim os biodigestores anaerdbios (BA) do tipo “Lagoa
Coberta”, destacam-se pela capacidade de geracdo e armazenamento de
biogas a partir de dejetos suinos, bem como de gerar um digestato final
utilizado na fertilizacdo de solos e pastagens. Ja os tratamentos de
dejetos em reatores bioldgicos aerdbios (RBA) seguidos de
sedimentacdo, visam a estabilizacdo dos dejetos e sua segregacao entre
fase liquida (dgua residuaria) e fase solida (lodo). Os sistemas de
tratamentos de dejetos caracterizam-se por gerar grandes volumes de
efluentes finais e lodos acumulados que podem ser reciclados na
agricultura. No entanto pouco se sabe da implicacdo destes efluentes e
lodos no que se refere a seguranca sanitaria. Esta tese doutoral teve
como objetivo “Avaliar a higienizacao de dejeto suinicola em sistemas
de tratamentos atuais, bem como prospectar métodos alternativos que
visem o reciclo agricola seguro desses dejetos como fertilizantes”. Para
isso, as atividades foram divididas em trés etapa: 1) Monitoramento de
patogenos entéricos em dejetos suinicolas tratados e ndo tratados em BA
e RBA seguido por sedimentacdo; 2) Higienizacdo de digestatos por
meio de estocagem em temperaturas tropicais, bem como prospeccédo de
sanitizantes que visassem melhorar o aspecto sanitario e agrondémico dos
digestatos; 3) Avaliacdo ex situ do comportamento dos patégenos em
solos fertilizados com digestato suinicola. Os resultados obtidos
apresentaram a ineficiéncia dos BA do tipo “Lagoa Coberta” frente a
inativacdo de patégenos entéricos virais (rotavirus, circovirus e
adenovirus porcino) em dejetos suinicolas, mas por outro lado
apresentaram a capacidade desses patdgenos, incluindo Salmonella
enterica — Typhimurium, sedimentarem rapidamente durante a
decantacdo do efluente suinicola tratado em RBA, deslocando-se da fase
liquida e concentrando-se na fase s6lida onde permaneceram infecciosos
(processo de sedimentacdo); No que se referiu a estabilidade temporal
de patogenos entéricos frente as temperaturas ambientes (16 e 37°C)
houve inativacdo promissora em efluente e lodo suinicola estocado em
temperaturas de 22 e 37°C (ocorridas durante estacdo de verdo em
paises de clima tropical); No que se referiu a prospeccdo de satitizantes,



dos aditivos testados (CaO, cinzas, ureia, casca de ovos e CaCO3 bem
como sua mistura), sempre que houve presenca de ureia a concentracao
de amdnia livre aumentou em funcdo do pH e os patdgenos entéricos
virais e bacterianos (bacteri6fagos PHIx_174 e MS2, adenovirus
humano, S. enterica e E. coli) foram melhor reduzidos (>99,9%) se
comparados aos tratamentos baseados somente na adicdo de cinza e
Ca0. Essa inativagdo promissora na presenga de ureia ndo ocorreu com
0s ovos de Ascaris lumbricoides testados, pois esses ndo reduziram ao
longo dos primeiros 90 dias em nenhum dos tratamentos avaliados;
Quando patdgenos entéricos virais e bacterianos foram avaliados quanto
ao comportamento em solos argilosos e arenosos fertilizados com
digestato suinicola, os resultados mostraram menor estabilidade desses
patégenos em solos argilosos e maior percolacao e lixiviacdo a partir de
solos arenosos (p<0,05). Espera-se que esses resultados auxiliarem a
suprir as demandas alimenticias nacionais e internacionais, por meio da
prospeccdo de fertilizantes, considerando que ha necessidade de
sustentabilidade na gestdo dos residuos gerados na cadeia produtiva de
suinos e outros animais visando seu reciclo agricola e seguranca
sanitaria no ambito “Sadde Unica”.

Palavras-chave: Dejetos suinicolas; Patégenos Entéricos, Higienizagao,
Fertilizantes, Sustentabilidade, Alimentos. .



ABSTRACT

The swine production chain frequently needs review their planning,
prioritizing actions aimed at sustainability of the activity. So the
anaerobic digesters (AD) of the "Lagoon", distinguished by generation
capacity and biogas storage from pig manure and to generate a final
digestato used in the fertilization of soils and pastures. As for the waste
treatment in aerobic biological reactors (ABR) followed by
sedimentation, are used to stabilize the waste and its segregation
between liquid phase (wastewater) and solid phase (sludge). Swine
treatment systems are characterized by generating large volumes of
effluent and final sludge, that it can be recycled in agriculture. However
little is known about the sanitary security of effluents and sludge. This
doctoral thesis aimed to "assess the hygiene in swine manure current
treatments systems, as well as to seek alternative methods aimed at safe
agricultural recycling of these wastes as fertilizer”. For this, activities
were divided into three stages: 1) Monitoring of enteric pathogens in
treated pig manure and untreated in BA and RBA followed by
sedimentation; 2) Hygienization of digestate by storage in temperatures
of tropical areas, as well as prospecting sanitizers that aimed to improve
the health and agronomic aspect of digestate; 3) Ex situ evaluation of
pathogens behavior in fertilized soil with swine digestate. The results
showed the inefficiency of AD against the inactivation of viral enteric
pathogens (rotavirus, circovirus and porcine adenovirus) in swine waste,
but on the other hand showed settling of these pathogens, including
Salmonella enterica - Typhimurium, during the decanting of swine
effluent treated in ABR, moving the liquid phase to solid, where they
remained infectious (sedimentation process); Temporal stability of
enteric pathogens was promising inactivation in effluent and swine
slurry stored at 22 and 37°C (summer temperatures in tropical areas).
For higienization of digestate CaO, ash, urea, eggshells and CaCOs, as
well as their mixture, were tested as additives. The urea presence
increased the free ammonia concentration in function of pH. The viruses
and bacteria pathogens were reduced in >99,9% compared to only
treatments based on the addition of ash and CaO. This promising
inactivation in the presence of urea did not occur with the eggs of
Ascaris lumbricoides tested because these have not reduced over the
first 90 days in any of the evaluated treatments; When viral enteric



pathogens and bacterial were assessed for behavior in clay and sandy
soils fertilized with swine digestato, the results showed lower stability of
these pathogens in clayey soils and higher percolation and leaching from
sandy soils (p = 0.05). It is hoped that these findings assist to meet the
national and international food demands, through the exploration of
fertilizers, considering the sustainability and waste management of
waste from animal production, aiming its agricultural recycling and
health security under "One Health™ concept.

Keywords: Swine waste; Enteric pathogens, Hygiene, Fertilizers,
Sustainability, Food.
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1. CONTEXTUALIZACAO GERAL

1.1 A prética da suinocultura no Brasil

Majoritariamente no Brasil a linha de producdo de suinos € a
industrial ou tecnificada, estando dividida nos ciclos de criagdo dos
suinos, podendo ser: a) Ciclo Completo (CC), que consiste em uma
unidade de produgdo em que existem todas as fases do ciclo reprodutivo
(nascimento a engorda), sendo atualmente pouco utilizada; b) Unidade
de Producdo de Leitbes (UPL), que consiste na criagdo de suinos em
fase reprodutiva, onde ocorre 0 nascimento dos leitdes e fase inicial de
crescimento; ¢) Unidade de Crescimento e Terminacgao para abate (CT),
fase caracterizada pela engorda dos suinos e encaminhamento para o
abate, com suinos que possuem entre 25 a 100 Kg (HEIDEN, 2006;
SOUZA et al., 2013).

Com a criag8o tecnificada de suinos, o Brasil se destacou como o
guarto maior produtor mundial de carne suina atualmente, segundo o
UDPA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, 2013) por
produzir mais de 3,3 milhdes de toneladas de carne suina ao ano (dados
de 2013), ficando atras do plantel chinés (54,9 milhdes de toneladas em
2013), do plantel da Unido Europeia (22,3 milhGes de toneladas) e dos
Estados Unidos (10,5 milhdes de toneladas no ano de 2013). Assim, a
suinocultura no Brasil é uma das atividades com maior impacto na
economia, sendo o estado de Santa Catarina responsavel pela producédo
de 19% do efetivo suinicola nacional (IBGE, 2013).



Por outro lado, com a produgdo em larga escala em sistemas
confinados, com média de 400 animais por unidades, a atividade
suinicola vem sendo reportada pelo seu impacto ambiental, ja que €
estimado que para producdo de 1 Kg de carne suina ha demanda de 6 m3
de agua; Também, como consequéncia desse modelo produtivo, ha
grande acimulo de dejetos diarios nas areas produtivas. Cerca de 5-10 L
de dejetos sdo gerados por animais/dia, dependendo esse volume do
ciclo de criagdo dos animais. Os dejetos suinicolas sdo constituidos por
uma mistura de fezes e urina, juntamente as aguas de lavagem, residuos
de alimentos (racdo), &gua de vazamento de bebedouros e &guas
utilizadas na higienizacdo das instalagdes (PALHARES, 2011).

Os dejetos gerados na suinocultura sdo amplamente utilizados
para melhorar a condicdo nutricional dos solos, sendo, portanto
dispostos no ambiente. No entanto, mesmo conhecendo essa pratica o
Brasil ainda ndo possui uma legislacéo especifica para reciclo de dejetos
animais, configurando assim uma lacuna no que diz respeito ao risco
sanitario no reciclo dos dejetos suinicolas (GABUTTI et al., 2000; Rede
Nacional de Capacitacdo e Extensdo Tecnol6égica em Saneamento
Ambiental — ReCESA, 2008).

Sobre a importancia de utilizar dejetos animais na abonagéo de
solos, destaca-se que a agricultura mundial deverd ampliar em 80% a
producdo de alimentos até 2050 para suprir as necessidades da
populacdo, que deve atingir a marca de 9,7 bilhGes de pessoas segundo a
Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO,
2014). As mesmas estimativas da FAO apontam que até 20130 havera
aumento do consumo mundial de alimentos em relacdo ao que é

produzido atualmente, em média um aumento de 47% de carne suina,
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55% de carne de frango e 34% de carne bovina, além de alimentos como
acucar, milho, arroz e soja. Especialmente para a agricultura brasileira, o
desafio reside em aumentar a producdo conciliando sustentabilidade
ambiental e decréscimo da pobreza e desigualdade social. Mundialmente
0 Brasil apresenta expressivo potencial para contribuir com a producéo
alimentar do planeta, requerendo portanto grandes quantidades de

fertilizantes para suprir tais demandas.

1.2 Seguranca Sanitaria no reciclo de dejetos suinicolas no ambito

“Saude Unica”

O conceito “One Health” ou “Satide Unica” é o conjunto de
estudos ligados a area da medicina humana e animal com a conservacéo
e desenvolvimento do meio ambiente (BERKES et al., 2012). Nesse
contexto o conceito “Satide Unica” se define como uma adigdo de
valores e conhecimentos da salde humana e animal, para economizar e
melhorar os servicos ambientais, sendo isso possivel pela juncdo de
areas, profissionais e instituigdes, sendo possivel pela alianca, no final
dos anos 90, entre Organizacdo Mundial da Salde (OMS), Organizacdo
das NacBGes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e
Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (NGUYEN-VIET et al.,
2015).

Dentre as estratégias do conceito de “Satide Unica” se considera
como prioridade o controle de patdgenos zoonoticos (NGUYEN-VIET

et al., 2015). Nesse aspecto, a preocupagdo com a seguranca sanitaria na



producdo animal é relevante, uma vez que sdo muitos 0s organismos que
oferecem riscos para a salde humana, animal e do ambiente como um
todo, destacando-se os agentes patogénicos como virus, bactérias e
parasitas causadores de zoonoses (HUNDESA et al., 2009). Nesse
sentido o conceito de “Saade Unica” é aplicavel no reciclo dos dejetos
suinos e seus derivados. A Figura 1 esquematiza a abordagem geral do

conceito “Satde Unica”.

Figura 1: Esquema do conceito "Satde Unica".
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Destacam-se entre 0s microrganismos presentes no efluente suino as
bactérias, incluindo a Escherichia coli e Salmonella spp. encontradas no
trato intestinal de seres humanos e de outros animais de sangue quente e
eliminadas em uma concentracdo aproximada de 10° bactérias por
grama de fezes (ZIEMER et al., 2010; TORTORA, FUNKE; CASE,
2012). Os virus geralmente representam maior fator de risco e

resisténcia, na producdo animal, o que os coloca como potenciais
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indicadores de condi¢Bes sanitarias , como 0 caso dos circovirus,
rotavirus e outros virus entéricos (ZIEMER et al., 2010). Mesmo a
variabilidade de patdgenos que podem estar presentes em efluentes, as
bactérias geralmente sdo utilizadas como microrganismos de escolha no
monitoramento e estudo de desinfeccdo nas matrizes (HSU et al., 2007),
no entanto sabe-se que a presenca de bactérias ndo esta correlacionada
com a presenca de virus, protozoarios e ovos de helmintos, por exemplo
(BOSCH, 2008). A pesquisa por virus ambientais vem ganhando
relevancia, tendo em vista a necessidade da melhoria da qualidade dos
ambientes e principalmente dos recursos hidricos (FONG & LIPP, 2005;
BOSCH et al., 2008). Os virus entéricos ambientais sdo aqueles
presentes no trato gastrointestinal humano e animal, que podem ser
eliminados nas fezes e urina em altas concentragdes, e que, normalmente
sdo introduzidos no meio ambiente pelo uso de residuos de atividades
industriais e agricolas, bem como pelo despejo de dejetos ndo tratados,
ou tratados ineficientemente, que acabam acometendo o0s corpos de
agua. (FONG & LIPP, 2005; DJIKENG et al., 2009).

A implementacdo de tratamentos eficientes na remocdo de
patogenos dos efluentes e lodos gerados em sistemas de tratamentos de
excretas é necessaria, colaborando na manutencdo da salde humana e
animal (WHO, 2009). No que diz respeito ao tratamento de dejetos da
suinocultura, os biodigestores anaerébios constituem uma alternativa
gue possibilita a recuperagdo e armazenamento de biogas, assim como
os reatores do tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), os quais
podem ser utilizados como uma fonte renovavel para fins de geracdo de

energia e o efluente gerado é comumente utilizado na irrigacdo e



biofertilizacdo de lavouras (OLIVEIRA & HIGARASHI, 2006). No
entanto, pouco se sabe acerca da caracterizacdo microbioldgica destes
efluentes no quisito sanitario (KUNZ et al., 2009).

No que diz respeito a legislacdo nacional sobre o reciclo de
derivados suinicolas na agricultura, como biofertilizante e na
fertirrigacdo, a Fundacdo do Meio Ambiente de Santa Catarina
(FATMA), por meio da Instrugcdo Normativa da Suinocultura — IN 11
FATMA (SANTA CATARINA, 2004), recomenda uma estocagem
prévia minima de 120 (cento e vinte) dias, em unidades dotadas de
revestimento (esterqueiras), quando ndo houver sistema de tratamento
dos dejetos, porém ndo aborda a qualidade sanitaria do produto nem
idica potenciais agentes contaminantes. Nessa mesma IN considera-se
um limite de aplicacdo do dejeto suinicola no solo de 50 m3/hapor ano,
considerando a necessidade nutricional do solo e do cultivo que se
pretende realizar, baseando-se na demanda de nitrogénio e fésforo de

ambos.

1.3 Patdgenos entéricos e microrganismos biomarcadores

Patégenos entéricos sdo reconhecidos por serem estaveis e
prevalentes em diversos ambientes, podendo acometer humanos e
animais (WHO, 2008). Nesse sentido é extremamente importante o
desenvolvimento, melhoramento e aplicacdo de técnicas que visem a
higienizacdo das excretas, principais fontes de transmissdo e
contaminacdo de ambientes. Para avaliar a eficiéncia da desinfeccdo de

excretas 0s patdgenos entéricos passivos de enumeracdo Sdo



33

amplamente utilizados (MOE & RHEINGANS, 2006), e assim
utilizados como biomarcadores (BITTON, 1999; BOSCH et al., 2009).

O uso de bactérias entéricas como indicadoras e biomarcadoras
de contaminacdo fecal é muito frequente em todo o mundo,
normalmente sendo representadas pelas E. coli, enterococos (E. faecalis,
E. faecium, E. avium e E. gallinarum) e estreptococos. Estas, por serem
bactérias gram-positivas, possuem uma parede celular mais resistente as
temperaturas mesofilicas, sendo mais dificilmente inativadas quando
comparadas as bactérias gram-negativas (mais comuns entre as bactérias
patogénicas) (BITTON, 1999). Salmonella spp. é frequentemente
encontrada em excretas humanas e animais. E caracterizada como uma
bactéria gram-negativa que coloniza o trato intestinal humano e animal,
sendo considerada zoonoética (GRIFFITH et al., 2006). Comparada a
outras bactérias entéricas, o género Salmonella é prevalente em suinos
(VENGLOVSKY et al.,, 2006), possui capacidade aumentada de
sobrevivéncia em meio livre e pode ser re-ativada no ambiente,
dependendo de temperatura, nutriente, umidade e pH (GRIFFITH et al.,
2006). Assim, essa bactéria é considerada um problema quando se trata
de reciclo de residuos bioldgicos (como biofertilizantes, agua de redso
de atividades agricolas, etc). Portanto, estas caracteristicas tornam o
género Salmonella um importante biomarcador bacteriano entérico
(BAPTISTA et al., 2010).

Dos modelos parasitarios, oocistos de Cryptosporidium spp,
cistos de Giardia spp. e ovos de Ascaris spp. sdo considerados 0s mais
resistentes no ambiente, frente aos processos de tratamento e

desinfeccdo de matrizes, como agua, esgoto, efluente, etc (LEAL et al.,



2013). Desses, os ovos de helmintos tém sido referenciados como uma
das estruturas bioldgicas mais resistentes (QUILES et al.,2006). Os ovos
de helmintos, como de Ascaris lumbricoides assim como de A. suum
(sendo um indicativo do comportamento do outro), sdo protegidos por
uma estrutura membranosa quadrupla, tendo em média uma espessura
total de 4,5 um. Os ascarideos sdo parasitos do intestino delgado sendo a
ascaridiase decorrente da presenca de vermes adultos no ldmen
intestinal do hospedeiro. Os vermes, quando na fase adulta chegam a
medir 35 cm de comprimento, sendo que uma fémea adulta fecundada
pode produzir cerca de 200.000 ovos por dia (CDC, 2010, QUILES et
al.,2006).

Os virus entéricos sdo mencionados e estudados pela elevada
resisténcia as condicBes ambientais adversas, podendo permanecer
vidveis por longos periodos na &gua, resistindo a condi¢des ambientais
desfavoraveis ou letais para outros microrganismos, tais como:pH
extremo, temperaturas elevadas, salinidade, radiagéo ultra-violeta (UV)
natural e outros (LEY et al., 2002, GRIFFIN et al., 2008); Possuem
ainda a capacidade de rapida adsorcdo em particulas solidas, dispersas
no ambiente, favorecendo a protecdo frente aos fatores inativantes
(HERNROTH et al., 2002; KOOPMANS et al., 2002; FONG & LIPP,
2005).

Os Adenovirus (AdV), humanos e animais, Circovirus Porcinos
do tipo 2 (PCV-2), Rotavirus do tipo A (RVA), sendo este Gltimo
zoondtico (ZANELLA & MORES, 2003; ZIEMER et al., 2010), séo
reportados pela sua ampla distribuicdo em aguas (RIGOTTO et al.,
2010), considerados altamente estaveis no ambiente, bem como aos

processos de desinfeccdo convencionais de dgua, como a cloragdo. Por
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isso, sdo considerados modelos virais para diversos estudos de
desinfeccdo de matrizes ambientais (GERBA et al., 2002; THURSTON-
ENRIQUEZ et al., 2003; FONG & LIPP, 2005). Os PCV-2 causam a
circovirose suina, que é a denominacdo dada ao conjunto de
manifestacdes clinicas causadas pelo Circovirus Porcino do tipo 2
(PVC2), um virus que estd disseminado em rebanhos suinos de todo o
mundo (ZANELLA e MORES 2000, 2003; ZANELLA et al., 2006).
Atualmente a circovirose é considerada uma doenca endémica no pais, e
um aumento do nimero de casos clinicos com confirmacgéo laboratorial
tem sido observado, sendo responsavel pela sindrome multisistémica do
definhamento suino (SMDS) a mais frequente e a mais bem
caracterizada (ALLAN e ELLIS, 2000). Cerca de 50% dos suinos
afetados morrem em menos de oito dias e 0s demais animais podem
sobreviver, mas a maioria evolui para o definhamento extremo, sem
perspectivas de recuperacdo (ZANELLA et al., 2006). Os RV-A
ocorrem em diferentes espécies animal e em humanos (KAPIKIAN &
CHANOCK, 2001) e é o agente etiolégico mais relacionado com
diarreia suina, bovina e humana (SAIF & JIANG, 1994; ALFIERI et al.,
1996), sendo relatados por sua importancia na salde publica e em
sanidade animal (GLASS et al.,, 1994; GUITIERREZ & NGUYEN;
2012).

Dos modelos de virus entéricos, 0 uso de bacteri6fagos &
considerado confidvel para calcular niveis de sobrevivéncia de
patégenos entéricos em processos de inativacdo quimica e bioldgica,
como anaerobiose, aerobiose e com adigdo de desinfetantes
(CARLANDER et al., 2000; SAHLSTROM et al., 2008). Os



bacteriéfagos sdo conhecidos por resistirem a temperaturas maiores que
90°C, mesmo em exposicdo prolongada (MOCE-LLIVINa et al. (2003).
Dentre os bacteriéfagos mais estudados, destacam-se os pertencentes ao
grupo dos colifagos somaticos, os RNA F-especificos (CARLANDER et
al., 2000; SAHLSTROM et al., 2008), podendo ser introduzidos
artificialmente em matrizes ou ser de ocorréncia natural.

Colifagos somaticos (ex: Phi X 174-PhiX 174), fagos que
infectam Bacteroides fragilis (ex: bacteriéfago de GB-124), fagos F-
especificos RNA (ex: MS2) sdo conhecidos por serem mais resistentes
aos tratamentos térmicos e quimicos, quando comparados com bactérias
e virus entéricos e, portanto sdo Otimos modelos biomarcadores
(BREITBART et al.,, 2004; MAGRI et al., 2013). Os mengovirus
(Cardiovirus cepa avirulenta — vMCo) é amplamente utilizado como
modelo de norovirus humanos, virus da hepatitis A e E selvagens (todos
nao cultivaveis em culturas celulares), nem como controle interno de
métodos visando recuperacdo e detec¢do viral em amostras ambientais e
clinicas (RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2012).

1.4 Tratamentos de Excretas com Enfase na Suinocultura

Os agentes patogénicos humanos e animais sdo normalmente
inativados ao longo do tempo em funcdo de uma combinacdes de
fatores, como pH, temperatura, umidade, teor de carbono, condi¢des
nutricionais, comportamento antagénico microbiano (SIDHU et al.,
2001; SEMENOV et al., 2007). A taxa de inativagdo natural

normalmente é lenta e pouco confiavel, uma vez que ndo sdo
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controlados os diferentes fatores inerentes as mudangas ambientais,
CoOmo as sazonais. Por esses motivos 0 armazenamento e o tratamento
controlado de excretas humanas e animais devem ser efetivamente
realizados, ja que se pode melhor quantificar os fatores de inativacgéo,
bem como podendo controlar tais fatores (SIDHU et al.,, 2001;
SEMENOQV et al, 2007).

Dentre os principais métodos utilizados para o tratamento de

excretas estdo os:

— Quimicos: baseados na alcalinidade, em que a adi¢cdo de
compostos alcalinos, como cinzas, cal e outros tém propiciado
grandes beneficios nos tratamentos de excretas, minimizando o

odor e atracdo de insetos e roedores.

A eficiéncia da sanitizacdo por adicdo de compostos alcalinos deve-se
principalmente a elevacdo do pH, mas a secagem das excretas contribui
para a aumentar esta eficiéncia. A adicdo de CaO (cal) eleva o pH e
aquece a excreta, podendo-se atingir qualidade sanitaria pertinente ao
Lodo de Classe A, segundo a USEPA, 1994. O pH 12 é recomendado
para inativar ovos de Ascaris, apds armazenagem por trés meses
(ERIKSEN et al., 1995).

— Bioldgicos: é o caso da compostagem, da biodigestdo anaerobia
e da aerobia.

a) A compostagem tem sido estudada para prever tempo e
temperatura necessaria para que o processo seja melhorado
(HAUG, 1993; MITSCHERLICH & MARTH, 1984;
FEACHEM, 1983). Na compostagem o tempo de sobrevivéncia



dos patogenos é prolongado (GERMER et al., 2010), pois ndo
se atinge uma temperatura homogénea na matriz, sendo
considerado um método com baixa eficiéncia na inativacao de
patégenos (TONNER-KLANK et al., 2007).

b) A biodigestdo anaerébia pode ocorrer em temperatura
ambiente, mesofilica (37°C) e termofilica (>45°C)
(SAHLSTROM et al., 2004), e depende diretamente do tempo
de detengdo hidraulica, de 30 até 50 dias (YEN-PHI et al.,
2009). E comum o tratamento de excretas humanas e animais
em reatores UASB que tém a capacidade de gerar e armazenar
biogas em seu processo, bem como em BA do tipo Lagoa
Coberta, e 0s que atuam em temperaturas controladas, em

forma continua ou descontinua (YEN-PHI et al., 2009).

c) Os reatores aerdbios sdo indicados para tratamentos de
efluentes pré-clarificados, com baixa carga organica e sao
conhecidos por promover a remocgdo simultanea de nitrogénio
(N) e fasforo (P) e por gerar grandes quantidades de lodos, que
precisam de manutencdo e descarte apropriado, pois podem
acumular grande quantidade de patogenos. Estes reatores sao
utilizados também para promover o reaproveitamento de agua
residuéria, porém pouco tem sido estudado sobre a capacidade
de inativacdo de patdgenos nos produtos gerados (KUNZ et al.,
2009; VIANCELLI et al., 2012).
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1.4.1 Sistemas de Tratamento abordados nesse estudo

1.4.1.1 Biodigestores Anaerdbios do Tipo Lagoa Coberta

Os BAs sdo0 camaras hermeticamente fechadas que
proporcionam as condi¢des ideais para a atuacao de bactérias anaerdbias
sobre a matéria organica gerando como subprodutos biogas e
biofertilizantes (efluente e lodo). Os BAs do tipo Lagoa Coberta ou
Canadense sdo os modelos mais adotados por propriedades suinicolas,
pois tém menor custo de implantagdo e manutencdo, quando
comparados aos demais modelos de biodigestores anaerébios
(OLIVEIRA, 2004).

Basicamente, os biodigestores sdo constituidos por um tanque de
digestdo (em lona PVC) e por um gasdmetro (campanula), o primeiro
serve para armazenar e digerir a biomassa e 0 segundo para armazenar o
biogas produzido pela digestdo anaerdbia (OLIVEIRA, 2004), de acordo

com 0 esquema representativo da Figura 02.



Figura 2: Diagrama esquematico de um Biodigestor Anaerébio do Tipo
Lagoa Coberta.
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Os BAs podem atuar de forma continua, semi-continua ou em
batelada (HENN, 2005). Toda carga de dejeto aplicada requer um tempo
de retencéo hidréaulica entre 30 e 50 dias no caso dos BA psicrofilicos de
lagoa coberta (dependendo das variacGes climaticas, eficiéncia do
reator), sendo que o volume do biodigestor é projetado em funcéo do
volume de dejetos produzidos diariamente e do tempo de retencdo
hidraulica (TRH) adotado (OLIVEIRA, 2004; KUNZ et al., 2009).

O processo de biodigestdo anaerdbia, para que ocorra com
sucesso, depende primordialmente da temperatura, pH e condicdo
nutricional, uma vez que estes sdo os principais fatores intervenientes na
condicdo de sobrevivéncia dos microorganismos anaerébios. O processo
de biodigestdo anaerébia ocorre com a degradacdo da matéria organica
por via anaerobia, passa pelas seguintes fases: a) Hidrolise: a primeira
fase no processo de degradacdo anaer6bia consiste na hidrélise de
materiais particulados em dissolvidos mais simples; b) Acidogénese:

nesta etapa os produtos que resultam da hidrélise sdo metabolizados



41

pelas bactérias fermentativas em compostos organicos simples como
alcoois, aldeidos, cetonas, acidos graxos volateis de cadeia curta, CO; e
H,, propiciando o crescimento de novas comunidades microbianas, pois
a fermentacdo ocorre por um grupo diversificado de bactérias; c)
Acetogénese: trata-se de uma etapa que possibilita a transformacao de
produtos da acidogénese em acido acético (precursor da formacdo do
metano) e também previne a acumulacdo de acidos graxos volateis, com
exce¢do do 4cido acético. Os &cidos, em concentragdes elevadas, inibem
a etapa final da digestdo anaer6bia, ou seja, 0s acidos precisam ser
consumidos. A conversdo dos compostos originais para acido acético
tende a ser um processo oxidativo, liberando hidrogénio. Durante a
acetogénese, os acidos graxos volateis assim como os alcoois, sdo
transformados em 4&cido acético pelas bactérias produtoras de
hidrogénio; d) Metanogénese: esta é a etapa final do processo de
biodigestdo anaerdbia, em que os compostos produzidos na fase
acidogénica sdo transformados em biogds por microorganismos
anaerdbios estritos. Os substratos responsaveis pela formacao do metano
sdo o diéxido de carbono, hidrogénio, acido acético, acido férmico e
etanol. As principais vias para a formagdo do metano sdo a
descarboxilacdo do 4acido acético (microorganismos metanogénicas
acetotroficos) ou redugdo do didxido de carbono (microorganismois
metanogénicos hidrogenotréficos) (BELLI FILHO, 1995). A Figura 3

resume as fases do processo de biodigestdo anaerdbia.



Figura 3: Resumo das fases do processo de biodigestao anaerdbia.
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1.4.1.2 Sistema de Separacao de Fase (Sélido / Liquido)

A sedimentacdo é um processo comumente utilizado nos
sistemas de tratamento de excretas humanas e animais, para promover a
separacao do liquido e do sélido, podendo anteceder a anaerobiose e
ocorrer posteriormente a aerobiose. A formacdo de lodo (flocos),
durante processamentos anaerdbios e aerdébios, mais conhecida em

sistemas anaerdbios do tipo UASB, se da principalmente a partir da
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aglomeracdo de bactérias e fungos filamentosos (ETTERER &
WILDERER, 2001), que utilizam a matéria organica presente,
promovendo remogdo de nitrogénio e fosforo (ARGAMAN &
KAUFMAN, 1996; MORGENROTH et al., 1997,
SCHWARZENBECK et al., 2004).

Em sistemas de separacdo de fases ap0Os aerobiose, a producgdo
de lodo representa 10 a 15% do volume total de efluentes (com remogéo
a cada 2 dias), exigindo tanques para estocagem do lodo gerado, visando
a estabilizacdo do mesmo em torno de 120 dias de retencdo hidraulica

antes da sua utilizacdo para fins agricolas (OLIVEIRA et al, 2006).

O fracionamento dos efluentes em sélido (lodo) e liquido
(efluente final) pode atender & demanda da biofertilizacdo de solos e ser
utilizado como agua de redso, respectivamente. No entanto, o reciclo
desses produtos depende da seguranca sanitaria dos mesmos, uma vez
gue muitos patdgenos entéricos podem se agregar nas particulas sélidas
formadas, sendo entdo carreados para esta porcdo da fragdo podendo
ainda permanecer na fracdo liquida (KUNZ et al., 2009; FONGARO et
al., 2014).

A sedimentacdo em processos de tratamento de excretas

humanas e animais pode seguir o fluxograma da Figura 4.



Figura 4: Fluxograma representativo do processo de sedimentacdo em
tratamento de excretas humanas e animais.
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1.5 Fatores de inativacdo de patdgenos entéricos aplicados na

higienizacéo de excretas

1.5.1 Temperatura

Dentre os fatores classicamente reconhecidos com potencial de
inativacdo de pat6genos entéricos, como temperatura, radiacdo solar
(U.V), variagdo de pH, turbidez, composicdo organica da matriz,
presenca de micro-organismos predadores, agregacao entre os proprios
microrganismos ou com particulas sélidas em suspensédo, a temperatura
¢ considerada o fator mais importante (BERTRAND et al., 2012;
WARD; KNOWLTON; WINSTON, 1986).

Em processos de higienizagdo ou desinfec¢do, o emprego de calor é

realizado quando se pretende inativar os patdgenos entéricos, pois com a
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elevacdo da temperatura ha desnaturacdo de proteinas estruturais,
inativacdo enzimatica e desnaturacdo de acidos nucleicos, impedindo
irreversivelmente a replicacdo dos patdgenos, bem como impedindo que
0s mesmos sejam reconhecidos pelos seus hospedeiros (FONG; LIPP,
2005)

O tempo de reducdo decimal (DT), que expressa 0 tempo necessario
para reducdo de uma unidade logaritmica na concentracdo de células
viaveis a uma dada temperatura (T) e o coeficiente térmico (z), que
representa a diferenca de temperatura necessaria para a reducao de uma
unidade logaritmica no valor de DT, sdo parametros muito importantes a
serem destacados durante o processo de inativagdo termal. Ambos estéo
relacionados com o grau de resisténcia ao calor de um determinado
microorganismo em determinada matriz (HAUG, 1993, FONG; LIPP,
2005; JOHN & ROSE, 2005; WIGGINTON; PECSON; SIGSTAM,
2012).

1.5.2 Relacdo: Amonia ndo ionizada, temperatura, ions carbonatos e
pH

O uso de ambnia como agente microbicida tem sido reportado
como eficiente na sanitizacdo de fezes humanas, lodo de esgoto e
efluentes industriais (NORDIN et al., 2009 a-b; VINNERAS et al.,
2009; VINNERAS, 2013), ja que a amdnia em sua forma ndo ionizada
(N-NH3) é reconhecida por sua acdo biocida contra Varios
microrganismos (bacterianos, virais e frente aos ovos de Ascaris)
(WARD & ASHLEY, 1977, VINNERAS, 2013).



O processo de formagdo de N-NH3; em excretas ocorre pela
degradacdo de nitrogénio (N) organico gerando NH4+/ NH3 sendo este
processo conhecido como mineralizacdo. Posteriormente, a conversdo
de N orgénico para N inorgénico ocorre mediado pela hidrolise da ureia.
Além de N-NHj; os carbonatos (CO5%) formados pela decomposicéo da
ureia também sdo reconhecidos por sua a¢do biocida (PARK & DIEZ-
GONZALEZ, 2003). Para que haja a conversdao da aménia total presente
naturalmente nos dejetos animais (jon aménio (NH,") ha necessidade,
portanto, de um pH que favoreca a conversio de NH," em NHjs, que
possui acdo biocida. Para otimizar esse processo alguns alcalinizantes
tém sido empregados, como as cinzas, fontes alternativas de carbonato
de calcio (como conchas de ostras e cascas de ovos), cal virgem e a
ureia (ARTHURS; JARVIS; RUSSELL, 2001; potencial NIWAGABA
et al.,, 2009; MAGRI; PHILIPPI; VINNERAS, 2013). Desses a ureia
[CO(NH,),] destaca-se, pois atualmente é o fertilizante a base de
nitrogénio mais utilizado na agricultura nacional e internacional.
Quando em contato com as excretas eleva o pH e também aumenta o
valor nutricional do fertilizante, pelo aumento de nitrogénio. A ureia em
contato com ureases, presentes naturalmente na matéria organica, €
hidrolisada em carbonato de aménio [(NH4),COs] e em seguida é
degradado em NH," e carbonato (HCOj3), sendo o HCO5, também
conhecido por sua acdo biocida, um promotor da alcalinizacdo
juntamente com o processo de hidrdlise (OTTOSON et al., 2008;
NORDIN; OTTOSON; VINNERAS, 2009).

A formacdo de NH; e COs” a partir de excretas animais mediada

pela urease esta descrita na Equacao 1.

Urease
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CO (NHy);+3 H,0 — 2 NH," + OH™ + HCO
(Equagéo 1)

O equilibrio de CO3* é semelhante a do amonfaco, pois ambos
dependem de pH e temperatura, sendo que o pH geralmente se estabiliza
em torno de 9,0 quando a uréia se decompde (HELLSTROM et al.,
1999). Calcula-se a formagdo de 36% de aménia em forma de NH;
contra 4,5% de carbonatos totais na forma CO5>, num pH de 9,0 a 25°C.
Isso ocorre devido & diferenca de pKa do acido carbénico (6,3 e .10,3) e
da amonia (9.25) (HELLSTROM et al., 1999).

A relacdo entre 0 NH; (aq) e o NH4 é quantificada pela
constante de dissociagdo, pKa. O pKa da amoénia na faixa de
temperatura entre 0-50° C, pode ser calculada pela Equacgdo 2
(EMERSON et al. 1975), onde T é a temperatura em graus Kelvin; o
pKa é dependente da temperatura, sendo que o equilibrio se da em pH
9,9; 9,6; 9,3 e 9,0 para as temperaturas de 4, 14, 24 e 34°C,
respectivamente. A concentracdo de NHj3; pode ser calculada pela

Equacao 3, de acordo com o pH e temperatura.

pKa =2729.92 /T + 0.090181 (Equacéo 2)
f NH3 = 1/ (107" + 1) (Equagéo 3)
O uso de N- NHj3 para processos de higienizacdo ainda é pouco
estudado no mundo, entretanto o potencial de aplicacdo é viavel, visto
que possui baixo custo e baixa capacidade operacional, sendo uma das
maiores vantagens a elevagdo da concentragdo nutricional ao produto
tratado, o qual podera ser utilizado como fertilizante posteriormente
(PECSON et al. 2007; NORDIN et al., 2009; MAGRI et al., 2013).



No que se refere ao mecanismo de acgdo biocida do NH3, pouco
se sabe. No entanto este desinfetante possui alta solubilidade, nédo
apenas em agua, mas também em lipidios, o que facilita sua entrada e
difusdo pelas células, podendo atuar na desestabilizacdo celular, pela
destruicdo de membranas e desnaturacdo proteica (BUJOZEK, 2001), ja
gue causa danos devido a rapida alcalinizacdo do citoplasma celular
(DIEZ-GONZALEZ et al., 2000). O mecanismo virucida do N-NH;
raramente foi estudado, sendo que Decrey et al. (2015) hipotetizou que
ha clivagem do material genético viral e pequenas alteracdes estruturais
virais. Assim, o0s virus podem ser impedidos de entrar na célula
hospedeira, bem como de replicar-se (BURGE et al, 1983; WARD &
ASHELY, 1978; EMMOTH et al., 2011).
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2. APRESENTACAO E ABORDAGEM DA PRESENTE
TESE DOUTORAL

A presente tese doutoral buscou conhecer o potencial de
descontaminacdo de dejetos suinicolas em sistemas de tratamentos ja
utilizados no Brasil atuando em escala real (biodigestdo anaerdbia e
sedimentacdo), bem como propor alternativas inovadoras no pés-
tratamento para desinfeccdo dos efluentes e lodos gerados nesses
sistemas, potencializando e valorando seu reciclo agricola.

A Figura 5 apresenta o delineamento experimental de execucdo da
presente tese doutoral, organizada em cinco capitulos, os quais foram

executados em trés etapas.
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Figura 5: Delineamento experimental de execucdo da presente tese doutoral, organizada em cinco capitulos, os quais

foram executados em trés etapas.
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A primeira etapa desse estudo, contemplada nos Capitulos | e |1
dessa tese doutoral, dedicou-se a caracterizacdo do potencial de
desinfeccdo de dejetos suinicolas em sistemas de tratamentos utilizados
no Brasil. O Capitulo | intitulado: “Patégenos entéricos como
biomarcadores de qualidade sanitaria de dejetos suinicolas brutos e
tratados em biodigestor anaeroébio para fins de uso agricola”, refere-se
aos estudos de patdgenos entéricos em afluentes e efluentes suinicolas
provenientes de Biodigestores Anaerobios (BAs) do tipo Lagoa Coberta
atuando em escala real no Oeste de Santa Catarina, Brasil; O Capitulo 11
intitulado: “Estabilidade e sedimentagio de patogenos entéricos em
efluentes suinicolas tratados em sistema aerobio visando reciclo de
agua e lodo”, refere-se ao estudo da estabilidade e sedimentacdo de
patégenos entéricos em efluentes e lodos gerados na Estacdo de
Tratamento de Dejetos de Suinos (ETDS), localizado nas dependéncias
da Embrapa Suinos e Aves, em Concérdia Santa Catarina, Brasil. Os
estudos foram realizados em escala real, bem como em escala
laboratorial, tendo como objetivo final aumentar a seguranca sanitaria
no reciclo de agua e lodo gerado na ETDS.

A segunda etapa desse estudo, contemplada nos Capitulos 111 e
IV dessa tese doutoral, dedicou-se ao estudo de pods-tratamento de
efluentes e lodos gerados nos sistemas de tratamentos de dejetos de
suinos, aumentando a seguranca sanitaria frente ao reciclo agricola dos
mesmos. O Capitulo 111 intitulado “Higienizac&o de digestato suinicola
por estocagem em temperaturas de tropicais” refere-se ao estudo da
higienizagdo por estocagem em temperaturas que mimetiza as de paises
de clima tropical, visando o pés-tratamento de efluente e lodo gerados

em BAs; O Capitulo 1V intitulado “Prospecc¢io de sanitizantes para
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higienizacio de efluentes e lodos suinicolas”, refere-se & busca de
potenciais sanitizantes, sua eficiéncia na inativacdo de patégenos em
efluentes e lodos suinicolas tratados, valorando o potencial
biofertilizante gerado.

A terceira etapa da presente tese doutoral, contemplada no
Capitulo V abordara o comportamento de patdgenos entéricos em solos
agricultaveis, visando elucidar o comportamento genérico dos mesmos
guando h& biofertilizacdo utilizando digestato suinicola. Essa etapa do
presente estudo foi realizada durante o Doutorado Sanduiche (PDSE-
CAPES), nas dependéncias do Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla
y Ledn (ITACyL) na Espanha-ES, sob orientacdo da Dra. Maria Cruz
Garcia Gonzélez e do Dr. David Rodriguez Lazaro. O Capitulo V
intitulado “Estabilidade, percolacdo e lixiviagdo de patdgenos
entéricos em solos fertilizados com digestato suinicola” apresenta
resultados ex situ, da estabilidade, lixiviacdo e percola¢do de patdgenos
entéricos em colunas de solos argilosos e arenosos, gerando indices que
permitirdo melhor compreender o comportamento desses patdgenos em

escala real.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a higienizacdo de dejeto suinicola em sistemas de tratamentos
atuais, bem como prospectar métodos alternativos que visem o reciclo

agricola seguro desses dejetos como fertilizantes.
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4. HIPOTESES

Hipdtese 1: Os sistemas atuais de tratamento de dejetos de suinos néo
sdo eficientes na inativagdo de patdgenos entéricos, sendo que pos-
tratamentos baseados em estocagem e alcalinizacdo atuam

eficientemente na sua higienizacao.

Hipdtese 2: Virus e bactérias entéricas indicam o comportamento de
patégenos em solos fertilizados com digestato suinicola, gerando dados

para avaliar o risco de contaminacédo de solos, aguas e alimentos.
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a) Obijetivo especifico

Monitorar a incidéncia e sazonalidade de Adenovirus Porcinos

(PAdV), Circovirus Porcinos - 2 (PCV-2), Rotavirus A (RVA) e



Salmonella sp. em dejetos suinicolas brutos e processados em
Biodigestores Anaerobios do Tipo Lagoa Coberta (BAs) em granjas
de criagdo de suinos, bem como acessar a eficiéncia dos BAs na

remocao desses patogenos.

b) Metodologia

b.1) Desenho experimental e amostragens

Para realizacdo desta etapa do trabalho trés granjas de criagdo de
suinos, situadas no municipio de Concordia-SC (27°18” S, 51°59° W)
foram selecionadas, sendo: Granja 1) crechario de suinos, com
aproximadamente 400 animais, contendo BA para tratamento dos
dejetos suinicolas produzidos na atividade; Granja 2) suinos na fase de
engorda (fase de terminacdo), com aproximadamente 300 animais,
contendo BA para tratamento dos dejetos suinicolas produzidos na
atividade; Granja 3) responsavel pela producdo final (fase de
terminacdo), com aproximadamente 800 animais, ndo contendo sistema
de tratamento de dejetos, apenas tanque de estocagem. As granjas
selecionadas sdo importantes produtoras no Oeste Catarinense.

Amostras compostas (n=3), cada uma de 1 L, foram coletadas na
entrada (afluente) e saida (efluente) dos BA das Granja 1 e 2, bem como
na Granja 3 foram coletadas diretamente do tanque de armazenamento
de dejetos brutos (esterqueira).Para melhor representar a dindmica de
funcionamento do sistema, as amostragens foram realizadas
semanalmente, durante 4 semanas no periodo de inverno e 4 semanas

durante o verdo (an02013), totalizando quarenta amostras coletadas.
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Os BAs selecionados para a pesquisas possuiam as seguintes
dimensdes e tempo de reten¢do hidraulica:
o Comprimento: 15 m;
e Largura: 7 m;
« Profundidade: 3,2 m;
« Volume: 135 m3;
» Tempo de Detencdo Hidraulica: 30 — 50 dias;
« Volume de Alimentacdo diéria: 3 m3/dia.

b.2) Andlises microbioldgicas

Anélise qualitativa para deteccdo de Salmonella spp. foi realizada,
de acordo com ISO 6579 (2002). Resumidamente, 25 mL das amostras
foi adicionado a 225 mL de agua peptonada (pH 7,0) e incubado a 37°C
por 24 h, para a regeneracdo bacteriana 1 mL dessa suspensdo foi
acrescentado a 1 mL do caldo Rappaport-Vassiliadis e do caldo
tetrationato, ambos incubados a 42°C durante 24 h. Posteriormente uma
alcada de ambos os crescimentos foram plaqueados, por esgotamento,
em agar Xxilose-lisina-tergitol-4 (XLT4), incubados por até 48h e as
coldnias tipicas de Salmonella sp. (com coloragdo preta e crescimento
aprofundado) foram contabilizadas.

Para as analises virais, houve necessidade de processamento das
amostras para concentracdo das particulas virais. O processo foi
realizado de acordo com o descrito por Schlindwein et al. (2010),
utilizando-se as adaptagdes necessarias para o tipo de amostra. Foram
utilizados 25 mL de amostra, e adicionado 20 mL de AICI; [0,05 mol L



1. O pH foi ajustado para 3,5 e sequencialmente esta mistura foi
homogeneizada durante 30 min. seguido de agitacdo e centrifugacao.
Ao final desta etapa o precipitado foi ressuspenso em tampéo glicina e
posteriormente neutralizado (pH 7,0). A amostra foi concentrada pela
adicdo de Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) e em seguida clarificada
com cloroférmio:butanol (1:1). Um volume de aproximadamente 4 mL
foi obtido, distribuido em aliquotas, refrigerado a temperatura -80°C
para a sequéncia das analises virais.

Para conhecer a recuperacdo das particulas virais, amostras
conhecidamente negativas para RVA foram inoculadas com 8,0 x 10°
GC mL™ (c6pias gendmicas por mL) de RVA simio, cepa SA11 (grupo
A, sorotipo 3), concentradas e clarificadas, conforme descrito acima. Os
RVA-SA11 utilizados foram propagados em células MA-10* (derivadas
de rim de embrido de macaco) e titulados por PCR em tempo real
(gPCR), como descrito por Zeng et al. (2008).

b.2.1 Quantificagdo dos genomas virais

Para a quantificacdo dos genomas virais, previamente, a partir
dos concentrados virais, os acidos nucleicos totais foram extraidos
usando o kit comercial, QIAmpMinElute® Virus Spin Kit (Qiagen®),
segundo recomendac6es do fabricante.

As reacfes de gPCR foram realizadas como descrito por
Hundesa et al. (2009), Opriessnig et al. (2003) e Zeng et al. (2008), para
0os PAdV, PCV2 e RVA, respectivamente, o utilizando fragmentos
génicos dos respectivos virus avaliados, clonados em vetor plasmideal

comercial. Quando se buscou por genomas de origem RNA, o material
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genético foi submetido a reagdo de transcri¢do reversa (RT) para sintese
de cDNA, como foi o caso do RVA. Os ensaios de gPCR foram
realizados em triplicatas em placas de 96 cavidades (MicroAmp Applied
Biosystems), contendo também controles negativos e positivos, no
aparelho  StepOnePlus™ Real-Time PCR System  (Applied
Biosystems).

b.2.2. Ensaio de infecciosidade de PCV-2

Com objetivo de identificar e quantificar PCV-2 infecciosos,
originalmente contidos nas amostras de dejetos de suinos avaliadas, o
ensaio de cultura celular integrada (ICC) & RT-gPCR precedida por
ensaio enzimatico (et), sendo denominada de ICC-et-RT-gPCR,
adaptado de Fongaro et al. (2013) foi padronizado durante este trabalho.

Para isso, células ST (originarias de testiculo suino) foram
cultivadas e propagadas em meio RPMI (Gibco BRL) suplementado
com 5% de soro fetal bovino (SFB), 1% de antibidticos e antiflngicos
(PSA-penicilina G 100U/mL/sulfato de estreptomicina
100ug/mL/anfotericina B 0,25ug/mL) e mantidas a 37°C sob atmosfera
de 5% de CO,.

Apbs a incubacéo as células foram cultivadas em placas de 24
cavidades, numa densidade celular de 3 x 10° células por cavidade. A
monocamada celular foi inoculada com 1,0 mL das amostras testes,
previamente concentradas para analises virais, positivas em qPCR para
PCV2, tratadas com 2% de antibioticos e antifingico e em dilui¢do nao

citotoxica (1:60), e incubadas por 1 h para permitir a adsorcéo viral.



Os inoculos foram aspirados e a monocamada celular lavada
por 5 vezes com tampdo salina fosfato 1X (PBS 1X). Posteriormente,
1mL de meio RPMI 1X foi adicionado nas cavidades da placa, sendo
esta re-incubada, nas mesmas condicdes, durante 24h. Como controle de
qualidade e validacdo do teste, foi utilizada sempre uma quantidade
conhecida de PCV2 infecciosos e PCV2 inativados por 1 h a 99°C e 30
min sob radiagdo U.V (como controles positivos e negativos,
respectivamente).

ApGs este periodo, o sobrenadante celular foi removido e a
monocamada celular foi lavada novamente 2 vezes com PBS 1X. A
extracdo do material genético foi realizada conforme descrito no item
“b.2.17.

Para eliminar possivel contaminacdo com DNA presente na amostra e
advindo de virus ndo infecciosos, o material genético extraido foi
tratado com 1U de DNase | (Sigma-Aldrich) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em seguida a reacdo de transcrigdo reversa
(RT) foi  realizada, utilizando iniciadores  randémicos
(hexanucleotideos), para obtencdo do cDNA. Imediatamente apos este
periodo a reacdo de gPCR foi realizada para quantificacdo do nimero

de copias gendmicas (CG) totais provenientes de virus infecciosos.
b.2.4. Genotipagem de PCV-2 circulante
Para determinar os genotipos de PCV-2 circulantes nas

amostras, 0 material genético total foi submetido a reacdo nested-PCR

para amplificacdo de fragmentos correspondentes aos PCV-2a e aos
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PCV-2b, as described by Kim et al. (2011), com amplicons esperados de
125 pb e 172 bp, respectivamente.

b.3) Andlises estatisticas

Anélise ndo paramétrica de variancia (Kruskal-Wallis - Statistic
7.0) foi utilizada para avaliar diferencas significativas entre as
amostragens quanto aos parametros fisico-quimicos. Testes de
Correlacdo de Pearson, regressdo linear, ANOVA e teste t de Student
foram realizados quando necessario (usando GraphPad Prism 5.0
(USA)). Os dados foram considerados estatisticamente significativos

quando p <0.05.

¢) Resultados

c.1) Analises fisico-quimicas

A Tabela 1 resume os resultados dos parametros fisico-
guimicos das amostras provenientes das Granjas 1, 2 e 3, durante as
estacOes de verdo e inverno.

As andlises estatisticas dos dados apontaram diferencas
significativas nas medias gerais dos seguintes parametros, em todas as
amostragens: temperatura da amostra (T. Amostra), temperatura do

ambiente (T. Ambiente) e NAT durante inverno e verdo (p<0.05).



Tabela 1: Média e desvio padrao dos parametros fisico-quimicos avaliados nas amostragens. (n = 40 e diferencas
estatisticas consideradas de p<0.05%).

Parametro Granja 1 Granja 2 Granja 3
Nao tratado em BA Tratado em BA Naéo tratado em BA Tratado em BA Dejeto bruto
Veréo Inverno Veréo Inverno Veréo Inverno Veréo Inverno Veréo Inverno
T. Amostra (°C) 20,0+1,8 11,0+2,3 21,0+£1,3 11,023 22,0£2,1 13,0£1,2 22,0+2,8 14,0£1,3 21,0+1,6 14,0£1,2
T. Ambiente,("C)(*) 24,0+2,5 14,0+1,2 24,0+2,8 14,0£0,5 24,0£2,7 15,0+0,8 24,015 16,0+1,6 24,025 16,0 +1,2
pH 7,0+0,2 8,0+0,4 8,0+0,8 8,040,2 7,540,2 7,50,2 9,5+1,3 8,0+0,3 8,00,2 8,00,2
NAT (mg.L%) © 1422,8+172,07 624,0+97,1 1784,7+195,2 890,2487,7  1422,8+167,2 727,1+79,8 2763,7+3454 624,0+69,9 2118,6+278,7  525,0+62,5
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¢.2) Ensaio de recuperacao viral

A taxa média de recuperagdo viral mensurada por qPCR, utilizando
RVA-SA11 como modelo, pelo método de concentragdo viral utilizando
eluicdo e clarificagdo, descrito anteriormente, a partir de afluente,
efluente e dejetos brutos de suinos foi de 28.0%.

¢.3) Analises dos virus entéricos

Das 40 amostras avaliadas, 60% (24/40) foram positivas para
PAdV; 77,5% (31/40) para PCV-2 e 37,5% (15/40) para RVA.

Os resultados obtidos quanto a quantificagdo viral, tanto no inverno,
guanto no verdo, nas amostras de afluente e efluente do BA néo
mostraram reduces estatisticamente significativas (P>0,05), sugerindo
ineficiéncia deste sistema na inativagdo destes biomarcadores. Os
valores médios das quantificacbes dos virus entéricos detectados nas

amostras estéo plotados na Figura 6 (a e b).



Figura 6: Valores médios da quantificagdo dos virus entéricos
detectados nas amostras durante inverno e verdo, sendo a) Amostras
correspondentes ao Afluente e b) Amostras correspondentes ao Efluente.
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Os estudos da distribuicéo sazonal, os virus investigados mostraram
que no afluente durante o verdo 66,6% (8/12) foram positivas para PCV-
2 e para PAdV e para RVA 41,6% (5/12) das amostras foram positivas;
No inverno 83,3% (10/12) foram positivas para PCV-2, 50,0% (6/12)
para PAdV e 33,3% (4/12) para RVA. No efluente durante o verdo
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62,5% (5/8) foram positivas tanto para PCV2 quanto para PAdV e
50,0% (4/8) foram positivas para RVA; No inverno 100,0% (8/8) foram
positivas para PCV-2, 62,5% (5/8) para PAdV e 25,0% (2/8) para RVA.
A presencga de PCV-2 e PAdV durante o verdo, tanto no afluente quanto

no efluente esteve correlacionada positivamente, p<0,05 (Figura 7).

Figura 7: Distribuicdo sazonal viral (PCV-2, PAdV e RVA) durante
inverno e verdo (n=24 para afluente e n=16 para efluente ). PCV2 e
PAdV foram positivamente correlacionados durante verdo (*).
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Quando Salmonella spp. foi pesquisada, sua presenca foi relatada
em 27,5% (11/40) das amostras totais. A positividade encontrada nas
amostras de afluente e efluente, 19,0% e 25,0%, respectivamente, ndo

apresentou diferenga significativa; A distribuicdo sazonal das



Salmonella spp. foi significativamente maior no verdo que no inverno,
com 40,0% das amostras positivas no verdo e 15,0% no inverno.
Salmonella spp. foi detectada somente na Granja 1 (afluente e efluente)

e Granja 3 (dejeto bruto).

c.4) Estudo de infecciosidade e genotipagem de PCV-2

As amostras que apresentaram presenca de genoma de PCV-2
foram selecionadas para o ensaio de quantificacdo de particulas virais
infecciosas, totalizando 31 amostras.

Os ensaios de infecciosidade mostraram que PCV-2 infecciosos
foram detectados em 93,5% (29/31) das amostras, tanto no afluente
guanto no efluente, sendo 12 delas provenientes das coletas de verdo e
17 delas das coletas de inverno.

Quanto a genotipagem dos PCV-2, ambos os genétipos “a” e
“b” foram detectados nas Granjas 1 e 2, tanto no afluente quanto no
efluente; Na Granja 3 apenas o gendtipo “a” foi detectado. Os resultados
gerais mostraram que 74.1% (23/31) das amostras continham ambos 0s
genotipos (“a” e “b”) e 25,9% (8/31) continham apenas PCV-2a.

A Figura 8 (a e b) apresenta as amostras que continham PCV-2

infecciosos, bem como os gendtipos detectados.



Figura 8: Quantificacdo de PCV-2 infecciosos e seu gendtipo em
afluente e efluente coletados no veréo (a) e no inverno (b).
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c.5 PCV-2: Comparagdo entre genomas totais e proveniente de

particulas infecciosas



Quando os valores de copias gendmicas totais de PCV2 (por qPCR)
e os valores de coOpias genémicas somente provenientes de PCV-2
infecciosos (por ICC-et-RT-qPCR) foram comparados, houve diferenca
significativa (p<0,05), reduzindo da por¢do de genomas totais para
apenas genomas provenientes de PCV-2 infecciosos uma média de 2.5

log, durante o verdo e 3.1 logyg durante o inverno (Figura 9).

Figura 9: Diferenca de genomas totais e proveniente de PCV-2,
expressa pela reducdo média obtida calculada pela equacdo: Log. de
reducdo = logl0 Nt/NO, onde Nt: CG quantificadas por ICC-RT-gPCR
(PCV-2 infecciosos) e NO: CG quantificadas por gPCR. (CG).
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O monitoramento anual dos pardmetros fisico-quimicos nas
amostras de afluente e efluente dos BAs, tais como a concentracdo de
NAT, mostrou diferengas significativas (p<0,05) nas amostras brutas em
relacdo as processadas em BA. As concentracOes de pds-digestdo foram
sempre maiores do que os de esterco bruto. Estes resultados refletem a
degradacdo de azoto organico e a amonificacdo de estruturas mais
complexas, tais como proteinas, presentes no material em particulas
(WIESMANN et al., 2007). As oscilagdes de concentragdo NAT durante
0 verdo e inverno podem ser justificadas devido ao equilibrio de NH,;-N
e NHs-N, que sdo diretamente proporcionais a temperatura (amostra
ambiental e) e respectivo pH (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

Quanto as analises do monitoramento microbiolégico nas
amostragens, Salmonella spp. e virus entéricos, especialmente os PCV-2
infecciosos foram detectados nos afluentes suinos e dejetos brutos, bem
como nos efluentes apds o tratamento em BA, mostrando que tais
sistemas, nas condigdes de operacionalidade avaliadas, ndo foram
capazes de inativar todos os patdgenos entéricos. Nos tratamentos de
produtos e destinacdo de subprodutos agropecuarios, os esforcos devem
ser focados na remogdo eficiente de patdgenos, visando diminuir o risco
para o ambiente, sa(de animal e humana, permitindo a utilizacdo e redso
seguro desses residuos (KUNZ et al., 2009).

A presenca de Salmonella spp. e de virus entéricos ndo foi
correlacionada, isso porque os virus sdo mais resistentes frente as
bactérias, ja que sdo descritos por resistirem a uma variedade de fatores
de inativacdo naturais em diversas matrizes ambientais, como a agua

potavel, agua de reliso agropecudrio e esgotos (STEWART et al., 2008;.



FONG & LIPP, 2005; FONGARO etal., 2012). Os suinos podem ser
reservatorios assintomaticos de Salmonella spp. e virus entéricos, como
hepatite E (HEV), RVA e RVC, que podem ser excretados intermitente
em fezes, acometendo o ambiente e ainda sendo possivel potencial
contaminacdo de carcagas em abatedouros, gerando problemas cruciais
nesta cadeia produtiva (BAPTISTA et al., 2010).

A investigacdo de virus entéricos, que envolveu os PAdV, PCV-2 e
RVA, mostrou que PCV-2 foi o mais frequentemente detectado,
seguido pela presenca do PAdV e RVA, isso tanto no afluente quanto no
efluente suinicola. Virus entéricos de genoma DNA, tais como os PCV-
2 e PAdV, sdo normalmente muito resistentes no ambiente e aos
procedimentos de desinfeccdo e por tais razdes sdo considerados
bioindicadores (DE MOTES, et al, 2004, HUNDESA et al, 2006;
VIANCELLI et al, 2013; FONGARO et al., 2014). J4 os RVA, de
genoma RNA fita dupla e segmentada, zoondtico, também é conhecido
por ser resistente nos ambiente e € o principal patdgeno associado a
gastroenterite aguda em animais e humanos juvenis (ESTES &
KAPIKIAN, 2007). No que diz respeito a susceptibilidade a infeccdes
pelos patdgenos entéricos aqui estudados, esta estd intimamente
relacionada com alteracdes na imunidade, podendo ser assintomaticas
em muitos casos (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

Apesar das vantagens de usar 0s virus entéricos aqui pesquisados
como biomarcadores, estes possuem a desvantagem de serem fastidiosos
in vitro (cultura celular), como é o caso dos PAdV e RVA) e quando
cultivaveis, caso dos PCV-2 ndo produz efeito citopéatico caracteristico,
dificultando as analises de infecciosidade viral (FONG E LIPP, 2005;
TSENG E TSAI, 2007). Tendo em vista a dificuldade de avaliar a
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infecciosidade de tais virus, uma vez que a presenca de seus genomas
(detectados por gPCR neste trabalho) ndo garante que as particulas
virais estejam infecciosas, pois fatores como temperatura, pH e radiacdo
U.V sdo conhecidos por provocarem modificagdes conformacionais
moderadas no capsideo viral, bem como a destruicdo dos seus
capsideos, resultando em perda da capacidade infecciosa (THURSTON-
ENRIQUEZ et al., 2003; FONG & LIPP, 2005).

Os resultados de infecciosidade de PCV-2 mostraram gue mesmo
ap6s o processo de BA continuava infeccioso e sendo ele um
biomarcador, sugere-se que os demais patdgenos com caracteristicas
similares também continuavam com tal capacidade infecciosa,
reforcando a ineficiéncia da biodigestdo anaerdbia empregada neste
estudo, no que se referiu a sanitizagdo. O fato de haver maior remocgéo
de virus infecciosos no verdo que no inverno remete a maior
temperatura de operacdo dos BAs do Tipo Lagoa Coberta, pois estes
atuam em temperatura ambiente. A presenca de ambos 0s gendtipos de
PCV2 (a e b) investigados neste trabalho e de PCV2 infeccioso levam-
nos a sugerir a possibilidade de infec¢do e de co-infeccdo da populacéo
de suinos com tal virus. PopulacGes de suinos co-infectados com PCV2a
e PCV2b apresentam maior risco de desenvolver doengas graves
relacionadas, levando a perda de producdo e prejuizos econdmicos
(OPRIESSNIG et al., 2003; RAMAMOORTHY et al., 2009; DREW
2011). No entanto, para determinar o risco potencial que tais patégenos
detectados representam para a sadude animal, e no caso dos patdégenos
zoonoGticos para a saude humana, uma analise de avaliagdo de risco

microbioldgico quantitativo sera realizada em um estudo futuro.



A ineficiéncia dos BA do tipo “Lagoa Coberta” na inativacio de
patégenos gera um problema crucial para a atividade agricola e reciclo
de tais efluentes, apontando a necessidade de politicas para a
regulamentacdo e fiscalizacdo dos seus usos, bem como sua qualidade
sanitaria.

e) Consideracdes finais do Capitulo |

A ineficiéncia dos BAs do tipo “Lagoa Coberta” na inativagdo de
patogenos, considerando os virus entéricos, gera um problema crucial
para a atividade agricola e reciclo de tais efluentes, apontando a
necessidade de politicas de pds-tratamento dos efluentes gerados e para
a regulamentacdo e fiscalizacdo de sua disposicao e qualidade sanitaria.

Referéncias utilizadas no Capitulo |
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a) Objetivo especifico

Avaliar em escala real ¢ laboratorial a estabilidade e
sedimentagdo de patdogenos entéricos em dejetos suinicolas tratados em
Reator Biologico Aerdbio (RBA) seguido pelo processo de
sedimentagdo, bem como avaliar a inativacdo dos patégenos no lodo

ativado estocado.
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b) Metodologia

b.1) Amostragens realizadas na Estacdo de Tratamento de Dejetos de
Suinos (ETDS) da Embrapa Suinos e Aves

Os estudos em escala real e laboratorial foram realizados a
partir de amostras coletadas na Estagcdo de Tratamento de Dejetos de
Suinos (ETDS) da Embrapa Suinos e Aves, localizada no municipio de
Concordia, Estado de Santa Catarina, Brasil (27°18° S, 51°59° W). A
ETDS recebe dejetos suinicolas da producéo experimental da Embrapa
Suinos e Aves, produzindo 15md/dia de dejetos (KUNZ et al. 2009).
Basicamente a ETDS é composta sucessivamente por: 1) Tanque de
recepcao e homogeneizador de dejeto bruto, com VV=40m?; 2) Tanque de
entrada para Flotodecantador (decantador primario), com V=15m3; 3)
Reator anaerobio do tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket),
com V=26m3; 4) Tanque do Reator Bioldgico Anaerébio (RBA), com
V=108 m3; 5) Tanque de sedimentacdo secundaria (TSS), com
V=9,8m3; Apos sedimentacdo secundéria o efluente é considerado agua
de retso e o lodo gerado pode ser utilizado na biofertilizacdo (KUNZ et
al. 2009).

As amostras foram coletadas semanalmente, para melhor
representar o sistema, em oito campanhas de coletas (quatro durante o
verdo e quatro durante o inverno de 2013, em Fevereiro e Agosto,
respectivamente). As amostras foram imediatamente processadas para

realizacdo das analises fisico-quimicas e microbioldgicas propostas. As



amostragens do sistema em escala real foram provenientes do RBA e do
TSS, e as amostragens para realizacdo dos ensaios em escala laboratorial

foram provenientes do RBA, de acordo com a FiguralO.
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Figura 10: Representacdo esquematica da ETDS e dos locais
amostrados: A) RBA e B) efluente do TSS.
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b.1.2) Escala real: Processamento e Analises das amostras coletadas na
ETDS

Durante as oito campanhas de coletas um total de 16 amostras
foram obtidas, oito do RBA e oito do TSS. Todas as amostras foram
avaliadas para a presenca de Salmonella spp. (Segundo ISSO 6579
(2002)), e quantificacdo de PCV-2, PAdV e RVA (por gPCR, segundo
Hundesa et al. (2009), Opriessnig et al. (2003) e Zeng et al. (2008),
respectivamente.

Nitrogénio amoniacal total (NAT), pH, temperatura e teor de
solidos totais, fixos e volateis foram avaliados de acordo com APHA
(2012).

b. 1.3) Escala laboratorial: Processamento e Analises das amostras

provenientes do RBA

Estes ensaios foram realizados para que fosse cumprida a meta

de estudar a sobrevivéncia de patdgenos entéricos e sua taxa de



sedimentacdo em efluentes suinos coletadas ap6s tanque aerébio RBA.
Para isso, 10L de amostra proveniente do RBA foram coletadas e
inoculadas com quantidades conhecidas de bacteriofago PhiX 174
(2,8x10° UFP mL™), HAdV-2 (5,0x10° GC mL™) e Salmonella enterica
-Typhiurium (9,0x10° UFC mL™), como modelos de patdgenos
entéricos.

Cones Imhoff (V=1L, com dimensdo de 120mm de diametro e
480 mm de altura) receberam 1L de amostras de efluente do RBA e a
sedimentacdo dos patdgenos foi avaliada nos seguintes tempos: 0, 5, 10,
20,40 mine 2,5, 5, 10, 24, 48, 72 e 120 h por meio de coleta da fracdo
liquida. As amostras da fracdo sélida foram processadas ap6s 24h, 48,
72 e 120 horas de repouso, sendo 10 mL cuidadosamente coletadas e
utilizadas para a enumeracdo de bacteriéfagos PhiX-174, S. enterica e
HAdV-2, bem como para a avaliacdo de teor de sdlidos sedimentaveis
(este ultimo de acordo com APHA (2012)).

Para determinar a sobrevivéncia dos patégenos nas fracOes
liguidas e sdlidas (potencial agua de reuso e biofertilizante,
respectivamente), 200 mL do efluente pds-sedimentacdo e 200 mL de
lodo ativado foram alocados em frascos de borossilicato com 250 mL de
capacidade, em triplicata, e estas foram inoculadas com quantidades
conhecidas de bacteriofagos PhiX-X 174, S. entérica e HAdV-2, que
foram avaliados durante> 0, 5, 10, 20, 40 mine 2,5, 5, 10, 24, 48, 72 e
120 h de tempo de contato com as matrizes.

Para a analise de S. enterica, 1,0 mL de amostra foi diluido e
com 9 mL de solugdo de NaCl tamponada com Tween-peptona, pH 7,0,
seguido por uma série de diluicbes na base 10 com a mesma solucéo

tampdo. Para a enumeracdo das S. enterica, 100 pL das dilui¢des foram
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espalhadas em placas de Petri (10mL) com &gar-lisina-desoxicolato
contendo xilose (XLD) e novabiocina e incubadas a 37°C por até 48 h,
guando procedeu-se a contagem de Unidades Formadoras de Placa
(UFP), segundo 1SO 6579 (2002).

Os bacteriéfagos PhiX 174 foram propagados em Escherichia
coli (ATCC13706), e enumerados pelo método de dupla camada de agar
(1ISO10705-2: 2000 (2001)), utilizando 1,0 mL de amostra diluida com
9,0 ml de solucdo salina de peptona, pH 7,0, seguido por dilui¢des
seriadas na base 10 com a mesma solugdo. As Unidades Formadoras de
Placas de Lise (UFP) foram contabilizadas apds 12 h de incubacdo em
temperatura de 37 °C.

HAdV-2 foi propagado em linhagem continua de células A549
permissivas a maioria dos HAdV e derivadas de carcinoma de pulmao
humano, European Collection of Cell Cultures) e enumerados por ICC-
et-RT-gPCR., segundo Fongaro et al, 2013 e Ko et al., 2003.

b.2) Andlises estatisticas

O software utilizado para as anélises estatisticas foi 0 GraphPad Prism
5.0. Statistical. Foram utilizados os testes One-Way de variancia
(ANOVA) para avaliar a diferenca entre os grupos, com 95% de
confianga, seguido do teste Bonferroni's Multiple Comparison para
avaliar aprofundada mente as diferencas entre os grupos. Os testes de
correlacdo foram realizados pelo usando Pearson Correlation, sempre
gue necessario. Os valores considerados significativos foram os que

apresentaram p<0,05.



O tempo para a reducdo decimal dos microrganismos por
inativacdo (iTgo) € reducéo decimal por sedimentacdo (STgo) no efluente
e lodo foram calculados considerando curvas em regressdo linear,

usando Microsoft Excel.

¢) Resultados

c.1) Avaliagbes das amostras coletadas na ETDS em escala real:

Analises fisico-quimicas e microbioldgicas

A Tabela 2 apresenta o perfil dos parametros fisico-quimicos
no RBA e no TSS durante as estacbes de verdo e o inverno. As médias
de temperatura da amostra, série de sélidos (fixos, volateis e suspensos)
e NAT mostraram diferencas significativas em ambos os locais de coleta

nas diferentes estagdes, inverno e verao (P <0,05).
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Tabela 2: Médias e desvios padrdes (DP) dos parametros fisico-quimicos avaliados no RBA e TSS durante o inverno

e verdo.

Parametros RBA Média + DP (n=3) TSS Média + DP (n=3)
Verao Inverno Verao Inverno

pH 78405 6,5+ 0,2 75404 72+0,2
Temperatura (°C) 30,8+15 27£15 26+0,8" 23+15"
Sélidos volateis (mg L™) 2419 + 333 2541+776 625 + 157 828 + 260
Sélidos Fixos (mg L™) 1419 £ 964~  2404#175° 1291462 1753610
Sélidos Totais (mg L™) 3838+ 614 4945+ 926 1916+126 2581+32"
NAT (mg L™) 295+115  465+142° 596+378 732320

DP: Desvio Padrdo; (**): Diferenca significativa estatisticamente (p>0,05)



As andlises dos patdgenos entéricos mostraram que
Salmonella spp. ndo foi detectada em nenhuma das amostras,
porém estas mesmas amostras quando avaliadas para virus
entéricos apresentaram o seguinte perfil: 1) No verdo apenas
PAdV foi detectado no RBA e TSS; Durante o inverno todos 0s
patégenos virais estudados foram detectados nas amostras do
RBA e do TSS. A Figura 11-a apresenta a média de PAdV,
PCV2 e RVA detectados no RBA e TSS no inverno e verao.

A eficiéncia da remocdo viral apds processamento em
TSS foi significativa para PAdV, PCV-2 reduzindo maximamente
a carga viral em  99,9% (3 logi), 99,0% (2 l0gi),
respectivamente e RBA foi reduzido em 90,0% (1 logio), ndo

sendo significativa tal reducéo (Figura 11 a-b).

Figura 11: a) Ocorréncia de PAdV, PCV2 e RVA durante o
inverno e o verdo em amostras provenientes do RBA e TSS. b)
Eficiéncia da remocéo viral apos processamento em TSS, em que

** jndica remogdo significativa.
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¢. 2) AvaliagOes das amostras coletadas na ETDS em escala

laboratorial

c.2.1) Estabilidade dos patégenos entéricos

A estabilidade dos patdgenos entéricos expressa atraves
do Ct (h) na fracdo liquida do efluente demonstrou que PhiX-174
e HAdV-2 mantiveram-se estaveis até 120 h, ndo apresentando
reducBes significativas. As concentracfes de S. enterica foram
significativamente reduzidas ap6s 48h (p=0,03). Os percentuais
de inativacdo até 120h foi de 87,8% para S. enterica, 36% para
HAdV-2 e 24% para PhiX-174 (Figure 12-a).

A estabilidade dos patdgenos entéricos na fracdo sélida
(considerada lodo), também ndo demonstrou reducdo
significativa para PhiX-174 e HAdV-2 até 120h, mas para S.
entérica houve reducdo significativa apés 24h (p=0,02). Os
percentuais de inativagdo até 120 h foram de 98,4% para S.
enterica, 36% para HAdV-2 e 25% para PhiX 174 (Figure 12-b).



Figura 12: Cinética de inativacdo de PhiX-174, HAdV-2 e S.
Typhimurium em contato com a fragdo liquida (a) e a fragdo solida
(b) do processo de sedimentacéo e a taxa de inativacdo destes

patdgenos entéricos.
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c.2.2) Avaliacdo da sedimentacéo dos patogenos entéricos nas

amostras coletadas na ETDS

A sedimentacdo dos patogenos entéricos da fracdo
liquida para a solida foi avaliada por até 120 h e apresentou
capacidade significativa de sedimentacdo dos PhiX-174 e HAdV-
2 quando comparados com a sedimentacdo de S. enterica
(p<0.05). S. esterica foi significativamente reduzida nos tempos
de 0,75 h e 5h, HAdV-2 em 0,33h, 2,5h e 24h, PhiX-174 em 0,16,
0,33, 0,75, 2,5, 5 e 10h (p <0.05), ndo sendo mais detectado apos
este tempo na fracdo liquida (Figure 13-a). Em paralelo as
andlises de sedimentacdo dos patdgenos entéricos, foram
realizadas andlises de sedimentacdo das particulas presentes no
efluente (sélidos suspensos), isso foi analisado por até 120h. A
sedimentacdo de HAdV (r2 = 0,995 p<0.05) e PhiX-174 (r2=0,992
p<0.05) estiveram positivamente correlacionados com as
particulas solidas suspensas, no entanto essa correlagdo nao foi
observada para S. enterica (p> 0,05) (Figure 13-a).

A avaliacdo dos patogenos entéricos na fragéo sélida foi
realizada apos 24, 48, 72 e 120h do processo inicial de
sedimentacdo, bem como foi avaliada a concentracdo dos
patégenos entéricos nesta fracdo solida (lodo). A concentracdo de
PhiX-174 ndo aumentou significativamente entre os tempos
avaliados, e o perfil de sélidos também. HAdV-2 e S. enterica

aumentaram significativamente no tempo 72 h (p=0,02) em



comparacdo com as quantidades detectadas em 24 h ap6s o

processo de sedimentacgdo (Figura 13 b).



Figura 13: Perfil da sedimentacgéo de particulas sélidas em suspenséo, de PhiX-174, HAdV-2 e S. entérica em
efluente suino durante 120h de sedimentacéo, na fracéo liquida (a) e na fracdo sélida (b).
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c.2.3 Inativacdo e sedimentacgdo de patégenos entéricos nos efluentes

suinos: modelo preditivo

A média de iTg da S. enterica no efluente durante o evento de
sedimentacdo foi de 52 h (r2=0,79) e de 43 h (r?= 0,88) no lodo; HAdV-
2 e PhiX-174 ndo reduziram significativamente em até 120 h de
avaliacdo (p=0,3). A média de sTqy, da S. enterica, HAdV-2 e PhiX-174
foram, respectivamente: 3,5h (r2=0,87), 1,8 h (r>= 0,87) e 1,9h (rz=

0,98). Esses dados estdo sumarizados na Tabela 3.



Tabela 3: Média de iT90 e sT90 h-1de HAdV-2, PhiX-174 and S. Typhimurium em efluente e lodo da ETDS.

Inativacéo - Efluente Sedimentagdo - Efluente
Biomarcador -kh* iTgh™ R2 -k STeoh™ r2
+DP + DP + DP + DP + DP + DP
HAdV-2 ST ST ST 0,536 3.5 0,98
+0,02 + 0,05 + 0,03
PhiX-174 ST ST ST 0,279 1.8 0,87
+ 0,05 +0,02 +0,02
S. enterica 0,019 52,08 0,79 0,502 1.9 0,87
t +0,3 £002 0,03 +0,01 +0,02
0,03
Inativacdo — Lodo do processo de sedimentagao
Biomarcador kh* £DP iTooh™ + DP r2 + DP
HAdV-2 ST ST ST
PhiX-174 ST ST ST
S. enterica 0,0207 £0,01 43,42 £0,05 0,88 £0,02
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k: coeficiente de sedimentacdo ou inativagéo h: iTgo: inativacdo de 90% h™ : sTeo: sedimentacdo de 90% h?. rz:

coeficiente de determinacdo; DP: Desvio padrdo; ST: sem tendéncia de decaimento em até 120 h.



d) Discussao

A eficiéncia dos tratamentos de dejetos suinicolas normalmente
¢ avaliada pela capacidade de remoc¢do de matéria organica, sélidos
suspensos e nutrientes (como nitrogénio e fosforo), considerando apenas
Escherichia coli como biomarcador sanitrio. No entanto outros
bioindicadores podem ser utilizados para garantir a eficiéncia de
remogdo de patdgenos, como 0s virus entéricos e outras bactérias.
Poucos estudos tém demonstrado a eficiéncia de remocao de patégenos
em sistemas de separacgdo de sdlido-liquido, como os trabalhos descritos
por Kunz et al. (2012) e Viancelli et al. (2013).

O presente estudo elucidou a eficiéncia de inativacdo e
sedimentacdo de patogenos em sistema de tratamento solido-liquido
operando tanto em escala real como em escala laboratorial A
concentracdo de sélidos suspensos na coluna de &gua foi um fator
determinante para promover a remocdo de patdgenos da fase liquida.
Esse pardmetro pode influenciar na dindmica de sedimentagcdo de
patégenos em efluentes (SENDNER et al., 2009). Os resultados em
escala laboratorial mostraram que HAdV e PhiX-174 tiveram seu perfil
de sedimentacdo positivamente correlacionado com a sedimentacdo de
solidos. Esse fato estd intimamente correlacionado com a capacidade de
agregacdo dos patdgenos e seu processo de inativacdo, podendo reduzir
agentes patogénicos da fragdo liquida em sistemas como a ETDS,
corroborando estudos de Gassilloud & Gantzer (2005) e Dika et al.
(2011). A capacidade dos virus agregarem-se em particulas sélidas
organicas e entre si varia com o tipo viral e suas propriedades de

superficie, como ponto isoelétrico, pH e e complexidade da matriz
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ambiental no que se refere ao teor de matéria organica (GASSILLOUD
& GANTZER, 2005; DIKA et al., 2011).

As amostras avaliadas em escala real, provenientes do RBA e
TSS, apresentaram PAdV, PCV-2 e RVA, porém observou-se
significativa remocdo destes virus no efluente apés o processo de
sedimentacdo no TSS, ressaltando a migracdo desses patdgenos da
fracdo liquida para a fracdo sélida (lodo), contaminando tal matriz, o
que significa transferéncia de contaminacdo para um novo subproduto
do processo. RBA e TSS mostraram presenca e maior prevaléncia de
virus entérico durante o inverno. Explica-se que, neste caso, este fato
pode ser devido aos virus serem mais estaveis em baixas temperaturas,
mantendo-se estaveis por mais tempo durante 0s meses de inverno em
ambientes naturais (WEN et al., 2004), uma vez que a temperatura €
considerada uns dos fatores mais significativos dos envolvidos na

inativacdo viral em matrizes ambientais (BERTRAND et al, 2012).

Assim como discutido para a os patdégenos encontrados no
afluente e efluente do processo de biodigestdo anaerdbia (tratado no
Capitulo 1) as analises aqui realizadas reforcam a problematica da
presenga de marcadores estaveis nos efluentes e lodos suinicolas,
destacando os virus entéricos de DNA, tais como o PCV2 e PAdV, que
sdo resistentes no ambiente e os procedimentos de desinfeccdo e séo
intermitentemente excretados por suinos (DE MOTES et al., 2004;.
HUNDESA et al., 2006;. VIANCELLI ET AL et al., 2013). J&4 0 RVA,
também detectado, é relatado por ser prevalente e resistente aos

processos de desinfeccdo, sendo o principal patégeno associado a



gastroenterite aguda em animais e humanos jovens e considerado virus
entérico zoonoGtico (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

O estudo de sobrevivéncia de patdgenos entéricos, em escala
laboratorial, a partir de efluentes e lodos suinos (fracdo liquida e s6lida,
respectivamente), mostrou que o perfil de sobrevivéncia de S.
Tyiphimurium n&o foi correlacionado com a dos virus entéricos (HAdV-
2 e PhiX 174), isso porgue os virus sdo mais resistentes a uma variedade
de fatores de inativagdo naturais em varias matrizes ambientais,
corroborada com outros estudos realizados por Stewart et al. (2008);
Fong e Lipp (2005) e Fongaro et al. (2014), o que poderia explicar a
auséncia desta bactéria nas amostras provenientes do RBA e TSS em
escala real.

Em geral a 6tima atuacdo de reatores aerobios esta relacionada
com sua capacidade de formacao de biomassa em flocos. Os flocos séo
formados por matéria orgéanica, agregacdo de fungos, bactérias e
protozoarios (TCHOBANOGLOUS ET AL., 2003). Os patégenos em
contato com essa biomassa podem ser mais facilmente inativados,
considerando a abundancia de proteases e metabolitos presentes, como
da presenca de fungos, bem como pela predacdo por protozodrios
(DIKA etal ., 2011).

e) Consideracdes finais do Capitulo 11

Hé& necessidade de aperfeicoar os tanques de sedimentagdo para
a remocao de patégenos, adaptando sua area e TRH considerando esse
fator. Isso poderia reduzir a capacidade global da planta em operagéo,

mas poderia remover com maior eficiéncia os patégenos da fracdo
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liquida, os concentrando na fragdo sélida, facilitando a gestdo e o

tratamento secundario desse lodo gerado.
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-CApPiTULO I11-

f]'/"g/bnizag:éo de c/{gcstato suinicola por estocagem em tcmpcraturas

de regides trop/cais



Artigo Enviado para Publicacdo na Revista: “Research in Veterinary

Science”
a) Objetivo

Higienizar efluentes e lodos suinicolas provenientes de
biodigestores anaer6bios por estocagem em temperaturas de regides

tropicais.

b) Metodologia

b.1 Amostragens

Um total de 10 L de efluente e 10 L de lodo suinicola foram
coletados diretamente de BAs semi-continuos atuando em temperatura
ambiente (16-23°C - Epagri Ciram, 2014), localizados na cidade de
Itapiranga-SC, Brasil (Latitude: -27,171, Longitude: -53.7099 27 ° 10
'16 "Sul, 53 ° 42' 36" Oeste). As amostras foram inoculadas com PhiX-
174 (6,0x10° UFP mLY), HAdV-2 (8,0x10° GC mL™) e Salmonella
enteric — serovar Typhimurium ATCC (S. Typhimurium) (6,0x10° UFP
mL™), sendo estes microrganismos utilizados como modelos
patogénicos. Posteriormente as amostras foram distribuidas em aliquotas
de 500 mL e estocadas em condicBes anaerobias, em temperaturas
controladas de 16, 22 e 37+2°C (Figura 14). A faixa de temperatura 15-
40°C foi utilizada representando temperaturas de inverno e verdo de

paises de clima tropical (ZHONG et al., 2016), como o Brasil.
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Figura 14: Representacdo esquematica do desenho experimental do
presente Capitulo.
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b.2 Analises Fisico-quimicas dos lodos suinicolas coletados nos BAs

As amostras foram avaliadas quanto a temperatura, teor de sélidos
totais (ST), teor de nitrogénio amoniacal total (NAT), demanda quimica
de oxigénio (DQO) e pH ( APHA, 2012).

b.3 Andlises de patdgenos entéricos dos lodos suinicolas coletados nos
BAs

Nas temperaturas de 16°C e 22 °C S. enterica foi avaliada aos 0, 7,
20, 30 e 45 dias de estocagem; HAdV-2 e PhiX-174 aos 0, 7, 20, 30, 45,
60, 75, 90 e 120 dias; na temperatura de 37°C S. enterica foi avaliada
aos 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 e HAdV e PhiX- 174 aos 0, 7, 20, 30, 45,
60, 75, 90 e 120 dias de estocagem. Para a enumeracao de S. enterica,
HAdV-2 e PhiX- 174 os métodos utilizados foram 0os mesmos descritos

no Capitulo 11 desse estudo.



b.4 Andlises estatisticas

O software utilizado para as analises estatisticas foi o
GraphPad Prism 5.0. Statistical. Foram utilizados os testes One-Way de
variancia (ANOVA) para avaliar a diferenca entre 0s grupos, com 95%
de confianca, seguido do teste Bonferroni's Multiple Comparison para
avaliar aprofundada mente as diferencas entre 0s grupos. Os testes de
correlagdo foram realizados pelo usando Pearson Correlation, sempre
gue necessario. Os valores considerados significativos foram os que
apresentaram p<0.05.

O tempo para a reducdo decimal dos microrganismos por
inativacdo (iTgg) no efluente e lodo foram calculados considerando

curvas em regressao linear, usando Microsoft Excel.

C) Resultados
c.1 Parametros fisico-quimicos

As concentracdes de ST, NAT e DQO foram significativamente
maiores no lodo que no efluente (p<0.05). Nas diferentes temperaturas
de estocagem ndo houve modificacdo significativa no seu perfil fisico-

guimico do efluente e lodo estocado (Tabela 5).
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Tabela 4: Médias e desvios padrdes (DP) dos parametros fisico-quimicos avaliados (n=5) durante a estocagem do efluente
e lodo suinicola nas diferentes temperaturas avaliadas.

Parametro 16+2°C (Médiax DP)  22+2°C (Média+ DP) 37+2 °C(Médiaz
DP)
Efluente Lodo Efluente Lodo Efluente Lodo

pH 7.3+0.3 7.1+0.2 7.31£0.3 7.1+0.2 7.3+0.9 7.2+0.7

ST (mg L™)* 54194520 32210+17 5221+534  31600+197 5760+457  30190+1736
76 6

DQO (mg L™)* 3870+180 61950412 3292+126 65450+104 3148186 67230153
55 J )

NAT (mg L™)*  1973+244 3104+305 17324284  3221+325 1480221  3630+271

DP: Desvio Padréo; (*): Diferenga significativa estatisticamente (p>0,05)



¢.2 Higienizacéo do digestato suinicola

O processo de higienizacdo foi considerado eficiente quando
houve inativagdo >3logl0 (>99.9%). S. enterica foi eficientemente
inativada no efluente e lodo estocado a 16 e 22°C aos 45 e 30 dias de
estocagem, respectivamente e quando estocados a 37°C o tempo minimo
necessario foi de 12 h para ambas as matrizes. (Figure 15 a - b)

Figura 15: Avaliagdo da inativacdo de S. enterica (UFC mL™) em

efluente e lodo suinicola estocado em temperatura tropicais. a) 16 e
22°Ceb)37°C
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HAdV-2 no efluente foi eficientemente inativado (p=0,02) apds
estocagem por 120 dias a 16°C , 30 dias a 22°C e 20 dias a 37°C. No
lodo estocado a 16°C a inativacdo ocorreu apds 75 dias, 45 dias a 22°C e
20 dias a 37°C (Figure 16 a-b).
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Figura 16: Avaliacdo da inativacéo de HAdV-2 (GC mL™) em (a)
efluente e (b) lodo suinicola estocado em temperatura tropicais.
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Quanto a inativacdo de PhiX-174 no efluente e lodo estocados a
16°C néo houve tendéncia de decaimento até 120 dias de avaliacdo, mas
a 22°C foi eficientemente reduzido aos 120 e 90 dias de estocagem do
efluente e lodo(p<0,05), respectivamente. Quando efluente e lodos
foram estocados a 37°C necessitou-se de 75 e 60 dias para significativa

inativacdo (p<0,05), respectivamente (Figure 17 a-b).



Figura 17: Avaliacdo da inativacdo de PhiX-174 (UFP mL-1) em (a)
efluente e (b) lodo suinicola estocado em temperatura s tropicais.
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¢.3 Higienizacéo do digestato por estocagem: modelo preditivo

Utilizando os resultados obtidos de perfil de inativacdo de efluente
e lodo nas temperaturas de estocagem, foi possivel desenvolver o
modelo preditivo para estimar o tempo necessario para 90% de
inativacdo (Tgo) de bactérias e virus entéricos em digestato suinicola
estocado em temperaturas tropicais. Os resultados foram ajustados por
regressdo linear e utilizando como cutoff 2 >0.80. O Tgo, bem como o

coeficiente de inativacao (k) estdo apresentados na Tabela 6.



Tabela 5: Média T90 do HAdV-2, PhiX-174 e S. enterica em efluente e lodo estocado a 16, 22 e 37°C.

Temp | S. enterica HAdV-2 PhiX-174

C k Too k Too k Too
Efluente 16 0,090 dia™ 11,06 0,025dia* 40,0 0,004 dia™ 204,08

22 0,112 dia™ 8,87 0,050 dia* 20,0 0,010dia” 91,74

37 0,058 h™ 17,24 0,075dia* 13,32 0,023 dia™ 42,011

Temp. S. enterica HAdV-2 PhiX-174

C k Too k Too k Too

Lodo 16 0,091 dia™ 10,98  0,037dia™ 26,95 0,006 dia™ 161,29
22 0,131 dia™ 7,63 0,048 dia’ 20,83 0,020 dia™ 49,50
37 0,098 h™* 10,20 0,081 dia™ 12,34 @ 0,024 dia™ 40,65

Coeficiente de inativacdo (k); Tempo requerido para 90% de inativacéo (Tqo) - r>>0,8.

143



d) Discussao

Em paises de regibes tropicais, como o Brasil, ha
disseminacdo de BA atuando de acordo com a temperatura
ambiente, uma vez que ha uma variacdo média temperatura de
15-40°C, durante inverno e verdo, respectivamente, sendo estas
temperaturas favoraveis para que o processo de biodigestdo
anaer6bia ocorra sem gasto energético para aquecimento da
matéria organica. No Brasil o digestato suinicola é comumente
estocado por cerca de 40 dias em lagoas de estabiliza¢do, sendo
monitorados padrfes nutricionais, para posterior reciclo agricola
(FONGARQO et al., 2014). A estocagem auxilia na prevencédo de
perdas de aménia e metano para a atmosfera, perda de nutrientes
e pode reduzir odores desagradaveis causados pelos aerossois.
Além disso, o tempo de retencdo hidraulica (TRH) é determinante
na higienizacdo do lodo e efluente digerido nessas lagoas de
estabilizacdo (BOSSHARD et al., 2009; FONGARO et al., 2014).

Os resultados apontaram 0 tempo de estocagem
necesséario para uma reducdo minima de 3 logy, de patdégenos
entéricos, aqui representados pelas S. enterica, HAdV e PhiX-
174, em efluente e lodo oriundos de BA e estocados a 16+£2°C,
2242°C e 37+£2°C, sendo possivel apresentar um modelo preditivo
de inativacio Teo™ dia ou h™ nessas condicdes. Esse estudo foi
realizado levando-se em consideracdo a legislacdo vigente na UE
(EC) N° 1069/2009 (EC, 2009) para reciclo agricola de digestato
animal. Tal regulamentacdo recomenda o uso de subprodutos

animais, como efluente e lodo, apenas apds tratamentos que
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sejam capazes de reduzir mais que 3 logyo de patégenos entéricos,

como E. coli.

Na estocagem a 16°C PhiX-174 ndo demonstrou
significativa inativacio até 120 dias de avaliacdo do efluente e
lodo digerido, no entanto HAdV-2 e S. enterica foram
significativamente inativados (>3log,o) durante os 120 dias de
estocagem. Nas temperaturas de 22 e 37°C, que melhor
representam as caracteristicas de paises de clima quente durante a
primavera e verdo, todos os patdgenos estudados foram

eficientemente reduzidos durante os 120 dias de estocagem.

Nos processos de higienizacdo de efluentes, lodos e fezes
frescas, a escolha de modelos patogénicos € muito importante
para determinacéo da eficiéncia do processo avaliado. PhiX-174 é
considerado um modelo de virus entéricos altamente resistente
(LOVE & SOBSEY, 2007), sendo sua inativacdo a indicacdo de
sucesso no processo utilizado para higienizacdo de lodos, por
exemplo. No entanto por ser um modelo altamente resistente, se
comparado com virus entéricos humanos e animais, bem como
com enterobactérias, os bacteriéfagos podem subestimar a
eficiéncia dos sistemas de tratamento (HERNROTH et al., 2002;
BERTRAND et al.,, 2012). No presente estudo o perfil de
inativacdo de PhiX-174 foi 4x menor que o perfil determinado
para HAdV-2. Outros estudos demostraram igualmente esta
resisténcia durante o processo de inativacdo de patdgenos

entéricos, como os estudos descritos por Emmoth et al.(2011) em



residuos industriais, Kim et al. (2012) em lodo humano e Magri

et al. (2015) em fezes humanas frescas.

Outra abordagem é quanto a atuacdo das matrizes
avaliadas na estabilidade dos patdgenos entéricos. Neste trabalho,
0s virus entéricos permaneceram por mais tempo estaveis em
efluentes do que em lodo suinicola proveniente de BA. Os lodos
sdo caracterizados principalmente pelos altos teores de matéria
organica e presenca de acidos, como maélico, butirico e latico,
podendo atuar na estabilidade das particulas de virus entéricos e
de bactérias. Ha relatos na literatura sobre uma maior
concentracdo de microrganismos enddgenos nos lodos do que nos
efluentes, sendo que estes microrganismos podem contribuir na
predacdo natural de virus, por exemplo, bem como seus
metabolitos podem atuar com potencial virucida e biocida,
explicando também a maior estabilidade dos patégenos avaliados
em temperaturas mais baixas, ja que naturalmente as
comunidades bacterianas aumentam em temperaturas entre 26 -
37°C, gerando competicdo (FONG; LIPP, 2005; WARD;
KNOWLTON; WINSTON, 1986).

e) Consideragdes finais do Capitulo 111

Em paises de clima tropical a estocagem natural pode
ser utilizada para inativagdo de patégenos entéricos em digestato
suinicola, sendo necessario considerar o TRH e a condicdo

sanitaria do digestato a ser estocado, bem como a estagdo do ano
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e sua temperatura média, ja& que a higienizacdo ocorrera em
fungdo da mesma.

Salienta-se que condi¢bes naturais de estocagem
figuram como uma alternativa economicamente viavel para pés-
tratamento de digestatos dirigidos ao reciclo agricola, visando
protecdo da saude humana, animal e ambiental dentro do conceito

“Sauide Unica”.
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-CAPIiTULO IV-

Fr rospec¢o de sanjtizantes para desinfeccso de efluentes e

Jodos suinicolas




a) Objetivo
Prospectar sanitizantes aplicados na desinfeccdo de efluentes

e lodos suinicolas para fins de reciclo agricola como fertilizante.

b) Metodologia

b.1 Microrganismos indicadores e amostras avaliadas

Um total de 20 L de efluente e lodo suinicolas
provenientes de BA do Tipo Lagoa Coberta, foram coletados por
meio de bomba de suc¢do em uma propriedade suinicola
localizada em Itapiranga, extremo Oeste de Santa Catarina —
Brasil. Esse material era proveniente de suinos em fase de
engorda, oriunda de Itapiranga, extremo Oeste de Santa Catarina
— Brasil. Efluente e lodo foram artificialmente contaminados
com quantidades conhecidas de bacteriéfago PhiX 174 (3,8x10°
UFP mL™), bacteriéfago MS2 (F-especifico 1,2x10° UFP mL™),
HAdV-2 (5.0x10® GC mL™), Salmonella entérica - Typhimurium
(9.0x10° UFC mL™) e Escherichia coli (1,2x10%), como modelos
de patégenos entéricos, todos propagados de acordo com o
descrito no Capitulo I11.

Os ovos de Ascasris lumbricoides ja disponiveis no
laboratério foram avaliados por microscopia Optica, possuindo
95% de viabilidade no inicio do experimento. Desses ovos,
10.000 foram alocados em sacos de nylon fechados, de acordo
com o descrito por Magri et al. (2013). Essa condi¢do permite o

contato com a matriz teste, porém sem ocorrer o espalhamento
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dos ovos nos experimentos, facilitando sua recuperagdo para
posterior avaliacdo. da infecciosidade frente a sua morfologia de
desenvolvimento larval apés 28 dias de incubacdo em
temperatura 28°C em ambiente imido (descrito no item “b.4”

deste Capitulo).

b.2 Sanitizantes testados

Para a prospecg¢do de potenciais sanitizantes, cinza (CZ),
ureia (U), calcario (CaCOs), cal virgem (CaO) e cascas de ovos
de galinha (Gallus gallus) (COM) foram utilizados (Quadro 1).
As cinzas utilizadas foram provenientes da queima de eucaliptos
em caldeira. Essas foram recolhidas, secas a 50°C por 48h em
estufa e peneiradas em malhas de Imm. As cascas de ovos foram
obtidas de unidades da area alimenticia, lavadas em 4&gua
corrente, secas a 50°C por 48h em estufa, moidas e peneiradas em
malhas de 2mm. Os demais aditivos utilizados (CaO, CaCO; e U)

foram obtidos comercialmente.



Quadro 1: Composicdo geral e as principais justificativas de
escolha dos potenciais sanitizantes estudados para desinfec¢édo de
efluente e lodo suinicola.

Potencial Composicao Justificativa da escolha
sanitizante Principal
Ureia (NH),CO v/ Utilizada mundialmente como
fertilizante.
v' Altamente sollivel.
v' Proporciona melhoria na condigdo
nutricional do e plantas.
v' Sua degradagdo por ureases propicia

alcalinizagéo.

Calcario CaCoO; v' Amplamente utilizado na agricultura
para corre¢do de acidez de solos.
v' - Fonte de Ca para solos.
v" - Pode ser obtido em processo de reciclo

de carapacas de animais (como conchas
de ostras) e cascas de ovos.

v' - Alcalinizante

Cal Virgem CaO v' Amplamente utilizado em tratamento de

lodo humano para fins agricolas.

v/ Utilizado para corregdo de pH em
sistemas de tratamentos.

v' -Aplicado em solos &cidos para
corregéo do pH.

v' - Alcalinizante
Cinzas® 70% CaCO, v' Economicamente viavel.
15% CaO v' -Recomendada pela WHO (2013) para
10% Ca sanitizar fezes humanas.
5% Mg, MgO, v' - Possui capacidade de correcdo de
K20, P,0s acidez de solos.
v/ - Sustentabilidade.
v' - Alcalinizante
Casca de 60-80% CaCOs v/ Composicéo quimica de interesse para a
Ovos® 20-40% Ca agricultura.
v Sustentabilidade
v' Alcalinizante

~a OSAKT & DAROL. ESTUDO DA QUALIDADE DE CINZAS VEGETAIS PARA USO COMO ADUBOS NA
REGIAO METROPOLITANA DE CURITIBA. Rev- Setor Ciéncias Agrérias 11 (1-2). 1989/1991. b FISHBEIN,
L. Multiple sources of dietary calcium - some aspects of its essentiality. Regulatory Toxicology and Pharmacology,

New York, v. 39, p. 67-80, 2004
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Os aditivos foram preparados e adicionados aos efluentes e lodos suinicolas em mini-reatores de vidro, com
capacidade Util de 500mL, sob condicdo anaerdbia, em repouso, sendo o experimento conduzido em triplicata e em
temperatura controlada (23+2°C). Um total de 11 tratamentos e quatro controles foram testados em efluente e lodo

suinicola, de acordo com o apresentado na Tabela 7.

Tabela 6: Descrigéo dos 11 tratamentos e 4 controles testados em efluente e lodo suinicola, onde “X” representa se efluente e lodo foram estudados.

Tratamento (aditivos) Percentual Lodo (L) Efluente (E)
Adicionado
Ureia (U0,5%) 0,5% X
Ureia (U1,0%) 1% X X
Casca de ovo + Ureia (COM2%+U0,5%) 2%:0,5% X
Calcario + Ureia ([CaC05]2%:U0,5%) 2%:0,5% X
Cinzas (CZ2%) 2% X
Cal virgem (Ca00,5%) 0,5% X




Casca de ovo + Ureia (COM4%+U1,0%) 4%:1,0%

Cal virgem (Ca01,0%0) 1,0%

Controle Efluente (CE)
Controle Lodo (CL)
Controle em tampéo pH 7,0

Controle em tampéo pH 9,0
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b.3 Andlises fisico-quimicas

Os tratamentos e controles foram monitorados quanto ao
pH, concentracdo de amdnia total (NAT), temperatura amostral,
série de solidos totais (fixos (SF), volateis (SV) e totais (ST). A
concentracdo de aménia ndo-ionizada (N-NHs) foi calculada em
fungdo do pH, temperatura e concentragdo de NAT. Todas as
andlises foram realizadas de acordo com o Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

b.4 Inativacdo dos patdgenos

Para avaliacdo da inativacdo dos patégenos, S. enterica,
PhiX-174 e HAdV-2 foram quantificados de acordo com o
descrito no Capitulo Ill. E. coli foi quantificada em agar
MacConkey por contagem de Unidade Formadora de Colénia
(UFC) ap6s 18+2h de incubagdo a 37°C das placas contendo as
amostras avaliadas. JA& MS2 foi enumerado segundo a ISO
10705:1-1995, em Unidade Formadora de Placa (UFP) apds
16+2h de incubacdo a 37°C das placas contendo as amostras
avaliadas. Todos os patdégenos foram avaliados por até 90 dias,
tendo a frequéncia amostral variado em funcéo da inativacdo dos
mesmos.

Para avaliacdo da viabilidade e desenvolvimento dos
ovos de A. lumbricoides, os sacos foram removidos nos tempos
20, 60 e 90 dias ap0s os respectivos tratamentos, bem como dos
controles amostrais ndo tratados e em pH neutro e alcalino. Apds

€sse processo 0s sacos contendo os ovos foram incubados por 28



dias a 28°C completamente imersos em Acido Sulfdrico 0,1N
(como o H2SO4 evapora durante a incubacdo € necessario
sempre completar o volume para garantir a completa imerséo dos
ovos). Como critério de contagem, considerou-se ovo viavel
aquele que apos o periodo de 28 dias de incubagdo apresentou em
seu interior caracteristicas de formacéo larval (aumento do ovo,

desenvolvimento da larva).

b.5 Avaliacdo de potencial agrondmico do efluente e lodo

suinicola sanitizados

A fim de avaliar o potencial agrondémico dos tratamentos
prospectados as amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de
Solos, Corretivos, Fertilizantes e Residuos Solidos Industriais do
Instituto de Pesquisas Ambientais Tecnologicas (IPAT) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os
tratamentos mais promissores e seus respectivos controles foram
avaliados de acordo com a Instrucdo Normativa (IN) 25/2009 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

gue estabelece os requisitos minimos para fertilizantes organicos.

b.6 Anélises dos resultados

One-way (ANOVA) foi aplicado para avaliar diferencas
fisico-quimicas e de inativacdo de patdgenos entre 0s
tratamentos, bem como entre tratamentos e controles néo

tratados. Posteriormente o teste de Bonferroni’s (Multiple
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Comparison Test) foi aplicado para ordenar e agrupar 0S
tratamentos de acordo com suas diferencas especificas e
semelhancas, respectivamente, utilizando o software GraphPad
EUA (2005). Essas analises foram consideradas estatisticamente
significativas quando p <0,05.

Os tempos para a reducéo de 1Log;o dos patdgenos entéricos
(iTg) no efluente e lodo tratados foram calculados considerando
curvas em regressdo linear (sempre que houve ajuste com r?

>7,5), usando Microsoft Excel.

¢) Resultados
c.1 Caracteristicas fisico-quimicas do efluente e lodo suinicola

tratados

O perfil de pH, NAT e ambnia nado-ionizada (N-NHs,)
produzida nos diferentes tratamentos foram medidos e avaliados
em fungdo do tempo. O efluente utilizado no inicio do
experimento apresentou um pH inicial de 7,2 e o lodo um pH de
7,4. Sobre a concentragdo de sélidos iniciais, o efluente continha
1.370,7 mgL'1 de sélidos totais, sendo desses 18% sélidos
volateis e o lodo continha 23.630 mgL™ de sélidos totais, sendo
desses 32% sdlidos volateis.

Apbs os tratamentos serem aplicados, todos os aditivos
testados foram capazes aumentar significativamente o pH no
efluente e no lodo, se comparados com seus respectivos

controles. Houve estabilizacdo do pH em todos os tratamentos



entre os primeiros 10 e 20 dias do inicio do tratamento no

efluente e lodo, respectivamente (Figura 18).

Figura 18: Perfil de pH nos diferentes tratamentos no efluente (A) e
lodo (B), em funcédo do tempo
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Todos os aditivos testados implicaram num aumento
significativo da concentracdo de NAT no efluente e lodo quando
comparado ao teor de NAT em seus respectivos controles (CE e
CL) (p=0,01), exceto os aditivos CZ e CaO (j& que ndo
continham fontes de Nitrogénio) (p=0,08). Quanto as
equivaléncias dos aditivos no que se refere a capacidade de
incrementar o valor nutricional do efluente e lodo, baseado em
NAT, E:U05%, E:U1,0% e E:COM2%U:0,5% foram
equivalentes (P=1,26), bem como L:U1,0%, L:COM4%U:1,0% e
L:[CaCO3]4%:U1,0%) foram equivalentes (P=1,35). A Figura 19
apresenta a variacdo e a média de NAT em cada um dos

tratamentos e seus controles.
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Figura 19: Variacdo e média de NAT em cada um dos tratamentos e
seus respectivos controles.
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A Tabela 08 apresenta resumidamente a média de pH,
concentracdo de NAT e N-NHj3, bem como o teor de solidos
totais e volateis ao longo dos 90 dias de tratamentos com os
aditivos testados. De acordo com a analise dos desvios padrbes
de pH, no lodo L:COM4%U:1,0% e [CaCO3]4%:U1,0%)
propiciaram menor varia¢do do pH ao longo de todo o
experimento, sugerindo maior estabilidade do lodo nessas
condicdes.



Tabela 7: Média de NAT, pH e aménia ndo-ionizada durante os 90 dias de tratamento.

Aditivo NAT mg L* pH N-NH; mM Soélidos Totais mg 6lidos Volateis mg
(n=6) (n=12) (n=5) L? L?
(média+DP) (médiatDP) (médiatDP) (n=3) (n=3)
(média+DP) (média+DP)
E:U0,5% 5125,0 +470,0 87 +013 730 +96 1280,7 +231 376,2 +43,1
E:U1,0% 6290,0 +890,0 89 +0,12 1225 +146 13123 +87,3 3754 + 654
E:COM2%U:0,5% 49125 +£343,7 88 +015 723 +44 132572 549 361,1 +28,4
E:[CaC03]2%:U0,5%) 4030,0 =+480,0 87 011 622 +7,7 13161 +14 239,3 +329
E:CZ2% 15925 +218,7 84 =082 128 +46 13652 +234 3422 + 68,3
E:Ca00,5% 1585,0 +2825 84 0,77 134 +25 1346,2 0,2 353,7 +34,2
L:U1,0% 6605,0 =+ 383,7 88 0,17 101,3 23,7 23456 +0,7 12030,1 +182,7
L:COM4%U:1,0% 67125 +1515,0 89 +001 1227 =614 229763 04 11740,2 +132,7
L:[CaCO3]4%:U1,0%) 6657,5 =+771,25 90 002 1114 £221 231483 41 5690,2 £ 145,

1
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L:CZ4%
L:Ca01,0%
CE

CL

2632,5
27825
1552,5
2157,5

+1516,2
+342,5
+852,5
+952,5

8,1
8,7
7,3
7,5

+0,92
+0,38
+0,11
+0,22

18,6
37,3
1,0
1,3

+78
+28
+0,3
+0,5

22987,2
23453,1
1367,2

23660,2

7,0
+4,2
7,2
+54

8090,3
9310,4
162,1

2810,3

+91,4
+ 38,5
+274
+29,3




De acordo com os resultados a concentragdo de N-NH3
foi significativamente maior em todos os tratamentos quando
comparados com 0Ss Seus respectivos controles, sendo esse
aumento relacionado positivamente com o pH (r*=0,86). Os
aditivos que continham ureia em sua formulagdo elevaram
significativamente a concentracdo de N-NH; (p=0,002) quando

comparados com 0s que ndo continham ureia (CZ e Ca0O).

c.1 Inativacdo de patdgenos entéricos

cl.1S. enterica e E. coli

A concentragdo de S. enterica foi significativamente
reduzida (>2 Logio) em todos os tratamentos propostos, sendo
gque ANOVA comprovou que 0s tratamentos passaram a
apresentar-se eficientes no que se referiu a inativacdo de S.
enterica, entre os dias 7 e 15 (p=0,03) no efluente e entre os dias
15 e 20 no lodo (p=0,02), ressaltando que o aditivo CZ e CaO no
lodo apenas apresentaram resultado significativamente diferente
do respectivo controle apds 40 e 50 dias de tratamento,
respectivamente. J4 no efluente CZ e CaO apresentaram
eficiéncia na inativagdo S. enterica (>2 Logyo) ap6s 50 e 30 dias
de tratamento, respectivamente. Quanto a estabilidade de S.
enterica nos tampdes 7,0 e 9,0 houve inativacdo significativa (2,4
Logio € 2,6 Logio, respectivamente) ao final dos 90 dias, porém

significativamente inferior aos tratamentos propostos que ao final
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de 90 dias inativaram quantidades superiores a 3 Logo (Figura
20).



Figura 20: Concentracdo de S. enterica nos tratamentos testados ao longo do tempo. A) Efluente; B) Lodo; C)
Controle em tampéo 7,0 € 9,0.
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A concentragdo de E. coli foi significativamente
diminuida (>2 Log;o) em todos 0s tratamentos propostos ntre 0s
dias 15 e 20 (p=0,03) no efluente e lodo, respectivamente,
destacando que os aditivos CZ e CaO no efluente apenas
mostraram-se eficientes para promover a inativacdo dos
patégenos ap6s 40 e 30 dias, respectivamente. Quanto a
estabilidade de E. coli nos tampdes 7,0 e 9,0, houve inativacdo
significativa (2,3 Logyo € 3,1 Log, respectivamente) ao final dos
90 dias, porém significativamente inferior a inativacdo nos

tratamentos propostos (Figura2l)



Figura 21: Concentracdo de E. coli nos tratamentos testados ao longo do tempo. A) Efluente; B) Lodo; C) Controle
em tampéo 7,0 e 9,0.

E. coli - Log; o (UFC mL‘l)

A)

X EU0SH & E{Caco3|2%:U05%) B) C)
* EUL0% + ECZ2%
O ECOM2%UO0S% O ECa005% X LULO% O LCza%
| CE *  LCOM4%U10% & LiCa010%
84 +  L{CaC03]J4%:U10%) m CL
F 5 [ ] 89 o TampdopH7,0 O Tamp&o pH9,0
+ N - .
g
§ g = - " g S En o
6 ~ 2 L] | o
= " a 5 * 2 . " . E 6 ° 5 ° o o
5 x o - ] Q o o . o
¥ g + g =} 5 o
J + =) 0 = u] u]
! o py < ¥ @ 3 = S 4 o O
X o > * g
R 2 S x > o 3
* < = + -
2 ] 8 * ) 2
ui 8
R @ 3 ¥ ui
0l— v v v v v v v 04— T T T T T T T T
S T N Y S S > A R N NAE D S R R
Tempo (dias) Tempo (dias)

Tempo (Dias)



173

Quando os tratamentos foram comparados entre si, todos
0s contendo ureia no aditivo foram equivalentes, bem como
E:Ca00,5% e E:CZ2% que ndo foram significativamente

diferentes entre si (p>0,05) e portanto foram agrupados.

c1.2 Inativagdo de PhiX-174, MS2 e HAdV-2

Quanto ao comportamento dos patégenos entéricos
virais, ANOVA comprovou que a concentragdo de PhiX-174
ficou estavel até os primeiros 15 dias no efluente e até os
primeiros 30 dias no lodo em todos os tratamentos. ApoOs este
periodo os aditivos que continham ureia iniciaram
comportamento diferente dos que ndo continham ureia e dos
respectivos controles, sendo que os primeiros reduziram
significativamente (>2 Logj) a concentragdo de PhiX-174. No
efluente CZ e CaO ndo apresentaram comportamento
significativamente diferente do controle nédo tratado (p>0,05). No
lodo o tratamento composto por CaO passou a inativar
significativamente PhiX-174 a partir de 40 dias; ja as CZ no lodo
ndo diferenciaram do comportamento no controle ndo tratado
(p=0,05), sem apresentar tendéncia de inativagdo de PhiX-174.
Quanto a estabilidade de PhiX-174 nos tampdes 7,0 e 9,0 néo
ocorreu inativacdo significativa até os primeiros 70 dias de
tratamento, no entanto, no tamp&o pH 10 apds esse periodo houve
inativacao significativa (2,1 Logyo) (Figura 22-1).



No que se referiu a inativagio do MS2, ANOVA
comprovou que sua concentracdo ndo variou significativamente
em nenhum dos tratamentos nos primeiros 30 dias, sendo que
apos esse periodo nos tratamentos que continham ureia houve
decaimento significativo, porém isso ndo ocorreu nos tratamentos
baseados em CZ e CaO (>2 Log;o de reducdo). Tanto no efluente
quanto no lodo CZ e CaO ndo diferenciaram-se do
comportamento do controle ndo tratado (p>0,05), sem
apresentarem tendéncia de inativacdo de MS2. Quanto a
estabilidade de MS2 nos tamp@es ndo houve reducéo significativa
até os primeiros 90 dias de tratamento (<2,0 Logso) (Figura22-2).

Quanto a inativacdo de HAdV-2, ANOVA comprovou
que esse virus foi significativamente mais inativado que 0s
modelos PhiX-174 e MS2 em todos os tratamentos contendo
ureia  (p<0,05). Todos os tratamentos contendo ureia
apresentaram significativa reducdo de HAdV-2 apds os primeiros
15 e 20 dias, no efluente e no lodo, respectivamente. No efluente
E:Ca01% e E:CZ2% comportaram-se sem diferenca significativa
com relagdo ao controle ndo tratado (p=0,05); ja no lodo o
tratamento com L:CaO1% inativou significativamente HAdV-2
(>2 Logyo de reducdo) apds 40 dias de exposicao, diferindo-se do
seu controle (p<0,05) o que nédo ocorreu com L:CZ4% (p>0,05).
Quanto a estabilidade de HAdV nos tampfes houve reducgio
significativa apds 60 dias de exposi¢do ((<2,0 Logig), tanto em
pH 7,0 quanto em pH 9,0 (Figura 22)
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Figura 22: Concentracgdo de PhiX-174 (1), MS2 (2) e HAdV (3) nos tratamentos testados ao longo do tempo. A)
Efluente; B) Lodo; C) Controle em tampédo 7,0 e 9,0.
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Quando os tratamentos foram comparados entre si e
agrupados de acordo com o comportamento frente a inativacao
tanto de PhiX-174 e MS2, no efluente EUOQ,5%,
E:COM2%U:0,5% e E:COM2%U:0,5% E:U1,0% (p=0,05), bem
como E:Ca00,5% e E:CZ2% ndo foram significativamente
diferentes entre si e portanto foram agrupados. J& no lodo
L:U1,0%, L:COM4%U:1,0% e L:[CaCO3]4%:U1,0% (p<0,05),
bem como L:CZ4% e L:CaO1,0% (p=>0,05) ndo foram
significativamente diferentes entre si e portanto foram agrupados.

Quando os tratamentos foram agrupados de acordo com
0 comportamento de estabilidade de HAdV-2, no efluente todos
os aditivos que continham ureia foram agrupados, bem como CZ
e CaO (p=0,05); Ja no lodo todos os aditivos que continham ureia
foram igualmente agrupados (p=>0,05), sendo CaO diferente de
CZ apdés 40 dias de tratamentos (p<0,05), portanto ndo

agrupando-se.

1.3 Ovos de Ascaris lumbricoides

Os ovos de Ascasris lumbricoides nas mesmas condicoes
de tratamentos utilizadas para os demais patégenos foram
contabilizados, n=1.000 ovos/saco em triplicata, porém né&o
apresentaram tendéncia de inativacdo em até 90 dias de avaliacéo,
permanecendo estiveis e viaveis tanto em efluente quanto em
lodo suinicola, sem diferenciarem-se de seus respectivos
controles, ndo sendo possivel inferir sua inativacdo nas demais

analises.



c.2 Inativacdo de patogenos entéricos em funcdo da
concentracdo N-NH3

Todos os tratamentos contendo ureia no aditivo implicaram
em iTgo significativamente menor que os tratamentos baseados
em CZ e CaO. Tanto no efluente quanto no lodo os tratamentos
gue continham ureia em sua formulagdo apresentaram iTgqy entre
18 e 26 dias; J& os tratamentos baseados em CZ e CaO
apresentaram iTgy minimo de 50 dias. Como apresentado na
Tabela 08 anteriormente, os tratamentos que continham ureia em
sua formulagdo foram os mais promissores para elevacdo do pH e
conversao de N-NHs. Assim, a Tabela 09 apresenta a média das
concentracGes de N-NH; de cada um dos tratamentos de bem
como o k dia™ (coeficiente de inativacio) dos patogenos, obtido
por regressao linear, considerando ’>7,0, a partir das curvas de
inativacdo dos patégenos avaliados, bem como o iTg em dias
para cada modelo patogénico avaliado em efluente e lodo

suinicola (iTgo dias=1 / k dia™).
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Tabela 8: Concentracdo média de N-NH3 obtido em cada tratamento, k dia-1 e iT90 dos patdégenos avaliados (-) Ndo se

aplica.
PhiX-174 MS2 HAdV-2 S. enterica E. coli
Aditivo N-NHsmM kd? iTed? kd? iTed? kd? iTed? kd? iTgd? kd? iTgd?
E:U0,5% 73,0 0,059 16,94 0038 2631 0,112 8,92 0,118 8,47 0,091 10,98
E:U1,0% 122,5 0,064 15,62 0,053 18,86 0,170 5,88 0,153 6,53 0,176 5,68
E:COM2%U:0,5% 72,3 0,065 15,38 0,051 19,60 0,147 6,80 0,150 6,66 0,166 6,02
E:[CaC03]2%:U0,5%) 62,2 0,065 15,38 0,041 24,39 0,148 6,75 0,096 10,41 0,101 9,90
E:CZ2% 12,8 0,020 50,00 0,012 83,33 0,050 20,0 0,037 27,02 0,076 13,15
E:Ca00,5% 13,4 0,032 31,25 0,020 50,00 0,097 10,30 0,084 11,90 0,086 15,15
L:U1,0% 101,3 0,056 17,85 0,046 21,73 0,196 5,10 0,200 5,00 0,151 6,62
L:COM4%U:1,0% 122,7 0,053 18,86 0,057 17,54 0,126 7,93 0,100 10,00 0,157 6,36
L:[CaCO3]4%:U1,0%) 111,4 0,046 21,73 0,050 2000 0,142 7,04 0,148 6,75 0,147 6,80
L:CZ4% 18,6 0,021 47,61 0,012 83,33 0,065 15,38 0,084 11,90 0,054 18,51
L:Ca01,0% 37,3 0,034 29,41 0,020 50,00 0,096 10,41 0,068 14,70 0,101 9,90
CE 1,0 0,019 52,63 0,006 158,7 0,078 12,82 0,055 18,18 0,030 29,41
CL 1,3 0,017 58,82 0,011 90,90 0,064 15,62 0,050 20,00 0,051 19,60
Tampéo pH 7,0 - 0,014 71,42 0,013 76,92 0,046 21,73 0,424 23,58 0,029 34,48
Tampéo pH 9,0 - 0,015 66,66 0017 5882 0,052 1923 0238 3571 0,039 2564




Quando os valores de k foram comparados entre 0S
patégenos, considerando seus respectivos tratamentos, MS2 e
PhiX-174 foram significativamente mais estaveis que HAdV, S.
Typhimurium e E. coli (p<0,05), sendo que entre esses trés
Gltimos E. coli foi significativamente mais propicia aos
tratamentos propostos (p<0,05).

A inativacdo de patdgenos entéricos nos tratamentos
realizados foi parametricamente correlacionada com a
concentracdo de N-NH; convertida em funcéo do pH e do tempo,
comprovando o potencial biocida da aménia ndo-ionizada/amonia
livre em cada um dos tratamentos. A Figura 23 apresenta a
correlagéo obtida entre o k dia’ em funcdo do tempo com a
concentracdo de N-NHj; disponivel em efluente e lodo suinicola
(considerando os valores de N-NHj3 obtidos em ambas as matrizes
ap6s os tratamentos). Das correlagdes encontradas entre a
concentracdo de N-NHjs e a estabilidade dos patdgenos testados,
MS2 (r* = 0,92) e E. coli (* = 0,85) foram mais fortemente
correlacionados com a variagdo de N-NH3 quando comparados ao
valores de “r’ do HAdV-2, PhiX-174 e S. enterica, 0s quais

apresentaram r = 0,70, 0,73 e 0,79, respectivamente.
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Figura 23: Correlacdo linear entre o k dia-1 de HAdV-2, PhiX-174,
MS2, S. enterica E. coli em funcdo da concentracdo de N-NH3 em
digestato suinicola.
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c.3 Avaliacdo do potencial agronémico dos efluentes e lodos

suinicolas apds higienizacéo

Os tratamentos mais promissores foram avaliados quanto ao
potencial agrondémico de acordo com a IN 25/2009 do MAPA, que
indica e da limites as propriedades e caracteristicas do putativo
fertilizante a ser registrado. As caracteristicas do efluente e lodo
suinicola, apos higienizag¢do, quando comparados com o exigido pelo
MAPA, demostram potencial agrondmico dos digestatos suinicolas, para
aplicacdo em solos, porém maior conformidade para nutricdo foliar,
devido a necessidade de adicdo de micronutrientes suplementares (boro,
calcio). A adicdo das CZ e COM elevou a quantidade de enxofre, calcio
e potassio nos digestatos, quando comparado com seus respectivos
controles. O uso de U incrementou a concentragdo de nitrogénio nos
digestatos, de forma ndo expressiva em relacdo aos respectivos
controles. .

Os efluentes e lodos suinicolas higienizados, estudados no
presente capitulo, possuem caracteristicas similares aos descrito no
Artigo 1 da IN/25-2009 do MAPA: “Fertilizante organomineral fluido:
produto de natureza fundamentalmente organica cuja natureza fisica é
liquida, quer seja solu¢do ou suspensdo”. No que se referiu a possivel
classificacdo, os efluentes e lodos avaliados nesse trabalho poderiam ser
enquadrados, segundo o Artigo 2 da IN/25-2009 do MAPA, na Classe
"A": “Fertilizante organico que, em sua producdo, utiliza matéria-
prima de origem vegetal, animal ou de processamentos da
agroindustria, onde ndo sejam utilizados, no processo, metais pesados

toxicos, elementos ou compostos organicos sintéticos potencialmente
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toxicos, resultando em produto de utilizagdo segura na agricultura” ja
gue ndo excederam os valores permitidos de metais, como zinco, cobre

molibdénio, niquel e zinco (Tabela 9).



Tabela 9: Caracteristicas agrondmicas de micronutrientes, macronutrientes e metais a partir do efluente e lodo suinicola
higienizado, comparados com os teores minimos e maximos exigidos na IN 25/2009.

IN 25/2009 -
Efluente Lodo MAPA
Ureial Calcario COM+ Ureia Controle Controle
Parametro % +Ureia Cinza Ureia 1% Ca04% Efluente Lodo Minimo
Solo i Folhas
Boro % NR NR NR NR NR <0,0001 <0,0001 <0,0040 0,01 0,01
Calcio Total % NR

Carbono Organico %

Carbono total
mmol/Kg

Enxofre total %

Ferro total %

Fésforo total %

Magnésio Total%

Manganés %

Nitrogénio Total %

Potéssio soltvel em

agua %

001
005
001
003
002
005

005

Limite M&ximo




Zinco %
Cobre Total %

Molibidénio %

Niquel % 0,005

_ Inconformidade com a IN 25/2009-MAPA

NR: Nao Regulamentado na IN/2009-MAPA.



d) Discussdo

A necessidade de pds-tratamento dos subprodutos
suinicolas provenientes de BAs (efluente e lodo acumulado) foi
comprovada por nossos estudos iniciais (descritos no Capitulo |
da presente tese doutoral) (FONGARO et al., 2014). Os p0s-
tratamentos propostos no presente estudo foram capazes de
diferenciarem-se significativamente (p<0,05) de seus respectivos
controles (ndo tratado, pH neutro e pH alcalino) no que se referiu
ao pH, concentracdo e N-NH3 e na inativacdo de patdgenos
entéricos, exceto PhiX-174 e MS2 quando tratados com CZ2-4%
e Cao2-4% (p<,05). Os aditivos contendo fonte de carbonato
(COM e CaCO3) mantiveram o pH mais estavel em funcéo do
tempo quando comparados com os demais tratamentos. Explica-
se que as cascas de ovos sdo constituidas por mais de 60% de
CaCOg, 0 que justifica seu uso para no reciclo agricolas como
substituto de CaCO; obtido comercialmente (FISHBEIN, 2004).
Estudos similares foram realizados por Himathongkham et al.
(2000), Park & Diez-Gonzalez (2003), Chandran et al. (2009) e
por Magri et al. (2013) utilizando lodo de estagdo de tratamento,
esterco bovino e de aves e fezes frescas, respectivamente.

No efluente e lodo os tratamentos contendo ureia no
aditivo aceleraram significativamente o processo de inativagio
dos pat6genos entéricos (em 1,3+1,0 vezes) quando comparados
com os tratamentos que ndo continham ureia. A combinagdo da
troca de pH (neutro>alcalino) promoveu a elevacdo da

concentracdo de N-NH3, sendo que os aditivos contendo ureia
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mostraram-se mais eficientes no aumento do pH, propiciando a
atuacdo de N-NH; como agente biocida. A ureia disponivel nos
tratamentos é facilmente solubilizada e, em contato com as
ureases presente naturalmente nos dejetos € hidrolisada
propiciando um meio alcalino (PECSON et al., 2007).

Quanto ao mecanismo biocida da N-NH; sabe-se que
este é citotoxico, uma vez que é altamente sollvel, ndo apenas em
adgua mas também em lipideos, facilitando o transporte em
membranas celulares. Em contato com células vidveis, como as
bacterianas, N-NHj; atua desestruturando a membrana celular,
bem como desnaturando proteinas celulares, levando o organismo
alvo a inativacdo (BUJOZEK, 2001). Outro mecanismo possivel
se da pela entrada do gas amoniaco no citoplasma celular,
tornando rapidamente tal citoplasma alcalino, fazendo com que as
células percam potéssio na proporcdo de 0,1 de elevagdo no pH
celular, o que implicard em perda de potassio, levando a morte
celular (DIEZ-GONZALEZ et al., 2000; BUJOZEK, 2001). J4, o
mecanismo do N-NH; proposto na inativacdo viral, é pouco
conhecido. Estudos tém indicado que poliovirus e bacteriéfagos
F2 sofrem clivagem dos seus acidos nucleicos (RNA) durante o
tratamento com N-NHs;, 0 que ndo impede a adsorcéo viral a
célula, porém impede sua traducédo e replicacdo (BURGE et al,
1983;. WARD 1978). Recentemente Decrey et al. (2015)
utilizaram o bacteriéfago MS2, com genoma RNA simples fita,
para avaliar sua inativacao frente a exposigdo a N-NHj, utilizando

concentracGes variando entre 0-160 mM (dentro das faixas



utilizadas no presente estudo), observando a perda de
infecciosidade viral devido a uma transesterificacdo alcalina,
levando a clivagem do material genético. Processos semelhantes
ao realizado nesse trabalho ja foram reportados na sanitizacédo de
fezes humanas e lodo de esgoto (MAGRI et al, 2015;
VINNERAS, 2013), mas ndo em digestato suinicola.

O uso de CZ e CaO deveu-se a sua popularidade e uso na
higienizacdo de excretas e derivados, também por serem aditivos
preconizados pela Agéncia Americana de Protecdo Ambiental
para tal fim. A adi¢cdo de CZ e CaO diretamente em solos é
reportada, visando suprir demanda de potassio (uso de cinzas
resultantes da incineracdo de lenha), bem como na correcdo da
acidez dos solos, por meio da adicdo de CaO (USEPA-1992;
ANDREOLLI et al., 1996). Nos tratamentos aqui propostos, 0s
baseados em CZ e CaO, implicaram em aumento significativo do
pH no efluente e no lodo suinicola quando comparados aos seus
controles ndo tratados. Assim, houve significativa inativagdo de
E. coli e S. Typhimurium nos primeiros 50 dias de experimento.
No entanto no efluente CZ2% ndo foi eficiente na inativacdo dos
patégenos entéricos virais; Ja CaO apresentou capacidade
significativa de inativacdo de HAdV-2 apds 40 dias de tratamento
no lodo suinicola. Explica-se que o uso de CZ e CaO aqui
propostos deveu-se a iniciativa de converter N-NH, naturalmente
presente no digestato & N-NH; sem adicionar uma fonte de
nitrogénio. Nos primeiros 7 dias, o pH obtido estava na faixa
desejada, entre 8,9 e 8,6 (propiciando a conversdo de N-NH3), no

entanto ao longo dos 90 dias de experimentos houve variagdo
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significativa do pH nos tratamentos baseados em CZ e CaO
(como apresentado na Tabela 07), os quais diminuiram ao longo
do tempo, indicando portanto que a conversdo de N-NH; tenha
sido prejudicada minimizando a inativacao de patégenos. Sugere-
se que esse fato esteja relacionado com a caracteristica do
digestato em funcdo do processo de biodigestdo, ja que o
processo resulta da hidrolise de compostos organicos simples
como alcoois, aldeidos, cetonas, acidos graxos volateis de cadeia
curta, bem como pode acumular &cidos graxos volateis, que em
sua conversdo liberam H*, acidificando o meio (BELLI FILHO,
1995), dificultando o aumento do pH e assim a formacdo de N-
NH;.

Considerando a correlacdo entre o k dos patdgenos
entéricos em funcdo da concentracdo de N-NHa, verificou-se que
0s bacteriéfagos foram menos susceptiveis a inativacdo que 0s
HAdV-2, enquanto que o HAdV-2 foi menos susceptivel a
inativacdo que as bactérias entéricas estudadas. Sabe-se que 0s
bacteri6fagos, como os utilizados no presente trabalho, sdo
apontados como um dos bioindicadores microbianos mais
resistentes utilizados para inferir eficiéncia de tratamentos de
aguas e esgotos (MOCE-LLVINA et al., 2003; MANDILARA et
al., 2006; GUZMAN et al., 2007; ASTALS et al., 2012). Os
HAdV-2 sdo considerados patégenos virais entéricos modelo
frente a infeccdo de células eucarioticas, uma vez que possuem
maior resisténcia a exposi¢do a radiacdo U.V, temperatura e

variacdo de pH, quando comparados a outros modelos de virus



entéricos animais. Isso se deve a auséncia de envelope
lipoproteico e ao seu genoma de DNA dupla fita, o qual pode
utilizar enzimas presentes na célula hospedeira infectada para o
reparo de danos no seu genoma (GERBA; NWACHUKU;
RILEY, 2003). J& a maior susceptibilidade das bactérias entéricas
aos tratamentos, pode estar relacionada com a alcalinizagdo do
citoplasma celular, levando a perda de potassio e morte celular,
bem como a capacidade de penetracdo de N-NH; pela membrana
bacteriana, sendo téxica para tais células (DIEZ-GONZALEZ et
al., 2000; BUJOZEK, 2001). Todos os tratamentos contendo
ureia implicaram na inativacdo de ao menos 3Log;, dos
patégenos entéricos aqui testados ao longo dos 90 dias de
exposicdo indo ao encontro da regulamentagdo n°1774 de 2002
da Unido Europeia que exige a reducdo de infecciosidade de
patégenos entéricos virais e bacterianos em pelo menos 99,9%
em processos de higienizacdo de excretas animais para fins de
reciclo agricola.

No entanto, os ovos de Ascaris lumbricoides nas mesmas
condi¢des de tratamentos utilizadas nesse trabalho para os demais
patégenos ndo apresentaram tendéncia de inativacdo até os
primeiros 90 dias avaliados, permanecendo estaveis e viaveis. Os
ovos de helmintos sdo considerados muito resistentes aos
processos de desinfeccdo mediado por CaO e temperatura, por
exemplo. Porém, para seu franco desenvolvimento, os ovos
dependem de condigdes oxigenadas e Umidas, por isso, solos
Umidos e sombreados favorecem seu embrionamento e

sobrevivéncia (CDC, 2010). Essa resisténcia deve-se as
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caracteristicas morfologicas e fisioldgicas dos ovos de helmintos.
Os ovos de Ascaris spp. sdo protegidos por quatro camadas
membranosas, tendo em média uma espessura total de 4,5 um,
compostas, na ordem interna para a externa: (i) camada lipidica
resistente a dessecacdo e a penetracdo de substancias polares; (ii)
a camada quitinosa, que confere rigidez e protecdo mecénica; (iii)
a camada vitelinica de lipoproteina; e (iv) a camada externa
uterina, quase impermeadvel a gases e solventes lipidicos
(QUILES et al.,2006), dificultando sua inativacdo, quando
comparados aos virus entéricos e bactérias.

As caracteristicas do efluente e lodo suinicola, apds
higienizagdo, quando comparados com o exigido pelo MAPA (IN
25/2009), demostram potencial agronémico dos digestatos
suinicolas, para aplicacdo em solos, porém maior conformidade
para nutricio foliar. Esse fato pode estar fortemente
correlacionado com a nutricdo e capacidade de conversao
alimentar animal, uma vez que houve necessidade de aumentar a
concentracdo dos macronutrientes, como magnésio, calcio e boro
para atender a IN do MAPA, macronutrientes esses aproveitados
na digestdo animal (EMBRAPA, 2009). Mesmo considerando
que a adicdo de CZ2-4% ndo apresentou potencial na
higienizacdo dos digestatos, essa mistura foi capaz de aumentar a
guantidade de enxofre, calcio e potassio nos digestatos, bem
como a adicdo de COM, que igualmente colaboraram para essa
melhoria nutricional. Cinzas contém Mg, MgO, K;O, P,Os e

outros nutrientes na sua constituicdo, assim como as cascas de



ovos que podem ser fonte de célcio e enxofre (OSAKI, 1991;
FISHBEIN, 2004), que portanto podem valorar as caracteristicas
nutricionais dos digestatos como fertilizantes para uso em solos e
nutricdo foliar.

Atualmente, fertilizantes organominerais disponiveis no
mercado para nutricdo de solos e nutricdo foliar (30% de
Nitrogénio), custam em média R$ 10,00 reais por litro (pesquisa
de mercado das marcas: Ultraverde®, Forth® e Nutriorgan®).
Considerando 0s nossos tratamentos, sendo 0s mais promissores
0s que continham ureia, simulando-se 0 maximo necessario de
ureia para o tratamento de digestato de 1-2%, assume-se v/v de
ureia/digestato, sendo, portanto necessarios 10-20 Kg de ureia
para tratar e produzir 1.000 L de fertilizante, 0 que custaria R$
0,02-0,04/L, respectivamente. Considerando que uma granja de
suinos, com 800 animais em CT gera diariamente cerca de 2.000
L de dejeto (mistura de fezes, urina e agua de lavacdo), pelo
processo de biodigestdo pode-se produzir cerca de 441m® de
biogas. Esse biogas convertido a energia elétrica podera gerar
cerca de 272,68 kW de eletricidade diaria, o que equivale a 9.000
kKW a cada més, considerando o custo de R$ 0,3376 por kW
(KUNZ et al., 2009; RIZZONI et al, 2012). Ao final da
biodigestdo, ainda considerando os resultados aqui apresentados,
o digestato gerado poderé ser utilizado como fertilizante seguro
com valoragdo agronémica embutida, por meio de processo que

vise sua higienizagdo e reaproveitamento sanitariamente seguro.
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Quanto a recomendacdo do uso dos fertilizantes aqui
propostos, isso devera variar de acordo com as condigdes
nutricionais e caracteristicas dos solos agricultaveis, bem como
da cultura desejada. Normalmente fertilizantes contendo mais de
20% de Nitrogénio sdo recomendados para melhorar o
rendimento de producdo de cana-de-agucar, plantacdo de banana
e milho, bem como de soja e pastagens para alimentacdo de gado
leiteiro e de corte (ROTZ, 2004). O fertilizante aqui obtido pode
ser facilmente incorporado pelo solo, devido a solubilidade,
porém deve-se considerar a gestdo de seu uso no que diz respeito
a mitigacdo de seu impacto frente aos patdgenos ainda presentes,
se for o caso, formacdo de aerossois durante a aplicacdo por
aspersdo, percolacdo e lixiviacdo, podendo acometer rios e
reservas ambientais (EPA, 1994; ROTZ, 2004). Destaca-se ainda
a necessidade de ajuste do pH para neutro (podendo-se utilizar
acidos fracos), bem como podendo-se estudar a aplicacdo por
injecdo nos solos, visando correcdo de solos 4cidos e evitando-se
perdas de aménia por volatilizagdo. Em geral, todos os
fertilizantes organominerais das classes "A" e "B" que utilizem
esterco suino como matéria-prima ou outros subprodutos
pecudrios, segundo a IN-2009 do MAPA, sO6 poderdo ser
comercializados mediante recomendacdo técnica firmada por
engenheiro agronomo ou engenheiro florestal, respeitada a rea
de competéncia, considerando o tipo de solo e cultivo desejado,
necessitando-se estudos para mitigar a percolagdo e lixiviagdo de

nutrientes e patdgenos para corpos hidricos.



e) Consideracoes finais do Capitulo 1V

A higienizacdo de efluentes e lodos suinicolas, pos-
anaerobiose, mediada por N-NHs é promissora, tendo em vista o
custo beneficio, devido & eficiéncia na sanitizacdo e baixa
complexidade operacional associada, possuindo a vantagem da
amdnia ndo ser consumida durante o processo de tratamento,
agregando valor nutricional para uso agronémico, o que valora 0s
digestatos suinicolas, sendo, portanto um possivel produto
biotecnoldgico .

Estudos direcionados para avaliar o0 comportamento dos
potenciais fertilizantes em solos brasileiros sdo requeridos, tendo
em vista a demanda nutricional do solo e do cultivo a ser testado,

visando a protecdo ambiental.
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a) Objetivo especifico

Avaliar a sobrevivéncia, lixiviagdo e percolacdo de

patogenos entéricos em solos fertilizados com digestato suinicola.

b) Metodologia

b.1 Digestato suinicola e solos

O experimento foi conduzido utilizando digestato
suinicola proveniente de biodigestor anaerébio mesofilico de uma
granja produtora de suinos localizada na cidade de Salamanca,
Espanha. Este biodigestato foi utilizado para fertilizacdo dos
solos (argiloso e arenoso) coletados nessa mesma regido,

caracterizada por areas cultivaveis de milho e trigo, no entanto os
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solos coletados para o presente experimento ndo havia sido

fertilizado anteriormente.

O digestato suinicola foi caracterizado quanto a
concentracdo de solidos totais (ST) nigtrogénio amoniacal total,
fésforo total (PT) e pH. Os solos coletados foram avaliados a
concentracdo de NT, PT, matéria organica (MO), carbonato
(CO3), carbono organico total (COT), sddio extraivel (SE),
percentual de argila, percentual de areia, pH e condutividade, de
acordo com APHA (2002).



b.2 Microrganismos entéricos modelos

No presente experimento Escherichia coli O157:H7 cepa
CECT 4267, Salmonella enterica - serovar Typhimurium (ATCC
14028), mengovirus geneticamente modificado (vMCo — cepa
ATCC VR-1597) e PhiX-174 foram utilizados como patégenos
modelos indicadores para avaliacdo de estabilidade, percolacédo e
lixiviacdo em solos fertilizados com digestato suinicola. Estoques
e de PhiX-174 foram produzidos e quantificados de acordo com o
descrito previamente no Capitulo |. Estoques de vMCo foram
produzidos em linhagem continua de células de cancer de colo
uterino (HeLa - ATCC CCL-2TM), de acordo com Costafreda et
al. (2006).

A enumeracdo de S.enterica foi realizada usando agar
xilose-lisina-desoxicolato (XLD), de acordo com Magri et al.,
2013 e E. coli foi enumerada de acordo com a ISO 4832:2006.
Unidade formadoras de colénias (UFC) foram contabilizadas
apos 18, 24 e 48 h de incubagéo a 37°C para E. coli e S. entereca.
PhiX-174  foi quantificado em E. coli ATCC 13706, e
guantificado pelo método agar de dupla camada, de acordo com a
ISO 10705-2:2000. PhiX-174 foi contabilizado pela contagem de
unidades formadoras de placa (UFP). vMCo foi quantificado por
ensaio de placa de lise, descrito por Ernest et al. (1970). Para isso
1 mL ou 1 mg de amostra foi tratado com 10 U/mL de penicilina,
10 ug/mL de estreptomicina e 0.025 ug/mL de anfotericina B e
diluida em 9 mL de tampdo salino (10%). Posteriormente as

amostras foram inoculadas em triplicada em células HelLa,
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incubadas 1h sob rotacdo e posteriormente recoberta com meio
minimo  essencial (MEM 1X) contendo 15% de
carboximetilcelulose. Apds 3-7 dias de incubacdo a 37°C em

atmosfera de 5% de CO,, as UFP foram contabilizadas.

b.3) Microcosmos de solos fertilizados com digestato suinicola
para ensaio de estabilidade, percolagdo e lixiviagdo de patdgenos

entéricos

Foram criados dois microcosmos em triplicatas,
utilizando a coluna de solo original (argiloso e arenoso), sem
previa fertilizacdo, sendo removidos diretamente do ambiente
para dentro de colunas de 60 cm de altura e 30 cm de didmetro,
em tubo de PVC previamente bloqueado com solucéo de 20% de
leite desnatado (Fluka), para evitar deposicdo de patdgenos e
microparticulas nos poros do tubo, com abertura em ambas as
extremidades. Os dois solos testados em suas respectivas
colunas, montadas ex situ, foram expostos as condi¢cdes que
mimetizaram as condi¢des climticas locais de temperatura do
solo (16£2 °C) e temperatura ambiente (22+2 °C). Os
microcosmos foram posicionados na posigdo vertical, com uma
inclinacdo de 10-15°, com relacdo a horizontal, representando um
terreno agricola de alto rendimento vegetativo (EPA 540/R-
95/141 (EPA, 1995). A Figura 24 apresenta esquematicamente o

experimento ex situ.



Figura 24: Desenho esquematico do experimento conduzido ex situ
realizado com solos argilosos e arenosos em colunas de 60 cm, onde
a estabilidade, a percolacdo e a lixiviacdo dos patégenos foram
avaliadas.

il

b.3.1 Ensaio de estabilidade

O ensaio de estabilidade dos microrganismos entéricos
foi realizado durante 120 dias em solo argiloso e arenoso. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata usando tubos
sentinelas, descritos por Schwarz et al. (2014). Os tubos
sentinelas caracterizam-se por possuirem dois compartimentos, o
interno com poros entre 50-100 micrometros (Life Sciences, New
York USA), onde foram alocados os patdgenos testados nas
seguintes concentracdes: PhiX 174 3,8x10° UFP mL™, vMCo
1,2x10° UFP mL™, S. enterica 9.0x10° UFC mL™ e Escherichia
coli 1,2x10%, como modelos de patdgenos entéricos. Num

segundo compartimento poroso, com alta permeabilidade da face
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externa para a interna foram alocados 3,5 g de cada um dos solos
testados, ja fertilizados por aspersdo com digestato suinicola (50
m? - M%) " Os poros permitem trocas gasosas entre o tubo
sentinela e 0 meio externo (onde o tubo é alocado), permitindo
avaliar a persisténcia dos patdgenos em quantidades

representativas da matriz testada (solo, no presente estudo).

Nos microcosmos foram alocados 15 tubos sentinelas, em
triplicata, numa profundidade entre 10 e 20 cm. Os tubos foram
removidos nos seguintes tempos (dia): 1, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
80 e 120 dias ap6s. Em cada evento, 3 tubos eram retirados, tendo
um total de 30 tubos sentinelas avaliados em réplicas por solo
(n=60).

b.3.2 Ensaio de percolagdo

Para 0 ensaio de percolagdo, 0s microcosmos compostos
por solos arenosos e argilosos foram fertilizados por aspersao
com digestato suinicola (50 m* hectare™) tendo a extremidade
inferior fechada por uma rede de tecido para evitar perda de solo.
O digestato utilizado foi previamente inoculado com PhiX 174
(3,8x10° UFP mL™), vMCo (1,2x10° UFP mLY), S. enterica
(9.0x10° UFC mL™) e Escherichia coli (1,2x10® UFC mL™).
Posteriormente, orificios de 1 cm? de diametro foram realizados
nos microcosmos, nas profundidades 10, 20, 30, 40 e 50 cm,
permitindo a coleta horizontal da coluna de solo utilizando sonda

estéril com capacidade de 2g de volume, possibilitando avaliar a



percolacdo dos patdégenos em 0, 3, 6, 12, 24, 48 h e aos 15 e 20
dias apds o evento de fertilizag&o.

b.3.3 Ensaio de lixiviagdo

Para o ensaio de potencial de lixiviagcdo dos patdgenos
entéricos apds 20 dias da fertilizacdo, os microcosmos foram
expostos a precipitacdo, com constancia média de 150£20 mm h’
! durante 2 h. Um tubo coletor estéril e com capacidade (til de
100 mL foi alocado abaixo de cada microcosmo, permitindo
ainda a inclinacdo de 10-15° e sob temperatura ambiente de
22+2°C. O liquido lixiviado foi coletado apds 1, 2, 4, 8, 12, 24,
36 e 48 h durante e ap6s 0 evento chuvoso, sendo a partir dessa

realizada a quantificacdo dos patdgenos.

b. 3.4. Anélises estatisticas

Anélise de variancia (Kruskal-Wallis) foi realizada no
programa Statistic 7.0, para avaliar diferencas significativas entre
0s parametros fisico-quimicos dos dois tipos de solos avaliados.
Para avaliar se houve diferenca entre as camadas dos solos em 10,
20, 30, 40 e 50 cm de profundidade one-way analysis of variance
(ANOVA) (GraphPad Prism 5.0, EUA) foi aplicada, visando
agrupar os semelhantes quanto a percolacdo dos patdgenos. O
tempo necessario para inativagdo de 1 logy (iTgo) foi calculado,
usando o coeficiente de inativacdo (-k) por meio de regressao
linear, bem como para calcular o tempo de percolacdo de 1logig
(pT90) utilizando o coeficiente de percolacdo (kp), obtido por

regressdo linear.
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ANOVA foi aplicado para avaliar a diferenca entre o0s
grupos a) de solos e b) de patdgenos, seguido de Bonferroni Test
para avaliacdo pontual, em profundidade. Analises de correlagdo
foram realizadas por meio de Pearson Correlation sempre que se
desejou obter respostas sobre possiveis relagbes entre 0s
pardmetros avaliados. Para isso GraphPad Prism 5.0 foi utilizado

e valores de p <0,05 foram considerados significativos.

¢) Resultados

c.1 Parametros fisico-quimicos

Os solos argilosos  contiveram  quantidades
significativamente maiores de COT, MO e argila, bem como
valores de pH e condutividade (p <0,05). A Tabela 10 apresenta
os valores dos parametros fisico-quimicos do solo argiloso e

arenoso (anteriormente e posteriormente a fertilizacdo).



Tabela 10: Pardmetros fisico-quimicos do solo argiloso e arenoso (anteriormente e posteriormente a fertilizagao).

Antes da fertilizacdo Apos fertilizagdo

Média + Desvio padréo Média + Desvio padréo
Paramentros Solo argiloso Solo arenoso Solo argiloso Solo arenoso
NT (%) 0,07 +0,01 0,02 +0,01 0,15+0,11 0,08 +£0,04
PT (%) 0,04 £ 0,02 0,01 +£0,01 0,11 + 0,02 0,05 +0,03
COT (%) 0,82 +0,05" 0,27 +£0,03 1,23+0,15 0,32+0,01
MO (%) 1,16 +0,09 " 0,42 £ 0,05 2,57 +0,06" 0,71+ 0,02
COs (%) <3,00 <3,00 <3,00 <3,00
SE (mg g?) <0,02 <0,02 0,08 +£0,01 0,05+ 0,01
Argila (%) 32,2£0,20" 2,1+ 0,41 34,8+ 0,30 3,41+ 0,10
Solo (%) 120+1,25" 95,50 + 1,41 13,0+1,40 94,0 +1,47
pH 8,33+0,85" 6,71+ 0,55 8,62 + 0,40 6,71+ 0,02
Condutividade (uS/cm) 97,00 +3,20 12,21+1,10 282,32 +4,10 114,3+ 0,12

Digestato

ST (mg LY 32,130 + 267
NT (mg L?) 5,936 + 380
PT(mg L% 523 +43
pH 7,30+ 0,20

" Diferenca estatistica significativa entre os solos(p<0,05).
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c.2 Estabilidade dos patogenos entéricos estudados

Redugdes significativas (2,3 logig; p<0.05) de E. coli
0157:H7 e S. enterica foram observadas apos 40 dias de
estocagem de ambos os solos No entanto em solo argiloso os
virus entéricos testados tiveram comportamento muito
semelhante ao das bactérias, tendo reducdo >2 logig aos 40 e 50
dias para vMCo e PhiX-1274, respectivamente. J& no solo
arenoso a estabilidade de vMCo foi significativamente afetada
apo6s 60 dias e de PhiX apds 120 dias, com reducdo >2 logig
(Figure 25).



Figura 25: Estabilidade de patdgenos entéricos modelos em A) solo argiloso e B) solo arenoso por até 120 dias apds a
biofertilizacdo com digestato suino contaminado. . ((J) E.coli O157:H7, (x) S. enterica, (*) PhiX-174 e (V) cMCo.
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Os dados apresentados na Tabela 11 foram ajustados em
regressdo linear e foi possivel calcular, com os -k o valor de iTgy,
sendo de 6,62 e 9,34 dias para E. coli O157:H7 e S. Typhimurium
em solo argiloso, respectivamente e de 10,75 e 11,90 em solo
arenoso, respectivamente. Para os virus entéricos o iTgo em dias
foi de 10,52 e 21,2 para vMCo, em solo argiloso e arenoso,
respectivamente; Para PhiX-174 0 iTg, foi de 12,04 e de 43,47 em

solo argiloso e arenoso, respectivamente (Tabela 11).



Tabela 11: Valor de iT90, de —k e coeficiente de correlacdo (r2) dos patdgenos entéricos estudados em solos

fertilizados com digestato suinicola (argiloso e arenoso) em fungéo do tempo.

-k Ty dias r2 -k iTg days r2

Solo argiloso Solo arenoso
E.coli O157:H7 0,151+0,020  6,620+0,500 0,870 + 0,040 0,093+0,030 10,750 +0,900 0,880 + 0,040
S. Typhimurium 0,0107+ 0,030 9,340 £ 0,200 0,990 + 0,050 0,084 £0,020 11,900 + 0,900 0,810 + 0,050
vMCo 0,095 +0,030 © 10,520 £ 0,600 0,880 + 0,020 0,047 £0,010 21,270+1,100 0,930 +0,020
PhiX 0,083+0,010° 12,040 +1,300 0,820 + 0,030 0,023 +£0,010 43,470+1,300 0,840 +0,030

# Média +Desvio Padrio; Diferenca significativa entre ambos os solos (p<0.5)
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¢.2 Estudo do potencial de percolacéo dos patégenos entéricos

estudados

A Figura 25 apresenta a média de percolacdo dos
pat6genos, sendo percolado: 3,80 Logy, vs 3,92 Logy, de E. coli
0157:H7, 2,60 Logo vs 2,45 Log;o de S. enterica, 4,2 Log;o Vs
4,2 Log,o de vMCo e 2,8 Logig vs 2,32 Logy, de PhiX-174 em
solo argiloso e arenoso, respectivamente. No entanto, quando 0s
patégenos foram comparados entre si, E. coli 0157:H7 e vMCo
foram significantemente mais percolados em ambos os solos
testados (p<0.05).



Figura 26: Perfil de percolacdo em funcdo do tempo de E.coli O157:H7, S. enterica, vMCo e PhiX em: (x) 10, (.J)
20,(*)30, (V) 40 e (O) 50 cm de profundidade em solos fertilizados com digestato suinicola. A) solo argiloso e B)
solo arenoso.
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O teste estatistico ANOVA foi aplicado para avaliar a
diferenca da distribuicdo dos patdgenos ao longo da coluna dos
solos testados e comprovou que as profundidades 10 e 20 cm
(Grupa a) eram diferentes das profundidades 30, 40 e 50 cm
(Grupo b), sendo que a percolacdo dos patégenos em funcdo do
tempo de “a” para o “b” ajustou-se em regressdo linear e

recep¢ao pelo Grupo “b” com ajuste logaritmico(Tabela 11).



Tabela 12: Potencial de percolagdo (Grupo “a”) e recepgdo (Grupo “b”’) dos patdogenos entéricos avaliados (k dias-1)
nos solos em funcdo do tempo, com tendéncia linear e logaritmica, respectivamente.

Grupo kdias?  r? Ajuste Grupo kdias® r? Ajuste
Solo Argiloso Solo Arenoso

E, coli O157:H7 a 0,61 0,94 Linear a 0,47 0,91 Linear
b 1,11° 0,76 Logaritmico b 235" 0,82 Logaritmico

S. enterica a 0,57 0,92 Linear a 0,42 091 Linear
b 0,60 0,76 Logaritmico b 1,10 0,84 Logaritmico

vMCo a 0,41 0,95 Linear a 0,35 0,79 Linear
b 0,42 0,91 Logaritmico b 049 0,67 Logaritmico

PhiX-174 a 0,27 0,95 Linear a 0,41 0,95 Linear
b 0,41 0,72 Logaritmico b *222 091 Logaritmico

o Grupo “a” o valor de k dias-1 do potencial de percola¢ao dos patogenos das camadas 10 e 20 cm para as camadas 30-50 do Grupo “b”, obtidos por

regressdo linear; No Grupo b” o valor de k dias-1 do potencial de recepgdo dos patégenos percolados em camadas mais profundas do solo (30-50cm),
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¢.3 Estudo do potencial de percolacédo dos patégenos entéricos
estudados

O potencial de lixiviacdo dos patdgenos entéricos estudados foi
avaliado ap6s ocorréncia de precipitagdo (150mm h™*/2h). A media de
lixiviagdo foi obtida durante as primeiras 48h desde o inicio do evento
chuvoso. A média de lixiviacdo em solos arenosos foi de 2,3, 1,8, 19 e
2,8 Logig para PhiX-174, vMCo, S. enterica e E. coli, respectivamente.
Em solo argiloso foi de 1,34, 0,7, 2,24 e 3,81 para PhiX-174, vMCo, S.
enterica e E. coli, respectivamente A lixiviacdo de PhiX-174 foi
significativamente maior ao longo das 48h (p<0,05) em solo arenoso
qgue em solo argiloso, bem como E. coli O157:H7 dos patdgenos
avaliados foi o que apresentou significativo potencial de lixiviacdo em
ambos os solos (Figura 26).



Figura 27: Perfil de lixiviagdo dos patdgenos entéricos apos evento de precipitacdo natural. (---) S.enterica, (---) E.
coli O157:H7, (=) vMCo e(-) PhiX-174. *Diferenca significativa (p<0,05)
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d) Discussao

Solos argilosos sdo caracterizados por serem significativamente
menos impermeaveis que 0s arenosos, possuindo baixa capacidade de
desagregacdo e por isso formam terrenos viscosos e imidos. Em termos
de comportamento os solos argilosos s80 0 oposto dos arenosos,
principalmente no que se refere a plasticidade e capacidade de
aglutinacdo, por isso solos argilosos possuem capacidade maior de reter
MO, sendo mais produtivos para produgdo agricola. No Brasil segundo
0 Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos da Embrapa Solos (2013)
26% de todo o territério nacional possui solos argilosos (EMBRAPA,
2013).

Uma variedade de fatores, como pH, temperatura, percentual de
MO e salinidade dos solos podem afetar a estabilidade dos
microrganismos, bem como seu comportamento de percolacdo e
lixiviagdo (KIMURA et al,, 2008). No entanto hd maior preocupagéo
acerca da estabilidade dos organismos patogénicos nos solos, podendo
contaminar alimentos, 4guas e assim causar doencas. No presente estudo
a escolha dos modelos de microrganismos patogénicos bacterianos (E.
coli O157:H7 e S. enterica), bem como virais (PhiX-174 e vMCo) deu-
se em funcédo da importancia de abordar o comportamento de patdgenos
zoonoticos, uma vez que os fertilizantes de origem animal podem conter
tais microrganismos, em especial os dejetos suinos, pois esses animas
sdo considerados reservatorios biolégicos de possiveis agentes
zoondticos, como osrotavirus, Salmonella spp. e outros de importancia
veterinaria e médica (GRIFFITH et al,, 2006). O uso de PhiX-174 e de
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vMCo (avirulentos para animais) da-se como uma proposta de modelo
de virus entérico animal para avaliar comportamento de patégenos em
solos, ja que esses sdo estaveis em distintas temperaturas, pH e radiacao
UV. O PhiX-174 é um substituto reconhecido para virus entéricos
humanos e 0 vMCo é amplamente utilizado como modelo substituto aos
norovirus humanos e virus das hepatites A e E selvagens (todos nédo
cultivaveis in  vitro em culturas celulares estabelecidas)
(COSTAFREDA et al., 2006; RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2012;
BOUDAUD et al., 2012),

Os resultados apresentados nesse capitulo mostram duas matrizes
de solos (argiloso e arenoso) e 0 comportamento de patégenos entéricos
modelos em ambos os solos. Os resultados de inativacdo foram
relacionados com a concentracdo de matéria orgénica presente nas
amostras, podendo estar relacionados com a complexidade dos solos
com maior concentragdo de MO, como os argilosos, uma vez que pode
haver maior influéncia das proteases e nucleases provenientes da
atividade microbioldgica das comunidades presentes, bem como pode
ocorrer predacdo entre microrganismos (WIESMANN et al,, 2007;
DIKA et al,, 2011). O potencial de percolacdo e lixiviacdo dos
patégenos diferenciado entre as matrizes pode estar intimamente
relacionado com o pH e a concentracdo de sais, que interferem na
condutividade dos solos. Explica-se que os patégenos virais tendem a
agregar-se e adsorverem-se nas particulas solidas, sendo essa forca de
atracdo dependente do ponto isoelétrico viral que, para PhiX-174, é de
6,5 e para vMCo esté entre 4,5-6,5 (GERBA, 1984, SCHIJVEN et al,,
2000, GERBA AND SMITH, 2005; PEPPER et al, 2006). Esse fato
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pode justificar a capacidade de maior retencdo e também inativacdo do
vMCo e PhiX nos solos argilosos (pH 8,6), e portanto maior percolagédo

e lixiviacdo em solos arenosos (pH 6,7).

A estabilidade de PhiX-174 indica que colifagos somaticos
presentes em digestato suinicola podem ser marcadores em ensaios que
visem detectar a presenca e persisténcia de patdgenos entéricos virais
em solos fertilizados. A percolacdo dos patdgenos entéricos nas
profundidades iniciais (10 e 20 cm) em funcdo do tempo foi linear para
todos os modelos avaliados, no entanto a recepgdo desses percolados
pelas camadas mais profundas (30, 40 e 50 cm) em fungdo do tempo,
teve tendéncia logaritmica. Isso pode estar relacionado com a
capacidade de saturacdo dos solos, considerando que essa capacidade é
cerca de 3 x maior em solos argilosos que nos arenosos (EMBRAPA,
2013), permitindo hipotetizar que ap6s a saturacdo nas camadas iniciais
ocorreu a percolacdo para as camadas mais profundas, transferindo
assim os patdgenos da superficie para o fundo. Quanto a capacidade
individual dos patogenos percolarem E. coli O157:H7 atingiu camadas
mais profundas em ambos os solos, bem como apresentou maior
lixiviagdo, podendo ser indicada como biomarcador de contaminacgéo
microbioldgica de solos, em profundidade e para analises de risco de
lixiviacao.

e) Consideracdes finais do Capitulo V

O presente estudo apresenta de forma inédita a possibilidade de
avaliar ex situ a capacidade de persisténcia, percolagdo e lixiviagcdo de

patégenos entéricos em solos fertilizados com digestato suinicola,
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podendo-se prever se tais parametros podem oferecer riscos de
contaminacdo de plantas e aguas. Esses resultados podem contribuir
significativamente para o desenvolvimento de analises de risco
microbioldgicas inerentes ao uso de digestato suinicola em diferentes
tipos de solos, buscando a protecdo dos corpos hidricos e a mitigacéo de
riscos frente a producdo alimentar no reciclo agricola de dejetos de

origem animal.
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5. SUMARIO DOS RESULTADOS E CONSIDERAGOES FINAIS

v" O Capitulo | demonstrou a ineficiéncia da biodigestdo

anaerébia em BAs do tipo Lagoa Coberta, atuando em escala
real, frente a inativacdo de patdgenos entéricos em dejetos
suinicolas; O Capitulo Il por sua vez, mostrou que a remogéao
dos patdgenos entéricos na ETDS esteve condicionada a
sedimentacdo das particulas sélidas; deixando explicita a
necessidade de gestdo e tratamento secundario do lodo gerado

durante o processo,

O Capitulo Il mostrou que a estocagem natural em
temperaturas de regiGes tropicais pode ser utilizada para a
higienizagdo do digestato suinicola (efluente e lodo), sendo
relevante considerar o TRH em funcéo da condicdo sanitaria do
digestato inicial e a estagdo do ano, devido a variacdo da

temperatura média nessas regides.

A fim de acelerar o processo de higienizacdo dos digestatos
suinicolas o Capitulo IV mostrou que o emprego de alguns
aditivos sdo promissores na aceleragdo da inativacdo de
patégenos, com excecdo dos ovos de Ascaris spp. . Ureia,
mistura de ureia e casca de ovos, mistura de ureia e CaCOs, €
CaO foram aditivos que atuaram eficientemente na inativacdo
de patdgenos entéricos. Somente as cinzas ndo se apresentaram

promissoras para tal fim.
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v' Os tratamentos contendo ureia foram significativamente mais
eficientes na reducéo de patdégenos entéricos virais, bacterianos,
sendo que o produto final gerado teve seu valor nutricional
valorado para uso agronémico.

v" Ha necessidade de estudar tratamentos e concentracdes dos

aditivos focando na inativacdo de ovos de Ascaris spp.

v' A aplicacdo de fertilizantes e derivados em solos dependera da
gualidade sanitaria do fertilizante, bem como das caracteristicas
e demandas do solo. O Capitulo V apresentou a possibilidade
de se avaliar ex situ: persisténcia, percolacdo e lixiviagdo de
patégenos entéricos em solo fertilizados com digestato
suinicola.

v" Solos argilosos seriam mais recomendados que 0S arenosos
para aplicacdo de digestato suinicola, ja que nele ha menor

estabilidade e lixiviacdo dos patégenos entéricos.

Por fim, com a prospec¢do do aumento pela demanda mundial
por alimentos o Brasil devera ampliar em até 80% a producéo interna de
carne e gréos até 2050 (FAO, 2014). Dessa forma, por um lado havera
demanda por fertilizantes para tal producdo (Brasil atualmente ja
importa cerca de 75% ); Por outro lado havera intensa producdo de
dejetos animais, 0 que podera suprir totalmente ou parcialmente tal
demanda brasileira por fertilizantes. Assim, a presente tese apresenta um
possivel produto com valor biotecnolégico embutido, que leva em
consideracdo a sustentabilidade, sanidade e a gestdo dos residuos

gerados na cadeia produtiva de suinos. Esses fatores aqui discutidos
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devem estar a frente no planejamento nacional e internacional de
produgdo alimentar, visando seguranga sanitiria no ambito “Salde

Unica”.
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6. ESTUDO FUTURQOS

=> Estudar em escala piloto os tratamentos mais promissores na
higienizacdo de fezes frescas de suinos, digestato e lodo ativado
da ETDS;

=>» Estudar em escala piloto tratamentos com maiores
concentracdes dos aditivos aqui testados, frente a inativacdo de

Ascaris spp.

=>» Estudar em escala piloto a eficiéncia dos possiveis fertilizantes

gerados frente ao cultivo de milho e soja;

=» Utilizando os dados gerados nessa tese doutoral, prospectar
estudos de analises quantitativas de risco microbiol6gico em
cenarios nacionais frente ao reciclo agricola de dejetos,

digestato e agua residudria da suinocultura. :
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