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CARACTERIZACAO DE BACTERIAS MESOFILAS PRESENTES EM
PROCESSO DE COMPOSTAGEM'

Autor: Caroline Seitenfus Symanski
Orientadora: Sueli T.Van Der Sand

RESUMO

O estudo das populagdbes microbianas presentes em uma leira de
compostagem pode gerar valiosas informacées que contribuam para o
aprimoramento da técnica de compostagem. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia da compostagem, como tratamento de residuos,
através da identificagdo da sucessao bacteriana (bactérias mesdfilas aerdbias
e anaerbbias facultativas) e da sobrevivéncia de bactérias potencialmente
patogénicas ao longo do processo, além de avaliar a resisténcia destas
populacdes a antimicrobianos e metais pesados. Amostras do material sendo
compostado foram utilizadas para a quantificacdo de heterotroéficos,
determinacao de coliformes totais e fecais e semeadura em diferentes meios
de cultura para identificacdo bacteriana. Um total de 500 colénias bacterianas
foram isoladas e identificadas através de provas bioquimicas. Cada bactéria
identificada foi analisada quanto ao seu perfil de resisténcia a antimicrobianos e
metais pesados. O nimero de heterotréficos oscilou entre 1,3 X 10°e 2,5 X 10’
UFC/g e o numero de coliformes totais e fecais, variou entre 8,0 X 10°a 2,0 X
10* e 3,5 X 10° a 1,0 X 10* UFC/g, respectivamente. Entre as 500 col6nias
isoladas foram identificados 17 diferentes géneros e, entre eles, 36 espécies.
Os géneros bacterianos que apresentaram um maior numero de isolados foram
Enterobacter (15%), Escherichia (14,2%), Bacillus (13,4%) e Pseudomonas
(9,6%). Entre os isolados, 133 apresentaram resisténcia a 11 antimicrobianos,
apresentando maior incidéncia de resisténcia a cloranfenicol (51,1%),
ampicilina (45%) e tetraciclina (34,6%). Os géneros que apresentaram maior
resisténcia de incidéncia a antimicrobianos foram Enterobacter (19,5%),
Bacillus (15,8%), Escherichia (15,8%) e Aeromonas (12%). O metal pesado no
qual os géneros apresentaram maior tolerancia foi o cromo, e a menor, 0
mercurio. O género que apresentou maior tolerdncia aos metais foi
Pseudomonas, € a menor, os géneros Corynebacterium e Staphylococcus.

' Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre-RS,
Brasil, (100p.).Marc¢o,2005.
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CHARACTERIZATION OF MESOFILIC BACTERIA IN THE COMPOSTING
PROCESS'

Author: Caroline Seitenfus Symanski
Adviser: Sueli T. Van Der Sand

ABSTRACT

The knowledge of the microbiological process in composting pile could produce
very important information and so help to improve the tecnique. The present
study was designed to assess the efficiency of composting as a strategy to treat
municipal solid waste by investigating the survival of potentially pathogenic
bacterial species throughout the process and also to determine the antimicrobial
and heavy metal resistance of the population. Samples from the material that
was composting were used for the heterotrophic bacteria quantification, total
and faecal coliforms determination and bacteria identification. The total of 500
bacteries were identified and each of them were analized for their antimicrobial
and heavy metal tolerance profile. The counts of heterotrophic microorganisms
ranged between 1,3 X 10° and 2,5 X 10’ UFC/g and the total and faecal
coliforms counts ranged between 8,0 X 10°and 2,0 X 10* and 3,5 X 10°and 1,0
X 10* UFC/g, respectively. Among of the 500 characterized bacteria, 17
different genera and 36 different species were identified. The prevailing genera
were Enterobacter (15%), Escherichia (14,2%), Bacillus (13,4%) e
Pseudomonas (9,6%). Among all the isolates identified 133 presented
resistance angainst 11 antimicrobial showing the higher incidence of resistence
to chloranphenicol (51,1%), ampicilin (45%) and tetracycline (34,6%). The
genus that presented higher frequency of resistence were Enterobacter
(19,5%), Bacillus (15,8%), Escherichia (15,8%) and Aeromonas (12%). The
heavy metal that genuses thowed the higher tolerance was chromium and the
lowest was mercury. The genus that presented the higher tolerance to the
metals was Pseudomonas and the lower tolerance were the Corynebacterium
and Staphylococcus genus.

' Master of Science’s Degree Dissertation in Agricultural and Environmental
Microbiology, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Porto Alegre, (100p.). March, 2005.
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1. INTRODUCAO

A quantidade de residuos solidos urbanos cresce significativamente
a cada ano com o desenvolvimento das atividades humanas. O acumulo destes
residuos e seu tratamento inadequado geram grandes problemas para a
sociedade, acarretando danos ambientais e econdmicos. Em virtude dos
mesmos, surge uma crescente preocupacao com o tratamento destes residuos,
buscando-se medidas que visem um tratamento mais adequado e praticas para
o reaproveitamento destes materiais. O processo de compostagem apresenta-
se como uma alternativa viavel, pois sua pratica tende a reduzir a quantidade
de residuos destinados aos aterros sanitarios e maximizar o seu
reaproveitamento.

A compostagem €& um processo natural onde microrganismos
decompdem a matéria organica em nutrientes simples, e durante o mesmo,
ocorre a eliminagdo de organismos patogénicos que possam estar presentes
nos residuos, através do aumento da temperatura. A matéria orgénica é
convertida em um material mais estavel denominado composto ou humus
contendo nutrientes como o nitrogénio, fésforo e potassio em formas passiveis

de serem assimilados pelos vegetais. Este produto final pode ser utilizado



como adubo orgénico na recuperagao de solos desgastados, diminuindo a
necessidade do uso de fertilizantes minerais.

O conjunto de microrganismos que participam ativamente do
processo de compostagem possui enorme diversidade. A identificacdo das
bactérias presentes nos residuos faz com que sejam conhecidas quais as
espeécies envolvidas ao longo do processo, produzindo dados que possibilitam
um maior conhecimento das atividades microbianas envolvidas na
compostagem. E também através da identificacdo das bactérias presentes no
material que esta sendo compostado, que podemos verificar a presenca ou nao
de espécies potencialmente patogénicas durante o processo e também no
composto pronto.

A qualidade do produto final da compostagem é influenciada
diretamente pela origem do residuo compostado e pela qualidade do processo
empregado. Um composto bem humificado, com caracteristicas que I|he
confiram a possibilidade de ser utilizado como um bom condicionador de solos,
s é produzido depois de um longo tempo de agcdo microbiana. Um composto
produzido em um processo de compostagem que nado tenha sido
cuidadosamente monitorado pode estar contaminado com microrganismos
patogénicos e, desta forma, se transformar em um vetor de disseminagédo de
doencas, colocando em risco a saude de quem consome um produto oriundo
de um solo enriquecido com este produto.

A produgédo de um composto livre de metais esta intimamente ligada
a eficiéncia da coleta e da separacao dos materiais ndo compostaveis que

podem servir de vetores na contaminacédo por metais pesados, pois 0s metais



nao sao eliminados durante o processo de compostagem e sim, concentrados
no produto final. Altas concentracbes de metais sdo toxicas para os
microrganismos, podendo interferir, assim, na eficacia do processo.

O objetivo desse trabalho é identificar as bactérias mesdfilas
aerobias e anaerodbias facultativas isoladas de um processo de compostagem e
avaliar a resisténcia destas populacdes a antimicrobianos e metais pesados.
Assim, o conhecimento das populagdes bacterianas presentes no processo de
compostagem e a avaliagdo de suas resisténcias a antimicrobianos e metais
pesados fornecera informagdes sobre a eficacia do processo, antes do
composto ser utilizado como adubo organico, prevenindo a contaminacéo do

solo e do cultivo onde este for aplicado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostagem

A compostagem € um processo biologico natural de degradagao da
matéria organica realizado espontaneamente no ambiente pelos
microrganismos aerobios, onde suas atividades metabdlicas levam a
mineralizagdo e a humificagdo parcial das substancias organicas que sao
utilizadas pelos microrganismos como fonte de carbono e nitrogénio (Hartilieb
et al., 2001). Trata-se de uma decomposi¢ao biolégica e estabilizacao de
substratos organicos, sobre condigdes controladas, para produzir um produto
final que possa ser beneficamente aplicado ao solo (Madejon et al., 2002).

Por se tratar de um processo biolégico aerdbio, ou seja, que ocorre
na presengca de oxigénio (Oz) (Weppen, 2001), os microrganismos
responsaveis pelas transformagdes caracteristicas da compostagem sao
aerobios ou anaerdbios facultativos. A oxidagdo da matéria organica até gas
carbénico (CO,) faz com que ocorra a disponibilizagdo de nutrientes na massa
que esta sendo compostada (Jahnel et al., 1999). Os principais produtos da
compostagem sdo gas carbénico (CO;), agua (H»0), ions minerais e matéria

organica estabilizada (humus) (Sharma et al.,1997; Tuomela et al., 2000).



Este material estavel, denominado composto ou humus, contém
nutrientes como o nitrogénio, fésforo e potassio em formas passiveis de serem
assimilados pelos vegetais, que retornam como fontes utilizaveis para o
ambiente, acelerando o crescimento das plantas, aumentando a matéria
organica do solo e melhorando o controle da erosao (Liang et al.,2003).

A pratica da compostagem visa a reducédo do volume de residuos e
a obtencado de um produto final mais homogéneo com maior valor fertilizante e
higienicamente seguro (Kiehl, 1985; Campbell, 1995; Gomez, 1998; Bari &
Koenig, 2001). Os principais componentes da matéria organica sao
carboidratos (celulose), proteinas, lipidios e lignina. A capacidade dos
microrganismos para assimilar matéria organica depende da sua habilidade
para produzir as enzimas necessarias para a degradagdo do substrato
(Tuomela et al., 2000).

A decomposicdo da matéria orgénica através do metabolismo
microbiano pela atividade de enzimas, como proteases, lipases, pectinases ou
celulases (Wei et al., 2000) chegam a reduzir em até 50% o volume inicial do
material compostado (Gomez,1998). Desta forma a compostagem nao so
permite a reducdo na quantidade de residuos formados, como também
possibilita a continuidade do ciclo biolégico devolvendo ao solo o que antes
havia sido retirado dele durante os cultivos agricolas (Bertoldi, 1995; Hellmann

et al., 1997; Jahnel et al., 1999).



2.1.2. As fases da compostagem

As pilhas de compostagem passam por quatro fases distintas no
decorrer do processo: psicrofila, mesdfila, termodfila e de maturacéo
(Deus,1998). Como consequéncia disto, observam-se variacbes na
comunidade microbiana e em suas habilidades funcionais (Boggs et al.,1998).

A duracao de cada fase da compostagem depende da natureza da
matéria organica a ser compostada e da eficiéncia do processo. A massa no
inicio da compostagem esta a uma temperatura ambiente e é levemente acida.
Fontes de carbono soluveis e facilmente degradaveis, como os
monossacarideos, amido e lipidios s&o utilizados pelos microrganismos no
primeiro estagio do processo. O pH, nesta primeira fase, diminui devido a
formagao de acidos organicos resultantes da degradagao do composto.

No estagio seguinte os microrganismos comegam a degradar as
proteinas, resultando na liberagdo de amébnia e aumento do pH. Apds o
consumo das fontes de carbono mais facilmente degradaveis, os compostos
mais resistentes como a celulose, a hemicelulose e a lignina sdo degradadas e
parcialmente transformadas em humus (Tuomela et al., 2000).

A primeira fase, psicrofila, com temperaturas entre 10° e 25°C, tem
uma duragdo média de um ou dois dias. Os microrganismos digerem o0s
compostos soluveis de facil degradagcao e através do seu metabolismo
exotérmico, ou seja, que libera energia na forma de calor, proporcionam um
gradual aumento da temperatura no interior das leiras (Kiehl, 1985; Lima,1991;
Pereira Neto, 1996). Assim, a fase mesofilica é alcangada, com temperaturas

entre 20° e 45°C, onde continua a atividade metabdlica e o aumento da



temperatura, passando para a fase termofilica, que varia de 45° a 65°C
(Pereira Neto, 1996; Atlas & Bartha,1998). Nesta fase ocorre a maior taxa de
degradacdo dos compostos e pode durar varias semanas dependendo do
material e da técnica utilizados (Guerrini & Bull,1992).

Um dos grandes objetivos e desafios da técnica de compostagem
deve ser justamente a manutencao das altas temperaturas, respeitando limites
maximos de até 65°C, pelo maior tempo possivel, para a eliminacao de
organismos patogénicos. Temperaturas acima de 60°C afetam seriamente a
taxa de decomposi¢cdo da materia organica, como resultado da diminui¢do da
atividade microbiolégica (Hassen et al., 2001). Terminada a fase termofilica, o
composto passa a ser novamente colonizado por microrganismos mesofilicos,
constituindo a fase de maturagao (Blanc et al.,1999).

Num primeiro momento, a decomposicdo da matéria orgénica em
uma pilha de compostagem apresenta a fermentagcdo dos residuos com
produgao de acidos organicos, gerando uma reducédo do pH do material, o que
ajuda a evitar a perda de nitrogénio na forma de amoénia. Nas fases seguintes
de decomposigdo, os acidos sdo também consumidos e observa-se uma
elevacgao do pH. Ao final do processo, um bom composto deve apresentar entre
outras caracteristicas, um pH entre 7,0 e 8,0 (D’almeida & Vilhena, 2000).

Durante a compostagem, o material organico, que posteriormente
sera transformado no composto, atinge dois estagios importantes relacionados
ao grau de decomposicao ou de manutengcdo. O primeiro € o estagio de
digestdo que corresponde a fase de fermentacdo onde o material alcanca a

bioestabilizacdo, sendo também chamado de semi-curado. Este composto ja



apresenta caracteristicas que possibilitam a sua utilizagdo como fertilizantes
dos solos sem acarretar prejuizos aos cultivos. O segundo estagio é o de
maturagao, onde ha a humificagcao total da matéria organica, ou seja, onde ela
€ completamente degradada e estabilizada, e o composto recebe a
denominacéao de curado ou humificado, apresentando alta qualidade e podendo

ser utilizado sem restrigdes (D’almeida & Vilhena, 2000).

2.1.3. Os fatores que influenciam a compostagem

Por ser um processo biolégico, a compostagem é afetada de forma
indireta por determinados fatores que atuam diretamente sobre as populagcdes
microbianas envolvidas no processo, interferindo nas suas atividades vitais. A
umidade, a aeracdo, a temperatura, a disponibilidade de nutrientes (relacao
carbono/nitrogénio), o pH e o tamanho das particulas sao os fatores
predominantes para o estabelecimento da microbiota (Lima, 1991; Déportes et

al., 1995; Tuomela, 2000; Madejon et al., 2002).

2.1.3.1. Aumidade

A presenga da agua € indispensavel para as necessidades
fisioldgicas dos microrganismos e para o0 acontecimento das reacdes
bioquimicas de decomposicdo da matéria organica. Assim, para que O
processo de compostagem se processe de maneira ideal, o material deve ser
mantido em uma faixa de umidade que pode variar de 40% a 60% (Lima,1991)
sendo a percentagem ideal em torno de 55% (Atlas & Bartha,1997; Bidone &

Povinelli, 1999).



Quando os teores de umidade forem menores que 40%, a escassez
de agua torna o ambiente muito indspito aos microrganismos que tém suas
atividades biologicas reduzidas e consequentemente retardam todo o processo
de decomposig¢ao. Ja na condigao contraria, onde o material apresenta teores
de umidades maiores que 60%, também ocorre uma redugéo na eficiéncia do
processo (Sharma et al.,, 1997), mas nesse caso, devido a formacado de
ambientes encharcados, anaerobios com baixo potencial de oxi-redug¢ao, onde
a compactacdo do material e a agua expulsam o ar dos espagos vazios
(Lima,1991). Nestas condi¢cdes verifica-se maior produgdo de chorume
percolado e o material em putrefagao desprende gas sulfidrico e mercaptanos,
que exalam odor desagradavel (D’almeida & Vilhena, 2000). Os residuos
organicos domésticos que constituem a maior parte do lixo municipal,
apresentam normalmente umidade em torno de 55% o que faz da
compostagem uma boa alternativa de tratamento desse material (Hassen et al.,

2001).

2.1.3.2. A aeragao

A aeracgao é um dos principais fatores que coordenam o processo de
compostagem, pois mantém as condi¢gdes de aerobiose na massa de lixo,
provendo assim o oxigénio necessario para o desenvolvimento dos
microrganismos (Wei et al., 2000). Os processos aerobios de digestdo que
ocorrem na compostagem necessitam que o ar circule livremente e de forma

permanente pelo interior das pilhas de material (Kiehl,1985).



A manutengao das 6timas condi¢gdes de aeragao nas pilhas pode ser
alcangcada através do revolvimento manual ou mecanico do material, que
consiste em desmanchar uma pilha e reconstrui-la novamente. Este método é
mais trabalhoso, porém mostra-se bem mais barato e também possibilita que
camadas mais externas passem a ocupar as regides mais internas da pilha,
levando a produgédo de um composto mais homogéneo. Outro método possivel
€ o da injegao forcada de ar, onde bombas insuflam ar para o interior das
pilhas, através de tubulagdes perfuradas, dispostas por baixo da area onde as
pilhas sdo montadas. Naturalmente, nas areas mais superficiais das pilhas sao
medidas concentragdes de oxigénio (O2) entre 18% e 20%. A medida que se
penetra para o interior das mesmas, esta concentragdo vai baixando até
valores entre 0,5% e 2%, sem que haja prejuizos significativos para o processo
(Bidone & Povinelli, 1999).

Para que se atinja condi¢des ideais de aeracdo, estimada em torno
de 5% de concentracao de oxigénio (O3), o insuflamento recomendado de ar
nas pilhas fica em torno 0,3 a 0,6 m® por Kg de sdlidos volateis por dia (Sharma
et al.,1997; Bidone & Povinelli, 1999).

A aeragcdo é um fator intimamente ligado a umidade e a
granulometria do material porque, quanto maior a umidade, mais agua estara
ocupando os espacos livres, impedindo assim a circulagdo de ar. Por outro
lado, quanto menor o tamanho das particulas do material ha uma tendéncia de
compactacao deste, ocasionando também a reducdo dos espacos para a
circulagdo de ar. Em ambos os casos, ocorrera a formacdo de zonas

anaerobias o que é altamente prejudicial para o processamento da



compostagem, pois além de retarda-la, produzira odores desagradaveis
(Pereira Neto, 1996; Tuomela et al., 2000).

A aeragao além de fornecer oxigénio (O3) para o bom funcionamento
do metabolismo microbiano € responsavel pela retirada dos gases produzidos
como subprodutos da degradacao, e estes gases, se acumulados podem ser
prejudiciais (Wei et al., 2000). A aeragcdo também serve como um dos principais
mecanismos para evitar altas temperaturas durante a compostagem o que
pode inibir ou até mesmo extinguir por completo o processo de degradagao

(Pereira Neto, 1996).

2.1.3.3. A temperatura

E o fator mais importante que determina a diversidade e a atividade
metabdlica ao longo do processo ( Hassen et al., 2001).

Durante a fase termofilica ocorre o importante processo de
sanitizacdo do material, com a eliminagdo de microrganismos potencialmente
patogénicos, com a inviabilizagdo de sementes que possam estar presentes no
material e de ovos de animais nocivos (Sharma et al., 1997; Déportes et al.,
1998; Ndegwa & Thompson, 2001). A fase termofilica é atingida muito
rapidamente chegando a acontecer em até 24 horas depois de pronta a pilha
(Bari & Koenig, 2001). O ideal é que esta média de temperatura seja mantida
por pelo menos um més quando, entdo, a atividade microbiana comeca a se
reduzir devido a diminuicdo de nutrientes, e a temperatura, consequentemente,

acompanha a queda atingindo novamente a fase mesofilica. Nesta fase que



tem uma duracao de 30 a 60 dias, se da a humificagdo ou cura do material com
produgao de acidos humicos.

As temperaturas inferiores a ideal nao paralisam a compostagem,
mas retardam muito o metabolismo dos microrganismos interferindo assim
negativamente no seu poder de degradacao, além de ndo serem efetivas na
sanitizacdo do material. Ja temperaturas elevadas, acima de 60°C, também
podem comprometer a atividade degradadora que requer a presenca de
enzimas termolabeis produzidas pelos microrganismos. Altas temperaturas
também sao responsaveis por significativos decréscimos na diversidade
microbiana em pilhas de compostagem (Hellmann et al., 1997).

O controle da temperatura em uma pilha tem ligagao direta com a
altura desta, pois quanto mais alta a pilha, maior sera a temperatura em seu
interior. O ar circulando de forma uniforme por todas as regides da pilha faz
com que a temperatura também seja uniforme e conseqientemente mais
acelerada seja a degradacao da matéria organica (Tiquia et al., 1998; Bari &
Koenig, 2001).

A umidade também possui ligagao direta com a manutengdo da
temperatura na compostagem. A continua queda na umidade da massa sendo
compostada € uma indicagao de que a decomposig¢ao ainda esta em curso, por

causa da elevagao de temperatura ainda presente (Tiquia et al., 1998).



2.1.3.4. Os nutrientes (relacdo C:N)

O recomendado para se iniciar uma compostagem ¢é a utilizagao de
cerca de 1,5Kg de material rico em nitrogénio para cada 50Kg de material rico
em carbono. No decorrer da compostagem, parte do carbono, material
energético essencial para os processos de sintese celular, é transformado em
gas carbbnico (CO;) e a outra parte restante é incorporada pelos
microrganismos na construcdo de suas estruturas celulares. O nitrogénio
também € um elemento basico indispensavel nos processos de sintese celular,
principalmente no de proteinas.

Quando a relacdo C:N é muito elevada,ou seja, em torno de 60:1,
ocorre a necessidade por parte dos microrganismos de um maior numero de
ciclos bioldgicos vitais para a eliminagao do carbono excedente, na forma de
gas carbbdnico (CO;), atrasando assim todo o processo. Nestes casos é
recomendado misturar ao material lodo de esgoto, pois este € muito rico em
nitrogénio, o que equilibraria esta relacao.

Quando a relagdo C:N é muito baixa, ou seja, o nitrogénio é muito
abundante em relagcdo ao carbono, ocorre uma excessiva solubilizagdo do
nitrogénio com grandes perdas por volatizacdo da aménia (NHs3), o que
acarretara na producao de um forte odor desagradavel e de um produto final
pouco fértil em virtude da falta de nitrogénio.

A relacdo C:N também ¢é utilizada como parametro para a
identificacdo do estagio em que se encontra a compostagem ou da maturidade
do composto. No inicio do processo, a proporcdo deve ser de

aproximadamente 30 partes de carbono para 1 de nitrogénio (30:1) e préximo



ao final deve ficar em torno de 10 a 15 partes de carbono para uma de

nitrogénio (10:1) a (15:1) (Lima, 1991; Sharma et al., 1997; Jahnel et al.,1999).

2.1.3.5.0 pH

O residuo sélido urbano domiciliar, antes de ser compostado, atinge
indices de pH na faixa de 4,5 a 5,5. Durante a compostagem, espera-se a
elevacédo do pH, por isso nao ha problemas em iniciar a mesma com material
que apresente baixo pH.

No inicio do processo verifica-se uma queda no valor do pH devido a
formacgao de diversas acidoses (Jahnel et al.,1999) e pela producao de didxido
de carbono (CO,), posteriormente ocorre uma elevacao do pH principalmente
por causa da decomposi¢ao de proteinas e pela eliminagdo do gas carbdnico.
Assim, mesmo sem a utilizagdo de corretivos, a compostagem gera

normalmente um produto final com pH final entre 7,0 e 8,0 (Lima,1991).

2.1.3.6. A dimenséo das particulas

Neste ponto, os dados disponiveis sdo conflitantes, quanto menores
forem as particulas do residuo, maior sera a area de contato disponivel ao
ataque dos microrganismos, diminuindo assim o tempo necessario para a
degradacdo e levando o processo a se realizar de uma forma mais
homogénea. Em contrapartida, o tamanho diminuto das particulas pode facilitar
uma maior acomodacgao do material causando compactag¢ao ou a formacgao de

torrdes, dificultando a livre circulagao de ar pelo interior das pilhas (Reinhat &



Trainor, 1995). Experimentos indicam que o tamanho ideal das particulas

devem ser em torno de 1 a 5 cm (Kiehl, 1985; Bidone & Povinelli, 1999).

2.1.3.7. A Microbiota

O processo de compostagem € muito dinamico em termos de
predominancia de grupos de microrganismos (Sidhu et al., 2001).

A microbiota prépria da massa sendo compostada € determinante na
velocidade e na qualidade da degradacao (Tiquia et al., 1998).

Os residuos domésticos produzidos no ambiente urbano, possuem
uma riquissima comunidade microbiana, a qual garante a viabilidade do
processo de compostagem (Campbell, 1995; Kiehl, 1985). Estes
microrganismos podem ser encontrados em suas formas vegetativas ou em
formas latentes que se desenvolvem apenas quando as condigcbes ambientais
se tornam favoraveis.

Estudos direcionados para a identificagdo de microrganismos
especificos que possuam oOtimas caracteristicas degradadoras, nédo so
reduzirdo o tempo dos processos como também poderdo ajudar na produgao
de compostos de melhor qualidade. A otimizagdo da qualidade do composto
esta diretamente ligado a composi¢ao e a sucessao da comunidade microbiana
no processo de compostagem (Peters et al., 2000).

Os principais microrganismos envolvidos nos processos de
degradacgao na compostagem sao as bactérias e os fungos filamentosos.

As bactérias possuem o papel mais importante na degradagao

durante a fase termofilica, degradam compostos de facil decomposi¢cdo como



agucares, carboidratos e proteinas, e também sado responsaveis pela
disponibilizagdo de nutrientes, bem como pela fixagcdo de nitrogénio. Os
actinomicetos sao bactérias que formam um micélio multiflamentoso e por esta
razao sao considerados equivalentes aos fungos (Lacey, 1997; Tuomela et al.,
2000). Sao habitantes normais do solo (Picard et al.,, 1992) e também
largamente encontrados em outros substratos naturais, inclusive em leiras de
compostagem. Possuem reconhecida atividade na produgdo de antibidticos e
na degradacgao de substratos recalcitrantes como a celulose € a lignina (Ball et
al., 1989; Lacey, 1997; Tuomela et al., 2000). Possuem também a capacidade
de degradagdo em altas temperaturas, mostrando um aumento nas suas
populagdes ao longo da compostagem (Sidhu et al., 2000).

A principal funcdo dos fungos € a decomposi¢cao dos materiais de
dificil decomposicdo como materiais ricos em celulose e lignina e atuam
preferencialmente nas fases finais da compostagem quando a competicdo com

as bactérias se torna menor (Lima, 1991).

2.2 O Composto

Composto é a denominacdo genérica dada a substancia final do
processo de compostagem. Trata-se de um produto estabilizado e sanitizado
que tem propriedades de condicionador fisico-quimico dos solos e que é tido
por muitos como um fertilizante organico (Lima,1991).

O composto produzido a partir de residuos solidos urbanos, pode

apresentar variagdes na sua composicao e na sua qualidade de acordo com a



origem do residuo e de seus constituintes e com o tipo de processo empregado
(Sharma et al., 1997).

O composto nao € um produto inécuo; o residuo sélido urbano pode
conter inUmeros contaminantes que podem ocasionar problemas ambientais ou
a saude publica. Estes contaminantes bioldégicos ou quimicos podem expor
diferentes populagbes a riscos de saude, de trabalhadores das usinas de
compostagem a consumidores de produtos vegetais tratados com esse
composto. A contaminagao do produto final pode vir do material primario, que é
o conteudo do depdsito do lixo, bem como de outros residuos compostados
(residuos de jardim e esgotos) (Déportes et al., 1995).

A utilizacdo de compostos provenientes de residuos sélidos urbanos
pode aumentar consideravelmente o conteudo de metais no solo. O grau de
contaminagao do solo dependera do teor inicial da contaminacédo do residuo a
ser compostado, da técnica utilizada e da freqliéncia de sua aplicagao (Tiquia
et al., 1998; Sidhu et al., 2001).

Ao longo da compostagem, alguns contaminantes organicos acabam
desaparecendo durante o periodo de sanitizacdo do material, mas os metais
pesados permanecem presentes nos produtos finais (Déportes et al., 1995;
Pereira Neto, 1996). O conteudo total de metais pesados no composto
destinado ao uso agricola € de grande importancia. A quantidade desses
elementos ndo devera alcancar o limite no qual pode danificar a fertilidade do
solo (efeito toxico contra microrganismos, inibicdo de mineralizagdo e
humificagdo, perturbacdo de ciclos biogeoquimicos) ou a cadeia alimentar

(assimilagao de metais pesados por plantas e colheitas cultivadas e ingeridas



por humanos ou animais), podendo comprometer assim a qualidade do produto
cultivado neste solo e, conseqientemente, a saude humana (Hassen et al.,
2001).

A producado de um composto livre de metais esta intimamente ligada
a eficiéncia da coleta e da separacdo dos materiais ndo compostaveis que
podem servir de vetores na contaminagdo por metais pesados. Uma das
maneiras mais faceis e eficientes de redugdo da contaminacao dos residuos €&
a segregacao do lixo na prépria fonte, incentivando assim a coleta seletiva
(Pereira Neto,1996). As principais fontes de metais pesados presentes no
residuo urbano sao: pilhas e baterias (Hg, Cd e Zn), tintas (Cr,Pb e Cd),
plasticos (Cd) e papéis (Pb) (Sharma et al., 1997). A eliminagcdo destes
componentes reciclaveis, antes de iniciar o processo de compostagem, deixa
no residuo, nao mais do que 50% de chumbo e cobre, 25 — 30% de zinco e
niquel, que permanecem em papéis/papeldes e podem estar ligados ao
material organico (Déportes et al., 1995).

A contaminagao bioldgica também €& encontrada no residuo sodlido
urbano. As fontes de microrganismos patégenos provavelmente sao fezes de
animais domeéticos, papéis higiénicos, comidas putrefadas e roupas sujas
(Déportes et al., 1995). A compostagem pode ser efetiva na reducdo da
concentragao de patdégenos, mas nem sempre consegue alcangar a sanitizagao
total do material (Sidhu et al., 2001). Entre os organismos patogénicos que
podem ser encontrados no material sendo compostado estdo bactérias, virus,

protozoarios e vermes. Entre as bactérias potencialmente patogénicas podem



ser encontrados os géneros Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio,

Pseudomonas, Klebsiella e Serratia (Sidhu et al., 2001, Deportes et al.,1998).

2.3. Resisténcia a metais pesados

Os metais realizam um papel essencial no processo vital de
microrganismos. Alguns metais, tais como cobalto, cobre, zinco e niquel, em
concentragdes relativamente baixas, sdo essenciais para os microrganismos,
desde que eles fornegcam co-fatores vitais para metaloproteinas e enzimas
(Hassen, 1998). Outros nao tem papel bioldgico (prata, aluminio, cadmio, ouro,
chumbo e mercurio) e ndo sao essenciais (Silver & Phung, 1996; Filiali et al.,
2000).

Os metais essenciais funcionam como catalisadores para reacoes
bioquimicas, sao estabilizadores de estruturas de proteinas e paredes celulares
bacterianas, e servem na manutencao do balango osmético (Ji & Silver, 1995).
Metais essenciais de transicdo como ferro, cobre e niquel estdao envolvidos no
processo de redox; outros, como zinco e magnésio, estabilizam diversas
enzimas e DNA através de forgas eletrostaticas. Ferro, magnésio, niquel e
cobalto sao partes de moléculas complexas com um amplo arranjo de fungoes,
e potassio e sédio sao requeridos para regulacdo da pressdo osmobtica
intracelular (Nies, 1992).

A introducao de metais pesados, de diversas formas, no ambiente,
pode produzir consideraveis modificagcbes da comunidade microbiana e suas
atividades (Guzzo et al., 1994). Metais em altas concentragdes sao tdxicos aos

microrganismos (Wakatsuki, 1995). Eles geralmente exercem uma agao



inibitéria nos microrganismos pelo bloqueio de grupos funcionais essenciais,
substituindo ions metalicos essenciais, ou através de interacdes entre ligantes
(cations). Metais ndo essenciais ligam-se com maior afinidade aos locais de
grupos contendo tiol e locais de oxigénio do que os metais essenciais. A
toxicidade resulta de alteragcbes na estrutura conformacional de acidos
nucléicos e proteinas e interfere com a fosforilagdo oxidativa e o balango
osmotico (Guzzo et al., 1994; Silver & Phung,1996).

Uma célula pode desenvolver sistemas de resisténcia a metais em
uma tentativa de proteger os componentes celulares sensiveis. Através da
limitacdo do acesso de metais ou alteracdo dos componentes celulares €&
diminuida a sensibilidade destas estruturas (Rouch, 1995). Diversos
microrganismos adaptaram-se com sucesso a presencga de variados metais,
pelo uso de mecanismos de resisténcia codificados por cromossomos,
plasmideos ou transposons (Filiali, 2000; Sabry et al., 1997).

A maioria destes mecanismos de resisténcia sdo mediados por
plasmideos, o que fornece uma vantagem competitiva sobre outros organismos
quando metais estdo presentes no ambiente (Trevors et al,. 1985), e séo
altamente especificos para um determinado cation ou anion (Silver & Mistra,
1988). Ha sistemas de resisténcia para os metais essenciais (nutrientes) e nao
essenciais, que nao tém nenhum papel biolégico. Eles ndo apenas protegem o
organismo em um ambiente indspito como também realizam um importante
papel no ciclismo de metais toxicos na biosfera (Williams & Silver,1984).
Existem diferencas entre sistemas de resisténcia a metais cromossomais e

plasmideais. Os sistemas de resisténcia a metais essenciais sdo geralmente



cromossomais e mais complexos do que os sistemas plasmidiais, que sao
geralmente mecanismos de efluxo de ions téxicos

Sao admitidos seis mecanismos envolvidos na resisténcia a metais
(Silver et al., 1992; Rouch et al., 1995): exclusdao de metais por barreira de
permeabilidade, transporte ativo de metais através da célula/organismo;
sequestro intracelular de metais por proteinas de ligagdo; sequestro
extracelular; detoxificagcdo enzimatica do metal para forma menos toxica;
reducao da sensibilidade dos metais de alvos celulares.

A liberagcédo de espécies de metais toxicos € o problema de poluigao
mais relevante desde a revolugao industrial, principalmente porque os metais
pesados nado sio degradados e, portanto, permanecem no ambiente. Nesta
situagdo, ambientes contaminados com metal pesado mantém o processo
seletivo em populagbes bacterianas nativas por longo periodo de tempo.
Ecossistemas naturais contendo altas concentragdes de metais pesados sao
também frequentes. Nao é surpreendente que genes resistentes a metais
pesados sejam facilmente encontrados em bactérias ambientais. Os ambientes
contaminados por metais pesados também contém uma porcentagem mais
elevada de cepas resistentes a antibidéticos do que os ndo contaminados, e
bactérias isoladas de solos contaminados contém mais plasmidios do que

isolados de lugares ndao contaminados (Alonso et al., 2001).

2.4. Resisténcia a antimicrobianos
Bactérias podem ser resistentes a antimicrobianos porque possuem

os determinantes para a resisténcia em seu genoma ou porque adquiriram



genes de resisténcia ao antimicrobiano de uma fonte exégena. Antimicrobianos
podem selecionar intrinsicamente espécies bacterianas resistentes, bactérias
que adquiriram genes de resisténcia a antimicrobianos por transferéncia
horizontal de gene (descendéncia) ou por mutantes resistentes a
antimicrobianos. Entretanto, compostos diferentes de antimicrobianos também
podem selecionar bactérias resistentes a antimicrobianos (Alonso et al.,2001).

A selecdo de determinantes resistentes a antimicrobianos pode
ocorrer no ambiente por meio de poluicdo quimica ou metal pesado, ou devido
a presenga de um determinante acompanhando o gene de resisténcia a
antimicrobiano que da uma vantagem ecoldgica a bactéria para colonizagao
desse ambiente (Duxbury & Bicknell, 1983). A resisténcia a antibidtico em
bactérias € mais frequentemente associada e fortemente correlacionada com
resisténcia a metais. Assim, a resisténcia a antibioticos e a tolerdncia a metais
na populagdo bacteriana é claramente um fenbmeno ambiental de selecao
natural para sobrevivéncia (Bhattacherjee et al., 1988).

Os microrganismos resistentes a metais e antibidticos tém sido
isolados de diferentes ambientes. Isto leva a sugestdo que a expressao
combinada de resisténcia a antibidtico e tolerancia a metal é causada pela
selecdo resultante da presenca de metal em um determinado ambiente (Foster
et al., 1983; Calomiris et al,. 1984; De Vicente et al., 1990).

A resisténcia pode ser mediada por diversos mecanismos tais como
inativacdo enzimatica do antimicrobiano, alteragao/modificacdo/protecdo do
alvo, bem como a diminuicdo do acumulo intracelular do antimicrobiano. O

ultimo mecanismo é baseado na diminui¢ao do influxo ou no aumento do efluxo



de agentes antimicrobianos ou uma combinacdo de ambos (Butaye et al.,
2003). Resisténcia pode ser intrinseca, isto €, associada com a penetracao
reduzida do antibiético dentro da célula, ou pode resultar de um processo ativo,
tal como mudangas no transporte de antibidéticos dentro ou pela célula, de
modificagdes de moléculas celulares alvo ou da producdo de enzimas que
modifiquem e inativem o antibiético (Hermansson et al., 1987).

Genes que codificam estes mecanismos de defesa estado localizados
no cromossomo bacteriano ou em plasmidios extracromossomais, e sao
transmitidos a proxima geragdo. O DNA que codifica para a resisténcia a
antibidticos pode ser transferido através de conjugacdo entre bactérias
similares. Em muitos casos o cddigo genético para resisténcia a antibioticos
esta localizada nos plasmidios de resisténcia (plasmidio R) (Hirsch et al.,
1999). Estes plasmidios podem ser transferidos a cepas sensiveis de mesmas
espécies ou entdo a diferentes espécies. Resisténcia bacteriana, para
antibidticos e metais, pode ser devido a presenga do plasmidio R (plasmidio de
resisténcia). A emergéncia da resisténcia para antibidticos e metais entre
bactérias tem sido reportada por ser um fenbmeno mediado por plasmidios

(material genético extra-cromossomal) (Calomiris et al., 1984).



3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi desenvolvido nos Laboratérios de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude —

ICBS, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS.

3.1. O local de amostragem

O material analisado foi proveniente de uma leira de compostagem
de residuo solido urbano (RSU) da Usina de Compostagem da Lomba do
Pinheiro, do Departamento Municipal de Limpeza Urbana (DMLU) de Porto

Alegre.

3.2. A coleta das amostras

As coletas das amostras foram realizadas em uma leira de
compostagem formada por residuos domésticos acrescido de 30% de residuos
vegetais (hortifrutigranjeiros) de supermercados.

Para caracterizar a diversidade de microrganismos presentes no
processo de compostagem, essas leiras foram acompanhadas desde a fase

inicial (montagem) até o final do processo, sendo que as amostras foram



coletadas quinzenalmente no periodo de julho/2002 a janeiro/2003, perfazendo
um total de dez coletas.

Para obtencdo do material a ser analisado, pequenas aliquotas de
diferentes pontos e profundidades foram coletadas e depois reunidas, para
juntas formarem uma amostra de aproximadamente 3kg. Este material foi
armazenado e ligeiramente homogeneizado em sacos plasticos de 50 litros e
acondicionado em ambiente refrigerado para o seu transporte até o laboratério
onde foi processado.

Uma vez no Laboratério de Microbiologia da UFRGS, o material foi
submetido a uma catagdo manual para a retirada de materiais grosseiros, como
pedras, embalagens plasticas, cacos de vidro, metais, etc. Apds este processo,
o material foi triturado em um liquidificador e peneirado em uma peneira com

poros de 5mm.

3.3. A determinagéo do pH
O pH das amostras foi determinado com a utilizagdo de fitas
indicadoras de pH (MERCK) utilizando-se uma suspensao obtida pela mistura

de 10g de composto em 90mL de agua destilada.

3.4. A determinacédo da temperatura da leira

A temperatura da leira foi determinada com a utilizacdo de um
termémetro, sendo mensuradas as temperaturas dos quatro pontos de coleta
(inferior, superior e dois medianos) e feita uma média aritmética destes valores,

para cada coleta.



3.5. Determinag&o da concentragdo de metal pesado na amostra
de compostagem.

A determinacao da concentracdo de metal pesado na amostra de
compostagem foi realizada pelo Laboratério de Analises de Solos da Faculdade
de Agronomia / UFRGS. Foram analisadas duas amostras de composto
durante o processo, no inicio (quarta coleta) e no final (décima coleta), sendo o
composto caracterizado como cru e curado, respectivamente. Os metais

analisados foram cobre, zinco, cadmio, cromo, niquel, chumbo e mercurio.

3.6. Analises microbioldgicas

Inicialmente foi produzida uma suspensao de 10g de residuo bruto
em 90mL de agua destilada estéril. A partir desta suspensao foram realizadas
diluicdes seriadas até 10, transferindo-se 10 mL da diluicdo anterior para
outros 90mL de agua destilada estéril.

Estas diluicdes serviram como amostras para a realizagao do teste
de colimetria e para a inoculacdo dos meios utilizados no isolamento das

bactérias.

3.7. Teste colimétrico

O teste colimétrico foi determinado através do Numero Mais
Provavel (NMP) de bactérias do grupo coliformes totais e fecais, utilizando-se
da técnica de tubos multiplos com séries de cinco tubos (APHA, 1998). Foi

utilizada a diluigdo de 10° para a realizagdo deste experimento.



Os meios utilizados nesta técnica foram: caldo lactosado
(BIOBRAS), caldo brilha verde-brilhante-bilis-lactose (MERCK) e agar eosina

azul de metileno-lactose-sacarose (EMB) (MERCK).

3.8. Isolamento bacteriano

Para garantir o isolamento da maior diversidade possivel de
bactérias, foram utilizados diferentes meios de cultura entre meios seletivos e
néo seletivos.

Entre os meios nao seletivos foram testados: o agar nutriente
triptona de soja (TSA), para crescimento bacteriano e o Plate Count Agar
(PCA), utilizado para contagem de heterotroficos (APHA,1998).

Os meios seletivos utilizados foram: agar Cetrimida (BIOBRAS),
para isolamento de Pseudomonas aeruginosa, agar Pseudomonas (BIOBRAS),
para isolamento de espécies deste género, agar eosina azul de metileno-
lactose-sacarose (EMB) (MERCK), para isolamento de bactérias Gram
negativas, agar xilose lisina tergitol 4 (XLT4) (DIFCO), para isolamento de
espécies do género Salmonella e agar seletivo para isolamento de bactérias do
género Acinetobacter (Baumann, 1968). Para isolamento de espécies do
género Salmonella, as amostras foram pré-enriquecidas em caldo base
tetrationato (DIFCO) a 42°C durante 16-18 horas para posterior semeadura em
XLT4.

Foram inoculados 0,1mL das diluiges 10 ~* e 10 ,em triplicata,
através da técnica de espalhamento com alga de Drigalski, em placas de Petry

contendo cada um dos meios anteriormente citados. Realizada a inoculacéo,



as placas foram incubadas a 37°C por 24/48 horas. Apos este periodo foram
selecionadas, aleatoriamente, cerca de 25 colbnias de cada uma das placas,
procurando-se obter o maximo de colbnias distintas morfologicamente.

Cada colbnia isolada escolhida foi repicada em meio caldo TSB e
novamente incubada a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacgao, foi
realizada a técnica de coloracdo de Gram para certificagdo da pureza das
culturas. Assegurada a pureza, uma aliquota de 1275uL desta cultura foi
armazenada em solugdo com glicerol (Synch) a 15%, a uma temperatura de —
20°C . Outra aliquota foi inoculada em tubos de ensaio com meio triptona de
soja (TSA) inclinado, que foi utilizada como estoque para manipulagao durante

os testes bioquimicos de identificagao.

3.9. Contagem das Unidades Formadoras de Col6énias — UFC por
grama de composto

As bactérias desenvolvidas em meio PCA foram utilizadas para a
contagem de UFC. Para o calculo da contagem total de heterotréficos foi
realizada uma média da contagem das trés placas semeadas com aliquotas de
cada uma das dilui¢des, e o resultado foi multiplicado pelo fator da diluicdo que
a amostra foi submetida. Foram contadas apenas as placas que apresentavam

um numero de coldnias entre 30 e 300 UFC.

3.10. Identificac&o bioquimica das bactérias
Os estoques preservados a 4°C em tubos contendo TSA inclinado

foram utilizados para a realizagado das provas bioquimicas de identificacao.



A identificacdo das bactérias iniciou com o teste da coloragao de
Gram, o que possibilitou a separacao das bactérias em dois grandes grupos: as
Gram negativas e as Gram positivas e, além disso, possibilitou o exame das
caracteristicas morfolégicas das células e a pureza do isolamento.

Os testes bioquimicos foram realizados utilizando-se microbiologia
classica. As principais provas bioquimicas e os meios bioquimicos utilizados
para a identificacdo de bactérias Gram positivas e Gram negativas estéo
apresentados na tabela 1. Algumas provas bioquimicas adicionais foram
realizadas quando a determinagao de alguma espécie assim exigiu.

A determinagcdo dos géneros e espécies isoladas foi realizada

utilizando-se bibliografia apropriada (Holt et al., 1984 e MacFaddin, 2000).



TABELA 1. Principais provas bioquimicas e meios de cultura utilizados na
identificacao das espécies bacterianas isoladas

®
9
3

Prova (+) Gram (-)

Teste da catalase X
Esporos

Oxidacao / Fermentacao

Teste da motilidade

Teste da fenilalanina desaminase
Vermelho de Metila / Voges Proskauer
Hidrélise do amido

Teste do indol

Teste do citrato

Reducéo de nitrato

Teste da uréase

Hidrélise da esculina

Teste da gelatinase

Teste do H,S

Teste da oxidase

Teste do malonato

Agar ferro triplice agucar

Agar MacConkey

XXX X XXX XXX
X X X X

X X

AMINOACIDOS

Descarboxilagdo da arginina X
Descarboxilacédo da lisina
Descarboxilagdo da ornitina

CARBOHIDRATOS

Trealose
Salicina
Manitol
Xilose
Arabinose
Lactose
Sacarose
Glicose
Maltose
Celobiose
Sorbitol

XX X X X

X
HXXXXXXXX XX XXX [ XXXXXXXXXXXX

3.11. Determinagéo da resisténcia a antimicrobianos
Para a determinacéo da resisténcia a antimicrobianos dos isolados,

foi utilizado o teste de difusdo em disco (Kirby-Bauer).



As culturas mantidas em TSA foram transferidas, por inoculacao,
para um caldo TSB e incubadas a 37°C até alcancarem a turbidez de 0,5 na
escala de McFarland (1,5 x10® UFC/mL.). Placas contendo agar Miieller-Hinton
foram entdo inoculadas com esta cultura e sobre o agar foram colocados
discos com concentracbes de antibidticos pré-determinadas e posterior
incubacdo a 37°C por 16/18 horas. Em cada ensaio para resisténcia aos
antimicrobianos, foram utilizados as seguintes linhagens padrbes para
validacdo dos mesmos: Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35218, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

No teste de difusdo em disco, a susceptibilidade ou a resisténcia de
um isolado ao antimicrobiano é determinada pelo tamanho da zona de inibicao
formada ao redor dos discos. Sendo assim, apds o periodo de incubagao, foi
mensurado a zona de inibicdo e determinada a resisténcia ou suscetibilidade
dos isolados frente aos antimicrobianos testados, utilizando-se padrdes
determinados pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards).

Os antibidticos testados foram: acido nalidixico (NAL - 30ug),
amicacina (AMI - 30ug), ampicilina (AMP - 10ug), cefalotina (CFL - 30ug),
cefoxitina (CFO - 30ug), cloranfenicol (CLO - 30ug), cotrimoxazol (SUT - 25ug),
eritromicina (ERI - 15ug), estreptomicina (EST - 10ug), gentamicina (GEN -
10ug), imipenem (IPM - 10ug), norfloxacina (NOR - 10ug), penicilina G (PEN —
10Ul), polimixina B (POL — 300Ul), rifampicina (RIF - 5ug), tetraciclina (TET -

30ug), trimetoprima (TRI - 5ug) e vancomicina (VAN - 30ug).



3.12. Determinagéo da resisténcia a metais pesados

Para a determinacgao de resisténcia a metais pesados, foi utilizado a
técnica da concentragao inibitéria minima (MIC) em meio liquido e analisado
sua densidade o6ptica (570 nm). Cada ensaio foi realizado utilizando-se um pré-
inéculo das bactérias isoladas, com crescimento em TSB por 18/24hs. 100 uL
deste pré-indculo foram inoculados em 10 mL de caldo TSB contendo variadas
concentracdes de sais de metais pesados e em caldo TSB sem metal pesado
(controle) e incubadas a 37°C por 24h. A menor concentragdo do metal que
inibiu 50% do crescimento,em comparagao ao controle, foi considerada a MIC
50%, e a que inibiu 90% do crescimento, MIC 90%. Foram utilizadas as
seguintes concentragdes (mM) dos sais de metal pesado, com intervalos de
0,1'mM (e 0,01mM para HgSO,) :

CdCl;: 0,1 -3,0

CoS04:0,1-1,5

CuCl,: 0,1 -3,5

KoCrO4: 0,1 -3,0

ZnCly: 0,1 -3,0

HgSO4: 0,01 - 0,1

3.13. Extracédo do DNA plasmidial

A extracdao do DNA plasmidial foi realizada nos isolados dos géneros
que apresentaram resisténcia simultdnea a antimicrobianos e a metais
pesados, sendo utilizado o método de lise alcalina descrita por Sambrook et al.,

(1989), com modificagdes.



Para a extragdo do DNA plasmidial, 100 ul de cada isolado foram
inoculados em 20 mL de caldo TSB e incubados com agitagéo orbital de 120
rom a 37°C por 16-18hs. Apds este periodo, 10 mL de cada cultura foi
centrifugado em uma centrifuga de bancada refrigerada (SIGMA) a uma
velocidade de 4000 g a 4°C por 20 minutos. O material sedimentado foi, entéo,
lavado com 1 mL de uma solugdo de NaCl 1M e depois novamente
centrifugado por 2 minutos. Apos a retirada do NaCl adicionou-se 500 uL de
uma solucao | (glicose 50 mM, Tris HCI 25 mM e EDTA 10 mM). A mistura foi
homogeneizada e incubada no gelo por 30 minutos, em seguida adicionou-se 1
mL da solugédo Il (SDS 1% e NaOH 0,2M). Novamente a mistura foi
homogeneizada e incubada no gelo por mais 15 minutos. Na etapa seguinte,
adicionou-se 750uL da solucao Ill (acetato de potassio 5 M, acido acético
glacial e agua destilada). Apés a homogeneizagao foi incubado em gelo por
mais 30 minutos. A mistura foi, entdo, centrifugada a 4000 g por 20 minutos e o
sobrenadante foi transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

A purificacdo da amostra prosseguiu com a realizagdo de duas
extracbes consecutivas utilizando-se 1 volume de fenol/cloroformio (1:1) e
centrifugando-se a 15000 g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos e a cada um foi adicionado 1 volume de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apds a centrifugagdo, o sobrenadante
resultante, contendo o material genético extraido, foi transferido para novos
tubos, onde o DNA plasmidial foi precipitado com 0,3 M de acetato de sddio e
2,5 volumes de etanol absoluto gelado. A mistura foi, entdo, incubada a —20°C

durante 12 horas. Apds este periodo, procedeu-se nova centrifugagao a 15000



g a 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o material
sedimentado foi lavado com etanol 70% gelado e posteriormente seco em
temperatura ambiente. Uma vez seco, o DNA foi ressuspendido em 50 uL de
TE (Tris HCI 10 mM e EDTA 1 mM) e armazenado a —20°C para posterior

analise.

3.14. Anédlise do perfil plasmidial

A anadlise do perfil plasmidial foi feita por eletroforese em gel de
agarose (0,5%), com posterior visualizagdo do DNA em transluminador sob a
luz ultra-violeta (UV). As fotografias dos géis foram realizadas com um
programa Kodak (DC-120. Zoom Digital Picture Transfer Application versao

1.0.2).

3.15. Anédlise Estatistica
A diversidade bacteriana encontrada durante o processo de
compostagem foi analisada através do indice de Shannon-Weaver e do teste

Kruskall-Wallis (teste ndo-paramétrico equivalente ao ANOVA).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao do pH

A coleta da primeira amostra ocorreu 24h apds a montagem da leira
de compostagem. Ao determinar-se o pH foi verificado um valor de pH 6,5, que
indica o carater acido do material a ser degradado. A partir da metade do
processo observou-se o aumento do pH e a estabilizagdo em um valor final
alcalino, pH 9,0 (Tabela 2), o que é um indicativo do provavel término do
processo de degradacdo. Estes valores seguiram um padrdo semelhante aos
encontrados em trabalhos que também analisaram compostagem de residuo
soélido urbano, Beffa et al., (1996) com valores de pH entre 6,0 e 8,5, Steger et
al., (2003) com valores de pH entre 5,0 e 9,0 e Tang et al., (2004) com valores

de pH entre 6,5 e 9,5.

O baixo valor do pH no inicio da compostagem se da em virtude do
acumulo de acidos organicos e de gas carbbnico (COy), produtos do
metabolismo microbiano. No decorrer do processo, a eliminagdo do gas
carbbnico e a degradacdo dos acidos e substancias protéicas proporcionam

uma nova elevacéo do pH (Sharma et al., 1996; Jahnel et al., 1999).



TABELA 2. Valores do pH das amostras coletadas em leira de compostagem
de residuos solidos urbanos e da temperatura média da leira durante o
processo.

Coleta PH Temperatura Tempo de
duragéo da
compostagem

1 6,5 39°C 24 horas
2 7,0 44°C ~ 15 dias
3 7,3 65°C ~ 30 dias
4 7,5 58°C ~ 45 dias
5 7,7 43°C ~ 60 dias
6 8,2 36°C ~ 75 dias
7 8,8 35°C ~ 90 dias
8 9,2 30°C =105 dias
9 8,0 35°C =120 dias
10 9,0 28°C ~150 dias

4.2 Analise da temperatura

Durante o processo de compostagem, a temperatura média da leira
variou de 28°C a 65°C (Tabela 2), sendo que a fase termofilica, importante
para a sanitizacdo do composto, aconteceu a partir do 15° até o 60° dia, com
sua temperatura maxima mensurada de 65°C. A manutencdo desta
temperatura foi mantida através do revolvimento da pilha, além da rega quando
necessario. Na primeira coleta, realizada um dia apdés a montagem da leira,
observou-se que o processo de compostagem ja estava na fase mesofilica e
permaneceu na mesma até a segunda coleta, porém ja entrando na fase
termofilica. A partir da quinta coleta o processo entrou na fase de maturacédo do
composto, com um declinio gradual da temperatura.

No trabalho realizado por Hassen et al., (2001), com compostagem de

residuo solido urbano, a temperatura variou de 25°C a 64°C, sua fase



mesofilica teve a duragdo de 25 dias e a termofilica, 80 dias, com a
manutencao da temperatura abaixo de 65°C através da ventilacdo e rega da
leira.

4.3 A contagem de heterotréficos

Durante o processo de compostagem, a contagem de heterotroficos
diminuiu com o aumento da temperatura, observando-se a maior diferenca
entre a terceira e a quarta coleta, com valores de 2,8 X 10° UFC/ga 1,3 X 10°
UFC/g, apés o processo atingir a temperatura maxima durante a fase
termofilica. A partir da quarta coleta, este valor volta a aumentar e mantém-se
estavel com a diminuicao da temperatura, na fase de maturagao.

A contagem de heterotroficos ao longo das dez coletas realizadas
(Tabela 3), apresentou uma média de 3,4 x 10° UFC/g de material. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros trabalhos como Sidhu et al., (2000),
Tiquia e Tam (2000) e Hassen et al., (2001), que também avaliaram a
composi¢cao microbiana em leiras de compostagem, apresentando medias do
nimero de heterotréficos de 2,7 x 102 células/g , 7,3 x 108 UFC/g e 1,0 x 10®
UFC/g respectivamente.

Blanc et al. (1999) realizando estudos em ambientes de leiras de
compostagem de residuos vegetais, verificaram um numero mais elevado na
contagem de heterotréficos, entre 10° e 10'® UFC/g. Segundo os autores, estes
altos indices obtidos estédo relacionados com o predominio do género Bacillus
entre as bactérias identificadas, uma vez que este género possui a capacidade
de produzir uma grande quantidade de endésporos bacterianos, os quais foram

encontrados em um numero elevado no material examinado pelos autores.



TABELA 3. Contagem do numero de heterotréficos e do indice de coliformes
totais e fecais por grama de composto bruto medidos ao longo das coletas de
amostras em leira de compostagem.

Coleta n° de heterotrof. Col.totais Col.fecais
UFClg UFClg UFC/g
1 2,5x10’ 5,0x10° 3,5x10°
2 3,1x10° 3,0x10° 3,0x10°
3 2.8 x 10° 5,0 x 10° 2.2 x10°
4 1,3x 10° 1,3 x 10° 2,0 x 10*
5 5,0x10° 8,0 x 10° 8,0 x 10*
6 4.4 x 10° 3,8x10° 7,0 x 10*
7 4.8 x10° 8,0 x 10* 2.0 x 10*
8 53x10° 4,0 x 10* 2,0 x 10*
9 3,4 x10° 7.0 x 10* 1,0 x 10*
10 2,1x10° 2,0x 10* 1,0 x 10*

4.4 Analise dos indices colimétricos

Os indices de coliformes totais apresentaram oscilagdes ao longo do
processo de compostagem (Tabela 3), mas de uma maneira geral, manteve-se
uma tendéncia de declinio entre a primeira e a Ultima coleta, 5,0 x 10° e 2,0 x
10* UFC/g respectivamente, ndo havendo a eliminacdo total dos coliformes
totais. Na coleta 5 ocorreu a elevagao dos indices de coliformes totais e fecais
devido a uma recontaminacao, provavelmente, devido ao uso de chorume na

rega da leira para manter sua umidade e temperatura.

Os resultados obtidos com a estimativa do numero de coliformes
fecais nas amostras coletadas ao longo da compostagem apresentaram uma
reducdo na quantidade de bactérias deste grupo de 3,5 x 10° para 1,0 x 10*
UFC/g. A redugdo mais drastica parece ter ocorrido nas primeiras trés
quinzenas do processo (45 dias), quando houve uma reducéo de 3,5 x 10° para

2,0 x 10* UFC/g. A partir da quinta quinzena (75 dias) os resultados se



mantiveram em equilibrio até o final da compostagem, sem o aparecimento de
crescimento secundario. Resultados semelhantes foram encontrados por
Hassen et al. (2001) de 2,5 x 10" para 7,9 x 10° UFC/g, o que indica a agao
positiva da compostagem na melhoria qualitativa do composto.

Segundo Redlinger et al. (2001), a eliminagdo total dos
microrganismos indicadores na compostagem € muito dificil de ser alcangada.
No entanto, autores como Deportes et al. (1998), trabalhando com
compostagem de residuo sodlido urbano, e Tiquia e Tam, (2000) com
compostagem de dejetos de pocilgas, evidenciaram a eliminagcédo total dos
coliformes antes mesmo do primeiro més do processo.

A queda no numero de coliformes no material que estda sendo
compostado ocorre em virtude da agao de um conjunto de fatores como: altas
temperaturas, presenca de substancias toxicas, escassez de nutrientes entre
outros. Dentre estes fatores, Hassen et al. (2001) apontam a temperatura da
fase termofilica como a principal responsavel pela destruicdo destes
microrganismos, diferentemente de Redlinger et al. (2001) que indicam a perda
de umidade no material como o fator responsavel pela sanitizagdo do material
compostado.

Em alguns estudos como o de Hassen et al. (2001) foi evidenciado o
crescimento secundario, ou seja, o aumento do indice de bactérias do grupo
coliforme apds o término da compostagem. Este fendmeno pode ter origem em
uma recontaminagdo do material durante o manuseio ou a estocagem do

produto de forma incorreta.



Segundo Redlinger et al. (2001) a simples redug¢ao ou até mesmo a
supressao total dos coliformes, ndo servem como unica ferramenta para
verificagcdo da qualidade biolégica do composto. Os autores apontam a
importancia da deteccdo de outros microrganismos potencialmente
patogénicos, que possam apresentar uma maior resisténcia no ambiente de

compostagem em relagdo aos bioindicadores.

Neste trabalho, a eliminagao total dos coliformes nao foi observada,
0 que indica que o processo como um todo necessita de ajustes para atingir
uma maior eficiéncia, tais como: acompanhar melhor a evolugdo da
temperatura no interior das leiras; aumentar o comprimento das esteiras onde
ocorre a triagem manual dos materiais ndo biodegradaveis, para aumentar a
qualidade do material disposto nas leiras; investir em campanhas de
conscientizagdo da populagdo para maximizar a pratica de segregacao dos
residuos diretamente na fonte; evitar a pratica de rega das leiras com o
chorume; e evitar a recontaminagcdo do material pelo cuidado no revolvimento

das leiras.

4.5 A identificacdo microbiana através de provas bioquimicas

A microbiologia da compostagem e muito complexa e a tentativa de
isolamento de todas as espécies presentes no material € uma tarefa muito
dificil (Hassen et al.,2001).

As condicbes de cultura utilizadas neste trabalho permitiram o
isolamento de bactérias meséfilas aerdbias ou anaerdbias facultativas.

Apesar da utilizacdo de meios seletivos e nao seletivos para o

isolamento bacteriano, apenas foram utilizadas para identificacdo, somente as



bactérias isoladas do agar triptona de soja (TSA), devido a predominancia de
bactérias Gram negativas nos demais meios de cultura e mesmo no proprio

TSA.

Utilizando-se as técnicas de identificacdo da microbiologia classica,
onde provas bioquimicas sao utilizadas para a caracterizagao fisioldgica dos
microrganismos, foi possivel estabelecer um perfil da comunidade bacteriana

presente em uma leira de compostagem de residuos solidos urbanos.

Os resultados apresentados na tabela 4 apontam para uma
comunidade bacteriana diversa. Entre as 500 colbénias isoladas neste trabalho,
foram identificados 17 diferentes géneros e, entre eles, a identificacdo de 36

espécies diferentes.

Muitos dos géneros identificados neste trabalho, também foram
apontados por Deportes et al., (1998), Hassen et al., (2001) e Taiwo e Oso,
(2004) como sendo géneros frequentemente presentes em residuos solidos
urbanos. Dos 17 géneros identificados, apenas o género Enterobacter foi

encontrado em todas as coletas (Figuras 2 a 10).

Os géneros que apresentaram maior numero de isolados, foram
respectivamente: Enterobacter (15%), Escherichia (14,2%), Bacillus (13,4%) e

Pseudomonas (9,6%) que juntos corresponderam a 52,2% do total de isolados.

A figura 1 mostra a variagdo no numero de isolados destes géneros,

que foram os mais representativos, ao longo das coletas.



TABELA 4. Total de géneros bacterianos e o numero de isolados de cada
género ao longo das coletas realizadas em uma leira de compostagem de
residuo soélido urbano.

Géneros N° de isolados

Aeromonas spp. 43
Bacillus spp. 67
Burkholderia spp. 13
Citrobacter spp. 13
Corynebacterium spp. 32
Enterobacter spp. 75
Escherichia spp. 71
Flavimonas spp. 09
Klebsiella spp. 29
Listeria spp. 21
Micrococcus spp. 23
Pasteurella spp. 06
Pseudomonas spp. 48
Providencia spp. 10
Serratia spp. 22
Staphylococus spp. 11
Xanthomonas spp. 07
Total 500

Neste trabalho, o género Enterobacter foi o dominante e este
resultado ndo confere com os obtidos por Blanc et al., (1999); Dees e Ghiorse,
(2001) e Hassen et al., (2001), que verificaram o dominio do género Bacillus na
comunidade microbiana presente em leiras de compostagem. Segundo estes
autores, a prevaléncia do género Bacillus ocorre pela sua capacidade de
producdo de enddsporos bacterianos, os quais sdo altamente resistentes a
temperaturas elevadas e a outras condigdes desfavoraveis que possam estar

presentes no ambiente de compostagem.
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FIGURA 1. Numero de isolados dos géneros, quantitativamente mais
representativos, identificados ao longo de todas as coletas realizadas em uma
leira de compostagem de residuos sélidos urbanos.

Os membros do género Enterobacter podem estar presentes no
intestino de humanos ou em ambientes como solo e agua ou ainda associados
as raizes de milho (De Los Santos et al., 2001). Este género esteve presente
em todas as coletas, predominando nas coletas 3 e 5 (Figuras 4 e 6).
Apresentou uma alta incidéncia até a coleta 5 (Figura 6), demonstrando
posteriormente um declinio até o final do processo. Este género foi
representado por 4 espécies das quais apenas a E. dissolvens nao é tida como
patogénica, sendo as demais importantes causadoras de bacteremia em

ambientes hospitalares. Enterobacter € um dos géneros que fazem parte do



grupo dos coliformes, portanto a sua presenga também é indicadora de

provavel contaminagao fecal.

O género Aeromonas € encontrado em diversos ambientes, sendo
representado neste trabalho, por duas espécies, A. hidrophyla e A.
salmonicida. A primeira € um patégeno oportunista de humanos e a segunda,
pode causar infecgcbes em peixes de agua doce, especialmente truta e salmao
(Miranda e Castilho, 1998). Este microrganismo esteve presente na maioria das
coletas, com excecgao das 3, 4 e 7 (Figuras 4, 5 e 8, respectivamente), sendo
que predominou nas coletas 1 e 2 (Figuras 2 e 3). A partir da coleta 5 (Figura

6), sua incidéncia foi decaindo com o decorrer do processo.

Os exemplares do género Bacillus sdo encontrados amplamente
distribuidos pelos mais variados ambientes e a maioria deles sao considerados
como organismos do solo possuindo alto poder de degradacdo da matéria
organica. A maioria das espécies ndo € patogénica, com excegcao do
B.anthracis e do B.cereus. Dentre estas patogénicas, apenas o B.cereus foi
encontrado entre as 6 espécies identificadas deste género. Este género esteve
presente em praticamente todas as coletas, com exceg¢do das coletas 6 e 8
(Figuras 7 e 9), apresentando um aumento gradual na sua incidéncia até a
coleta 5 (Figura 6), sendo o género predominante na coleta 4 (Figura 5),
quando a temperatura da leira era 58°C. A partir da coleta 7 (Figura 8), houve

uma diminui¢cao de sua incidéncia.
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FIGURA 2: Espécies isoladas e identificadas durante a primeira coleta em leira
de compostagem de residuos soélidos urbanos (n=50).
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FIGURA 3: Espécies isoladas e identificadas durante a segunda coleta em leira
de compostagem de residuos sélidos urbanos (n=50).

Os representantes do género Burkholderia sdo amplamente
encontrados no solo ou em associagdo com raizes de plantas, alguns podem
ser patogénicos para plantas e até mesmo para o homem. A descoberta de
espécies fixadoras de nitrogénio, tornou este género uma ferramenta

importante para a agricultura, pois quando associado a determinados cultivos



produz efeitos relevantes na produgdo (De Los Santos et al., 2001). Neste
trabalho duas espécies, B. mallei e B. gladioli, foram isoladas. A primeira € uma
espécie que pode parasitar animais, principalmente equinos, e a segunda € um
fitopatégeno. Apresentou incidéncia na metade das coletas (2, 3, 5, 8 e 9)

(Figuras 3, 4, 6, 9 e 10), mas com baixo numero de isolados.
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FIGURA 4: Espécies isoladas e identificadas durante a terceira coleta em leira
de compostagem de residuos sélidos urbanos (n=50).
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FIGURA 5: Espécies isoladas e identificadas durante a quarta coleta em leira
de compostagem de residuos sélidos urbanos (n=50).

O género Staphylococcus faz parte da flora normal da pele de
humanos, sendo aqui representado pelo S.epidermidis. Apresentou baixa
incidéncia, na metade das coletas (1, 2, 4, 8, 10) (Figuras 2, 3, 5, 9 e 11).
Hassen et al., (2001) observaram uma alta concentragdo de isolados deste
género, 1,0 X 10" células/g no inicio da compostagem e uma redugdo do
aparecimento 1,0 x 10° células/g no final do processo. Estes autores também

nao identificaram exemplares da espécie S. aureus, um importante causador



de intoxicagdes alimentares.
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FIGURA 6: Espécies isoladas e identificadas durante a quinta coleta em leira
de compostagem de residuos soélidos urbanos (n=50).

O género Escherichia foi o segundo mais abundante e foram
identificadas trés espécies: E. coli, E. hermannii e E.vulneris. Este género
esteve presente em quase todas as coletas, com excecéo da coleta 3 (Figura
4), sendo predominante na coleta 9 (Figura 10). Apresentou oscilagdao na sua
freqUéncia nas primeiras coletas, e um aumento gradual a partir da coleta 7

(Figura 8), onde a temperatura de 35°C, na qual se encontrava a leira, propicia




um melhor desenvolvimento para este organismo. Todas as espécies
identificadas sao reconhecidas como parte da flora intestinal de animais de
sangue quente, porém, alguns subgrupos de E. coli podem ser patogénicos. As
espécies E.hermannii e E. vulneris sao consideradas oportunistas e
ocasionalmente causam infecgdes em humanos. Analisando-se a figura 1
verifica-se que este género apresentou um declinio em algumas etapas do
processo, mas 0 mesmo nao se manteve, como era o esperado devido a agao

sanitizadora da compostagem.

E.coli € a espécie bioindicadora utilizada para a verificacdo da
presenca e quantificacdo de coliformes fecais nas mais diferentes amostras
(Hassen et al.,2001). Assim, analisando os resultados da tabela 3 observa-se
um aumento no indice de coliformes fecais na coleta 5. Também se observa
um aumento no percentual de E. coli identificados nesta coleta, 8% (Figura 6),
sendo, junto com Enterobacter, o género predominante nesta coleta. Nenhum
isolado de E.coli foi identificado na coleta anterior. A elevacédo destes indices,
no meio do processo, ndo condiz com a tendéncia de redugido imposta pela

compostagem (Hassen et al., 2001; Déportes et al., 1998; Tiquia e Tam, 2000).
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FIGURA 7: Espécies isoladas e identificadas durante a sexta coleta
em leira de compostagem de residuos solidos urbanos (n=50).

Este aumento dos indices pode ter ocorrido devido a uma
recontaminacdo do material compostado através da rega da leira com
chorume, para manter sua umidade, ou através do revolvimento mecéanico da
leira. O chorume utilizado € oriundo de diversas leiras em diferentes fases do
processo de compostagem. Assim, a utilizagdo de um chorume de uma leira,
que ndo tenha alcangado a fase termofilica, para regar uma que ja tenha
passado por esta fase, pode contaminar a ultima com bactérias patogénicas e
coliformes. O revolvimento mecanico da leira, neste caso, é feito com o auxilio
de uma retroescavadeira, sendo utilizada em varias leiras sem nenhum tipo de
limpeza ou cuidado para evitar uma recontaminacdo entre as mesmas. Para

precavermos a recontaminagdo de um material ja sanitizado, devemos evitar o



uso do chorume para rega das leiras e o revolvimento mecanico sem controle
de sanitizagao.

Além disso, a manutengcdo destes microrganismos pode estar
relacionada com a temperatura mesofilica em que se encontrava a leira apos a

contaminacgao (43°C), na fase de maturagdo do composto, onde ocorre a

recolonizagao da leira por microrganismos mesdfilos.
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FIGURA 8: Espécies isoladas e identificadas durante a sétima coleta em leira
de compostagem de residuos sélidos urbanos (n=50).



O género Pseudomonas foi representado pelas espécies
P.aeruginosa e P.pseudoalcaligenes. Este género € amplamente distribuido na
natureza, especialmente no solo e na agua. Sao bactérias de vida livre ou em
associagao com plantas. A P. aeruginosa € um patdégeno humano e de animais.
Este género somente foi detectado apdés a coleta 6 (Figura 7), o que
corresponde a trés meses de tratamento da compostagem. Nas coletas
seguintes ocorreram aumentos graduais no numero de isolados identificados
(Figuras 8 a 11), sendo que o género foi predominante nas coletas 8 e 10
(Figuras 9 e 11). Na ultima coleta, este género representou 28% do numero de

isolados identificados (Figura 11).

A alta incidéncia de P. aeruginosa na coleta 10, pode ser um fator
determinante sobre a qualidade do composto, pois nesta coleta, ja temos um
composto curado, pronto para ser utilizado como adubo organico. A presenca
de microrganismos patogénicos demonstra que o processo de compostagem
nao foi eficaz para a eliminagdo dos mesmos, e que este composto nao deve

ser utilizado para fins agricolas.

Observou-se no decorrer das ultimas coletas um aumento no
nuamero de isolados de Pseudomonas e um decréscimo no numero de isolados
dos géneros que eram predominantes nas primeiras coletas. Este evento pode
ser decorrente da escassez de nutrientes de facil degradacéo, no final do
processo de compostagem. Desta forma, Pseudomonas, por se tratar de um
género com uma grande variabilidade metabdlica e com caracteristicas que

favorecem a degradacao de substancias recalcitrantes (Cunha e Leite, 1997,



Truffaut et al., 2001; Vogel e Ballerini,2001), conseguiu manter-se no ambiente

que nao era mais propicio para a grande maioria dos demais géneros.

Os dados obtidos neste trabalho indicaram a prevaléncia do género
Pseudomonas no final do processo, assim como no trabalho de Hoffmeister
(2001). No entanto, nos trabalhos realizados pelos autores Tiquia e Tam,
(1999); Déportes et al., (1998); Blanc et al., (1998); Hassen et al., (2001) e
Dees e Ghiorse, (2001), nenhum exemplar deste género foi isolado em seus

estudos.

A contaminacdo do composto por Salmonella e Shigella é
considerada um dos maiores problemas referentes a qualidade do produto.
Estes géneros possuem alta taxa de crescimento e sdo muitos os relatos de
recolonizagao, por estes microrganismos, do material compostado. Tiquia e
Tam, (2000) e Sidhu et al., (2001) apontam a temperatura, a falta de nutrientes
e a competicado com as demais populagdes como os fatores responsaveis pela

eliminagcao da Salmonella no composto.

Os géneros Salmonella e Shigella nao foram isolados em nenhuma
das coletas realizadas, mesmo tendo sido utilizados meios seletivos para estes
géneros. Isso pode ter ocorrido pela auséncia, de fato, destes dois géneros ou
pela ineficiéncia dos processos de pré-enriquecimento, ou ainda, pela presenca
em niveis abaixo do limite de deteccado (Déportes et al., 1998). Talvez haja a
necessidade da utilizacdo de métodos complementares para a confirmagao da

presencga ou auséncia destes dois géneros.
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FIGURA 9: Espécies isoladas e identificadas durante a oitava coleta em leira
de compostagem de residuos sélidos urbanos (n=50).

Trés espécies do género Listeria foram isoladas, L. innoocua, L.
denitrificans e L. monocytogenes, sendo a ultima causadora de infecgdes em
humanos. As espécies deste género sao largamente encontradas nos mais
diversos ambientes: agua, solo, lodo ou lixo, principalmente onde existe
material vegetal em decomposigéo. Portanto, estes microrganismos podem ser

encontrados no residuo solido urbano sendo compostado. Este género



apresentou uma baixa e irregular freqiéncia no inicio do processo, voltando a
incidir nas coletas 9 e 10 (Figuras 10 e 11), com uma elevagdo do numero de
isolados. Na ultima coleta, L. monocytogenes representou 8% dos isolados
identificados (Figura 11), e sendo esse um patégeno, podera representar um

risco para a saude publica se este composto for utilizado como adubo organico.
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FIGURA 10: Espécies isoladas e identificadas durante a nona coleta em leira
de compostagem de residuos soélidos urbanos (n=50).
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FIGURA 11: Espécies isoladas e identificadas durante a décima coleta em leira
de compostagem de residuos sélidos urbanos (n=50).

O presente trabalho verificou uma pequena diversidade de géneros
bacterianos nas amostras analisadas e os resultados obtidos indicam que nao
ocorreram grandes variagdes nessa diversidade, sem diferenca significativa
entre as coletas. O indice de Shannon-Weaver calculado, para cada coleta,

encontra-se na tabela 5.



TABELA 5 : indice de Shannon-Weaver calculado, por coleta, ao longo do
processo de compostagem.

Coletas

c1]C2,C3|C4|C5|Ce6 | C7 | C8|CH9 |C10

N°géner. | 10 9 6 6 6 11 10 11 11 10

N°espéc. | 14 13 10 12 9 14 13 14 12 14

Indice | 528 | 2,48 | 2,18 [ 2,44 | 2,14 | 2,45 | 2,72 | 2,56 | 2,39 | 2.4

Observa-se que o indice de diversidade variou de 2,14 a 2,72. A
menor diversidade encontrada foi na coleta 5, onde a temperatura da leira
encontrava-se a 43°C, apds o término da fase termofilica. Nesta fase, comeca
a ocorrer a recolonizagéo da leira de compostagem por organismos mesofilos,
apos um longo periodo de altas temperaturas, o que pode explicar a baixa
ocorréncia de numeros de isolados de géneros e espécies diferentes.
Observou-se nesta coleta um numero maior de isolados em determinados
géneros que s&o mais resistentes a altas temperaturas. Nesta coleta, foram
identificados 6 géneros e 9 espécies diferentes. Na coleta 7 onde houve maior
diversidade foram encontrados 10 géneros e 13 espécies diferentes.

O género quantitativamente dominante presente nas duas primeiras
amostragens deste trabalho foi o Aeromonas (Figuras 2 e 3). Na terceira e
quinta coletas (Figuras 4 e 6), predominou o género Enterobacter, sendo
intercalado pelo Bacillus. Micrococcus predominou durante as duas coletas
seguintes, sendo substituido por Pseudomonas. Este género alternou-se com

Escherichia na nona, voltando a predominar na décima coleta (Figura 11).




Blanc et al., (1999) observaram uma pequena diversidade de
géneros bacterianos e uma alteracdo bastante significativa dos géneros
predominantes, entre amostras coletadas no inicio e no final do processo, onde
0 género Thermus que era dominante nos estagios iniciais da compostagem
teve um decréscimo, culminando no seu desaparecimento, passando o género

Bacillus a ser dominante.

4.6 Avaliacao da resisténcia a antimicrobianos

Para a determinacdo da resisténcia a antimicrobianos, foram
utilizados 18 antimicrobianos, sendo que apenas para 11 foi detectada
resisténcia bacteriana (acido nalidixico, amicacina, ampicilina, cefalotina,
cloranfenicol, gentamicina, penicilina, polimixina B, rifampicina, tetraciclina e
trimetoprima). Os antimicrobianos que apresentaram maior incidéncia de
resisténcia entre os isolados foram o cloranfenicol (51,1%), ampicilina (45%) e
tetraciclina (34,6%) (Tabela 6).

A incidéncia da resisténcia a estes compostos esta demonstrado na
figura 12. Observa-se que as resisténcias ao cloranfenicol e a tetraciclina foram
as que mais prevaleceram durante o decorrer do processo, presentes nas dez
coletas e com um indice elevado e constante, principalmente nas cinco
primeiras coletas.

Dos 500 organismos isolados durante o processo de compostagem, 133
apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos, perfazendo o total
de 26,6% das bactérias estudadas. A tabela 7 mostra o padrao de resisténcia
apresentado por estes organismos em relagdo ao numero de antimicrobianos

testados. Observou-se que cinco géneros n&o apresentaram resisténcia a



nenhum antimicrobiano, e a resisténcia a quatro destes compostos foi a mais
encontrada, em quatro géneros (Bacillus, Citrobacter, Corynebacterium e
Escherichia). No trabalho realizado por Sabry et al. (1997), em que analisaram
0os padrboes de resisténcia a antimicrobianos de uma populagdo bacteriana
isolada de agua marinha, os autores observaram que esta populagédo
apresentou uma maior incidéncia de resisténcia a um numero baixo destes
compostos, um, dois e trés.

TABELA 6. Incidéncia da resisténcia dos antimicrobianos testados em isolados
de uma leira de compostagem

Antimicrobiano % de isolados totais % de isolados
(n=500) resistentes (n=133)

Acido Nalidixico 6,8 25,6
Amicacina 2,6 9,8
Ampicilina 12,0 45,0
Cefalotina 1,0 3,8
Cefoxatina 0,0 0,0
Cloranfenicol 13,6 51,1
Cotrimoxazol 0,0 0,0
Eritromicina 0,0 0,0
Estreptomicina 0,0 0,0
Gentamicina 0,8 3,0
Imipinem 0,0 0,0
Norfloxacina 0,0 0,0
Penicilina G 5,0 18,8
Polimixina B 2,8 10,5
Rifampicina 0,4 1,5
Tetraciclina 9,2 34,6
Trimetoprima 1,2 45

Vancomicina 0,0 0,0




TABELA 7: Incidéncia de multipla resisténcia a antimicrobianos dos géneros
identificados.

N° de antimicrobianos N° de géneros Géneros

0 5 Burkholderia, Flavimonas,
Pasteurella, Providencia,
Xanthomonas

1 o e

2 2 Micrococcus, Staphylococcus

3 3 Klebsiella, Listeria, Serratia

4 4 Bacillus, Citrobacter,
Corynebacterium,
Escherichia

5 2 Aeromonas, Enterobacter

1 Pseudomonas

Entre os 17 géneros estudados, 12 apresentaram resisténcia a
antimicrobianos, dentre os quais os com maior incidéncia de resisténcia foram
Enterobacter (19,5%), Bacillus (15,8%), Escherichia (15,8%) e Aeromonas
(12%). Os resultados mostraram também que Aeromonas e Enterobacter
apresentaram um maior numero de representantes resistentes entre os
isolados de seus género, 37,2% e 34,7% respectivamente (Tabela 8).

Em um estudo realizado para analisar a resisténcia antimicrobiana
da populagao bacteriana em um rio tropical, Pathak et al. (1993) observaram a
predominancia da resisténcia a ampicilina (42%), seguida pela resisténcia a
tetraciclina (40%), cloranfenicol (17,6%) e estreptomicina (17,6%). Ja em
bactérias heterotréficas oriundas de agua mineral, o perfil de resisténcia
apresentado foi de cloranfenicol (60%), ampicilina (55%), colistina (50%) e

sulfametizole (47,5%) (Messi et al., 2004).
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FIGURA 12: Incidéncia da resisténcia a antimicrobianos nos géneros
resistentes isolados e identificados durante o processo de compostagem. A:
coletas 1,2, 3,4 e 5;B : coletas 6,7, 8, 9 e 10.



TABELA 8: Porcentagem de isolados resistentes a antimicrobianos, isolados de

uma leira de compostagem.

Género % isolados totais % isolados % isolados do
(n=500) resistentes género
(n=133)
Aeromonas 3,2 12,0 37,2
Bacillus 4,2 15,8 31,3
Citrobacter 0,4 1,5 15,4
Corynebacterium 1,8 6,8 28,1
Enterobacter 5,2 19,5 34,7
Escherichia 4,2 15,8 29,6
Klebsiella 1,8 6,8 31,0
Listeria 1,2 4.5 28,6
Micrococcus 0,6 2,3 13,0
Pseudomonas 2,6 9,8 271
Serratia 1,0 3,8 22,7
Staphylococcus 0,4 1,5 18,2
TOTAL 26,6 100

O género Enterobacter

apresentou resisténcia

a amicacina,

ampicilina, cloranfenicol, gentamicina e tetraciclina, sendo que, de seus

isolados resistentes, 65,4% foi resistente a cloranfenicol, 61,5% a ampicilina e

61,5% a tetraciclina (Tabela 9). Na coleta 1, onde houve 32 isolados

resistentes, o maior numero de todo o processo, 28,1% dos mesmos sdo do

género Enterobacter (Figura 13), apresentando equivaléncia na resisténcia a

ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina (Tabela 10).

O género Bacillus apresentou resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,

polimixina B e tetraciclina. 66,7% de seus isolados resistentes apresentaram

incidéncia para polimixina B, 52,4% a ampicilina e 42,9% a cloranfenicol

(Tabela 9). Nas coletas 3 e 4, o género Bacillus representou o maior niumero de

isolados resistentes, 31,3% e 41,7%, respectivamente, destes (Figura 13).

Neste género observou-se a prevaléncia de resisténcia a ampicilina e

polimixina B (Tabela 9). Em trabalho realizado por Allen et al (1977),



exemplares do género Bacillus, isolados de estuario, apresentaram maior
incidéncia de resisténcia a ampicilina e cloranfenicol.

O género Escherichia apresentou resisténcia a acido nalidixico,
ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina, sendo que, entre os isolados resistentes,
71,4% apresentaram resisténcia para cloranfenicol , 57,1% a ampicilina e
57,1% a acido nalidixico (Tabela 9). Em um estudo realizado por Reinthaler et
al. (2003), para analisar a resisténcia a antimicrobianos de E. coli em esgoto e
lodo, foi observado que esta bactéria apresentou alta taxa de resisténcia a
tetraciclina (24%), ampicilina (18%), acido nalidixico (maximo de 15%), e baixa

taxa de resisténcia a cloranfenicol (0 a 8%).

O género Aeromonas apresentou resisténcia a acido nalidixico,
ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina e trimetoprima. Entre seus isolados
resistentes, 62,5% apresentaram resisténcia a cloranfenicol, 56,3% a acido
nalidixico e 43,8% a ampicilina (Tabela 9). Miranda e Castillo (1998)
observaram, em exemplares de aeromonados, encontrados em fontes de
aguas contaminadas, uma maior incidéncia de resisténcia a carbenicilina,
eritromicina e cefradina, e uma baixa incidéncia de tetraciclina e acido

nalidixico.

Na coleta 1, houve uma maior frequéncia de resisténcia ao cloranfenicol
(29,4%) e tetraciclina (20,6%) (Figura 12). Os géneros resistentes que
predominaram, nesta coleta, foram Enterobacter e Aeromonas, representando
28,1% e 21,9%, respectivamente, do total de 32 isolados resistentes desta
coleta (Figura 13). Enterobacter e Aeromonas apresentaram sua maior

incidéncia de resisténcia na coleta 1, sendo que Enterobacter apresentou



81,8% de seus isolados resistentes nesta coleta e destes, 66,7% apresentaram
equivaléncia na resisténcia a ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina. Nesta
mesma coleta o género Aeromonas apresentou 41,2% de seus isolados
resistentes. Destes, 57,1% foram resistentes a cloranfenicol e nenhum
apresentou resisténcia a tetraciclina, porém apresentou resisténcia a outros
antimicrobianos (Tabela 10). Assim, a prevaléncia da incidéncia a tetraciclina
nao se deve somente aos géneros com maior numero de isolados resistentes
na coleta, e sim, a presenca de mais géneros com menor numero de
organismos resistentes porém com uma alta incidéncia de resisténcia a este
antimicrobiano, como Escherichia, Klebsiella e Serratia (Tabela 10).

Na coleta 2, novamente os antimicrobianos para os quais o0s
microrganismos apresentaram a maior frequéncia de resisténcia foi o
cloranfenicol (25%) e a tetraciclina (23,2%) (Figura 12). Os géneros
predominantes foram Aeromonas e Escherichia, representando 36% e 24%,
respectivamente, do total de 25 isolados resistentes na coleta (Figura 13). De
todos os isolados de Aeromonas, nesta coleta, 81,8% foram resistentes, sendo
que destes, 77,8% foram resistentes a cloranfenicol e 33,3% a tetraciclina. O
género Escherichia apresentou entre os seus isolados da coleta, 75% deles
resistentes, sendo que destes, 66,7% apresentaram resisténcia a ampicilina e
50%, resisténcia a cloranfenicol e tetraciclina. Géneros com menor numero de
isolados também apresentaram alta incidéncia a estes antimicrobianos, como
Enterobacter, Bacillus e Corynebacterium, mantendo assim este padrdo de

resisténcia (Tabela 10).



Na coleta 3, a maior freqiéncia de resisténcia foi para ampicilina
(23,3%) e tetraciclina (20%) (Figura 12). Bacillus e Klebsiella, com 31,3% e
25%, respectivamente, foram os géneros que apresentaram maior numero do
total de isolados resistentes desta coleta (Figura 13). O género Bacillus
apresentou 35,7% de seus isolados na coleta resistentes, sendo que destes,
60% apresentaram resisténcia a ampicilina, 20% a amicacina e 80% a
polimixina B. Nesta coleta, este género foi 0 Unico que apresentou resisténcia a
este ultimo antimicrobiano (Tabela 10). 66,7% de isolados do género Klebsiella
desta coleta, foram resistentes; sendo que destes, 50% foram resistentes ao
mesmo tempo a amicacina, ampicilina e tetraciclina. Nesta coleta, a alta
incidéncia de resisténcia a tetraciclina se deve ndo somente a presencga de
Klebsiella, mas também a presenca de Enterobacter e Serratia (Tabela 10).

Na coleta 4, os isolados resistentes apresentaram a maior taxa de
resisténcia novamente ao cloranfenicol (26,9%) e tetraciclina (23%), como ja
havia acontecido nas coletas 1 e 2 (Figura 12). Bacillus e Enterobacter foram
0s géneros resistentes predominantes, representando 41,7% e 25%,
respectivamente, dos 12 isolados resistentes encontrados nesta coleta (Figura
13). O género Bacillus apresentou 29,4% de seus isolados desta coleta
resistentes, sendo que 60% destes apresentaram resisténcia a cloranfenicol e
20% a tetraciclina. Do total de isolados do género Enterobacter nesta coleta,
27,3% foram resistentes, sendo que destes, 66,7% apresentaram resisténcia

equivalente a tetraciclina e cloranfenicol (Tabela 10).
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FIGURA 13. Frequéncia dos isolados resistentes a antimicrobianos, em cada
coleta, durante o processo de compostagem. A : porcentagem de isolados
resistentes nas coletas 1, 2, 3, 4 e 5; B : porcentagem de isolados nas coletas
6,7,8,9e10.




Uma maior freqléncia de resisténcia aos antimicrobianos cloranfenicol
(27,3%) e tetraciclina (22,7%) também foi observada na coleta 5 (Figura 12),
onde os géneros Escherichia e Enterobacter foram os que apresentaram maior
taxa de resisténcia, representando 66.6% dos 9 isolados resistentes desta
coleta (Figura 13). Todos os isolados resistentes do género Escherichia desta
coleta, 37,5%, apresentaram resisténcia a cloranfenicol e somente 33,3%
destes, a tetraciclina. O género Enterobacter apresentou, nesta coleta, 23% de
seus isolados resistentes, sendo que destes, todos apresentaram resisténcia a
tetraciclina e 66,7%, a cloranfenicol. Nesta coleta, o género Bacillus também
contribuiu com a incidéncia a cloranfenicol (Tabela 10).

Na coleta 6, houve uma freqiéncia equivalente a amicacina, cefalotina,
cloranfenicol, penicilina e tetraciclina (20%) (Figura 12) e os unicos géneros
que apresentaram resisténcia foram Enterobacter e Micrococcus,
representando 50%, cada um (Figura 13). Todos os isolados resistentes de
Enterobacter nesta coleta, 14,3%, apresentaram resisténcia a amicacina,
cloranfenicol e tetraciclina, e todos os de Micrococcus , 7,1%, apresentaram

resisténcia a cefalotina e penicilina (Tabela 10).



TABELA 9. Distribuicdo da resisténcia a antimicrobianos dos géneros isolados de uma leira de compostagem de residuos
sélidos urbanos.

Género N° N° AMI AMP CFL CLO GEN NAL PEN POL RIF TET TRI
total | isolados
isolad. | resistent.
Aeromonas spp. 43 16 7 10 9 6 4
(37,2%) (43,8%) (62,5%) (56,3%) (37,5%) | (25%)
Bacillus spp. 67 21 11 9 14 7
(31,3%) (52,4%) (42,9%) (66,7%) (33,3%)
Citrobacter spp. 13 2 1 (50%) 2 2 1 (50%)
(15,4%) (100%) (100%)
Corynebacterium 32 9 3 7 6 2
spp. (28,1%) (33,3%) | (77,8%) (66,7%) (22,2%)
Enterobacter spp. | 75 26 9 16 17 4 16
(34,7%) |(34,6%)|(61,5%) (65,4%) | (15,4%) (61,5%)
Escherichia spp. 71 21 12 15 12 1
(29,6%) (57,1%) (71,4%) (57,1%) (4,8%)
Klebsiella spp. 29 9 (31%) 3 6 4
(33,3%) | (66,6%) (44,4%)
Listeria spp. 21 6 1 3 (50%) 5
(28,6%) (16,7%) (83,3%)
Micrococcus spp. 23 3 (13%) 1 3
(33,3%) (100%)
Pseudomonas 48 13 1 6 7 8 7 2
spp. (27,1%) | (7,7%) | (46,2%) (53,8%) (61,5%) (53,8%)| (15,4
%)
Serratia spp. 22 5 1(20%) 2 (40%)
(22,7%)
Staphylococcus 11 2 1 (50%) 2
spp. (18,2%) (100%)







Ja na coleta 7, cloranfenicol e penicilina apresentaram a maior
frequéncia de resisténcia, com 20% cada, seguidos por ampicilina, cefalotina e
acido nalidixico, com incidéncia equivalente de 13,3% (Figura 12). Nesta
coleta, Micrococcus representou 33,3% dos 9 isolados resistentes da coleta, e
Corynebacterium e Pseudomonas, 22,2 % cada (Figura 13). Todos os isolados
resistentes de Micrococcus desta coleta, 22,2%, apresentaram resisténcia a
penicilina. Pseudomonas apresentou, entre os isolados nesta coleta, 16,7% de
resistentes, destes 50% foram resistentes a ampicilina e cloranfenicol e 100% a
acido nalidixico (Tabela 10).

Na coleta 8, predominou a resisténcia a cloranfenicol (30,3%) e acido
nalidixico (18,2%) (Figura 12). Os géneros Pseudomonas e Corynebacterium,
apresentaram o maior numero de isolados resistentes, desta coleta, 31,3% e
18,8%, respectivamente, dos 16 isolados resistentes (Figura 13). Dos isolados
de Pseudomonas, nesta coleta, 62,5% foram resistentes, sendo que 60%
destes, apresentaram resisténcia a acido nalidixico e cloranfenicol. Todos os
isolados de Corynebacterium resistentes desta coleta, 42,8%, apresentam
resisténcia a cloranfenicol, e destes, 33,3% a acido nalidixico (Tabela 10).

Na coleta 9, a resisténcia a cloranfenicol (40%), tetraciclina (40%) e
acido nalidixico (20%) foram as mais encontradas (Figura 12), sendo que
somente 0 género Pseudomonas apresentou resisténcia nesta coleta (Figura
13). Dos isolados, deste género, encontrados na coleta 9, 14,3% foram
resistentes, sendo que destes, todos apresentaram resisténcia a cloranfenicol e

50%, a tetraciclina e acido nalidixico (Tabela 10).



Ja na coleta 10, tetraciclina e acido nalidixico (27,3%), seguidos por
ampicilina (22,7%) foram os antimicrobianos com maior frequéncia de
resisténcia (Figura 12), sendo os géneros Listeria e Pseudomonas os mais
predominantes nesta coleta, representando 45,5% e 36,4%, respectivamente,
dos isolados resistentes da mesma (Figura 13). Todos os isolados do género
Listeria presentes nesta coleta, foram resistentes, sendo que 50%
apresentaram resisténcia a acido nalidixico. Dos isolados do género
Pseudomonas, nesta coleta, 66,7% apresentaram resisténcia, e destes, todos
apresentaram resisténcia a tetraciclina e ampicilina, e 25% a cloranfenicol
(Tabela 10).

Neste trabalho, as modificagdes apresentadas no perfil de resisténcia e
nos indices de incidéncia a antimicrobianos de cada género, ao longo do
processo de compostagem, pode evidenciar a ocorréncia de transferéncia
genética entre os isolados. Os genes que codificam os mecanismos de defesa
a antimicrobianos estdo localizados no cromossomo bacteriano ou em
plasmidios extracromossomais, e sao transmitidos a seus descendentes
através da transferéncia genética vertical. Elementos genéticos, tais como
plasmidios, podem também ser trocados entre bactérias de diferentes filiagdes
taxondmicas (transferéncia genética horizontal) (Davidson, 1999). A
transferéncia horizontal de plasmidios é a principal razao para a disseminagao
de genes resistentes no ambiente. A transferéncia de plasmidios entre
bactérias ocorre em uma variedade de ambientes naturais, como solos,

esgotos, sedimentos, aguas (Chandrasekaran et al., 1998).



TABELA 10. indice de resisténcia a antimicrobianos nos géneros, identificados em cada coleta durante o
processo de compostagem, que apresentaram resisténcia a algum antimicrobiano.

ANTIMICROBIANOS

Género Colet N° AMI AMP CFL CLO |GEN| NAL PEN POL RIF TET TRI
isolados
N° resistent
isolados
Aeromonas spp. 1/17 7 (41,2%) 3 4 5 2
(42,9%) (57,1%) (71,4%) (28,6%)
Aeromonas spp. 2711 9 (81,8%) 3 7 4 3 1
(33,3%) (77,8%) (44,4%) (33,3%) | (11,1%)
Bacillus spp. 1/4 4 (100%) |1 (25%) 2 (50%) 4 (100%)
Bacillus spp. 2/10 4 (40%) |2 (50%) 1 (25%) 4
(100%)
Bacillus spp. 3/14 5(35,7%) |1 (20%) | 3 (60%) 4 (80%)
Bacillus spp. 4/17 5(29,4%)| 2 (40%) 3 (60%) 3 (60%) 1 (20%)
Bacillus spp. 5/12 2 (16,7%) |1 (50%) 1 (50%) 1 (50%)
Bacillus spp. 717 1(14,3%) 1 (100%)
Citrobacter spp. 8/3 2 (66,7%) 2 2 1 (50%)
(100%) (100%)
Corynebacterium spp 1/4 2 (50%) 1 (50%) 2 1 (50%)
(100%)
Corynebacterium spp 2/3 1(33,3%) 1 1
(100%) (100%)
Corynebacterium spp 717 3 (42,9%) 2 2 1 1
(66,7%) | (66,7%) (33,4%) (33,4%)
Corynebacterium spp 8/9 3 (33,3%) 1 3 1 1 (33,3%)
(33,3%) |(100%) (33,3%)




TABELA 10 (continuacao). indice de resisténcia a antimicrobianos nos géneros, identificados em cada coleta durante o
processo de compostagem, que apresentaram resisténcia a algum antimicrobiano.

Género Coleta N° AMI AMP CFL| CLO GEN NAL PEN | POL | RIF TET TRI
isolados
% resistent
isolados
Enterobacter spp. 1711 9 1 6 (66,7%) 6 1(11,1%) 6 (66,7%)
(81,8%) [(11,1%) (66,7%)
Enterobacter spp. 2/8 5(62,5%) |2 (40%) |4 (80%) 3 (60%) |1 (20%) 2 (40%)
Enterobacter spp. 3/14 3(21,4%) |2 2 (66,7%) 1 1 (33,4%) 1 (33,4%)
(66,7%) (33,4%)
Enterobacter spp. 4/ 11 3 (27,3%) 3 (100%) 2 2 (66,7%)
(66,7%)
Enterobacter spp. 5/13 3(23,1%) |3 1 (33,3%) 2 3 (100%)
(100%) (66,7%)
Enterobacter spp. 6/7 1(14,3%) |1 1 1 (100%)
(100%) (100%)
Enterobacter spp. 7/6 1(16,7%) 1 (100%) 1 (100%)
Enterobacter spp. 8/3 1 (33,3%) 1 (100%) 1
(100%)
Escherichia spp. 1/8 6 (75%) 3 (50%) 4 3 (50%) 1(16,7%)
(66,7%)
Escherichia spp. 2/8 6 (75%) 4 (66,7%) 3 (50%) 3 (50%) 3 (50%)
Escherichia spp. 4/8 2 (25%) 2 (100%) 2 1 (50%)
(100%)
Escherichia spp. 5/11 3 (66,7%) 3 3 1 (33,3%)
(100%) (100%)
Escherichia spp. 8/7 2 (28,6%) 1 (50%) 1(50%) 1 (50%) 1 (50%)




TABELA 10 (continuacao). indice de resisténcia a antimicrobianos nos géneros, identificados em cada coleta durante o
processo de compostagem, que apresentaram resisténcia a algum antimicrobiano.

ANTIMICROBIANOS

Género Coleta N° AMI AMP CFL CLO | GEN NAL PEN POL | RIF TET TRI
isolados
% resistent
isolados

Escherichia spp. 10/ 11 2 1 (50%) 1 (50%)
(18,2%)

Klebsiella spp. 1/2 2 1 (50%) 2 (100%)
(100%)

Klebsiella spp. 3/6 4 2 (50%) |2 (50%) 2 (50%)
(66,7%)

Klebsiella spp. 5/5 1(20%) |1

(100%)

Klebsiella spp. 8/4 2 (50%) |1 (50%) |1 (50%)

Listeria spp. 3/4 1 (25%) 1 (100%) 1 (100%)

Listeria spp. 4/4 1 (25%) 1(100%) |1 (100%)

Listeria spp. 10/9 4 2 (50%) |3 (75%)
(44,4%)

Micrococcus spp. 6/14 1(7,1%) 1 (100%) 1 (100%)

Micrococcus spp. 719 2 2 (100%)
(22,2%)

Pseudomonas spp. |7/8 2 (25%) 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)

Pseudomonas spp. |8/12 5 1(20%) |1 (20%) 3 (60%) 3 (60%) 2 (40%) |2 (40%)
(41,7%)

Pseudomonas spp. (9/6 2 2 1 (50%) 1 (50%)
(33,3%) (100%)

Pseudomonas spp. [10/14 4 4 1(25%) 4 (100%)
(28,6%) (100%)

Serratia spp. 1/1 1 1 1 (100%)
(100%) (100%)




TABELA 10 (continuacao). indice de resisténcia a antimicrobianos nos géneros, identificados em cada coleta durante o
processo de compostagem, que apresentaram resisténcia a algum antimicrobiano.

ANTIMICROBIANOS

Género Coleta N° AMI AMP CFL CLO GEN NAL PEN POL RIF TET TRI
isolados
N° resistent
isolados
Serratia spp. 3/8 3 2 (66,7%) 2
(37,5%) (66,7%)
Serratia spp. 4/7 1 1
(14,3%) (100%)
Staphylococcus spp. 1/1 1 1 (100%) 1
(100%) (100%)
Staphylococcus spp. 8/2 1 (50%) 1
(100%)







4.7. Determinac&o da resisténcia a metais pesados

Durante a realizacdo deste trabalho, foram realizadas analises da
concentragdo de metais pesados (cadmio, cromo, cobre, chumbo, mercurio,
niquel e zinco) em duas amostras do processo de compostagem, no composto

cru e no curado. Os resultados obtido estao representados na tabela 11.

TABELA 11. Concentracbes de metais pesados encontrados em
amostras de composto durante o processo de compostagem.

Concentracao (mg/Kq)
Metais Amostra 1 (composto Amostra 2 (composto
cru) curado)

Cadmio <1 <1

Cromo 28 71

Cobre 54 71
Chumbo 29 25
Mercurio 0,18 0,16

Niquel 21 44

Zinco 179 160

Observou-se uma concentracdo na maioria destes metais, com o

decorrer do processo, 0 que era esperado, pois 0os metais ndo sdo eliminados
pelo mesmo, sendo concentrados no seu produto final. A diminuicdo no valor
encontrado de chumbo, mercurio e niquel, pode ser uma indicacdo de que
alguns dos microrganismos presentes nesta leira de compostagem, possuam a
capacidade de realizar biodegradagao, transformando estes metais toxicos em
elementos menos téxicos a eles e ao ambiente. Existem regulamentacdes, em
alguns paises, sobre a quantidade de metal presente no composto, para que
este possa ser utilizado como fertilizante organico. A concentragdo maxima

admitida destes metais no composto encontram-se na tabela 12.



TABELA 12. Requerimento legal para metais pesados em composto curado
para ser considerado como fertilizante organico, em diferentes paises.

Legislacéo Metais Pesados (mg/KQ)
Cd Cr Cu Pb Hg Ni Zn
Alemanha | 1,5 100 100 150 1 5 400
Suica 3,0 150 150 150 3 50 500
EPA (1) 17 1200 1500 300 17 420 2800
Franga 20 2000 2000 1600 20 400 6000
Austria 1a4 [50a300{0a1000| 200 a 1a4 |30a200| 300a
900 1500
CCE (2) 16 a () 1000a | 1000a | 16a25 | 300a | 2500 a
25 1750 1750 400 4000
Holanda | <0,7 <50 <25 <65 <0,2 <10 <75

(1) United States Environmenal Protection Agency; (2) Concil of the Europian
Communties

Na comparagao dos resultados obtidos da analise do composto, com
cada uma das legislagdes utilizadas no desenvolvimento do trabalho, constata-
se que o composto organico de residuos soélidos urbanos da Usina de
Compostagem esta em conformidade, com 100% dos niveis de tolerancia da
Alemanha, Suica, EPA, Franca, Austria, CCE. Com relacéo a Holanda, verifica-
se que o nivel de cadmio, cromo, cobre, niquel e zinco no composto curado
esta acima do indice de tolerancia, tornando-o assim, inaceitavel para
utilizagdo como fertilizante organico.

A determinacdo da resisténcia a metais pesados foi realizada para os 17
géneros encontrados durante a realizagdo deste trabalho, analisando-se suas
tolerancias a cadmio, cobalto, cromo, cobre, mercurio e zinco. Todos os
géneros estudados apresentaram tolerancia a todos os metais. O perfil de

tolerancia apresentado por estes géneros esta demonstrado na tabela 13.




TABELA 13. Perfil de tolerdncia a metal pesado apresentado pelos

géneros isolados de uma leira de compostagem de residuo sélido urbano.

Género

Tolerancia

Aeromonas spp.
Bacillus spp.
Burkholderia spp.

Citrobacter spp.

Corynebacterium spp.

Enterobacter spp.
Escherichia spp.
Flavimonas spp.

Klebsiella spp.
Listeria spp.

Micrococcus spp.
Pasteurella spp.
Providencia spp.

Pseudomonas spp.
Serratia spp.
Staphylococcus spp.

Xantomonas spp.

Cr>Cu>Zn=Cd>Co>Hg
Cr>Cu=Zn>Cd>Co>Hg
Cr>Cu>Cd=Zn>Co>Hg
Zn>Cr>Cu>Cd>Co>Hg
Zn>Cu>Cr>Cd>Co>Hg
Cr>Zn>Cu>Cd>Co>Hg
Cr>Cu>Cd>Zn>Co>Hg
Cr>Cu=2Zn>Cd>Co>Hg
Cr>Cu>Zn>Cd=Co>Hg
Cr>Cu>Zn>Cd>Co>Hg
Cr>Cu>Zn>Cd>Co>Hg
Zn>Cr>Cu>Cd>Co>Hg
Cr>Cu>Zn>Cd>Co>Hg
Cu>Cr>Zn>Cd>Co>Hg
Cu>Cr=Zn=Cd>Co>Hg
Cu>Cr>Cd=Co=Zn>Hg

Cr>Zn=Cu>Cd>Co>Hg

Os perfis de resisténcia a metal pesado mostraram-se diferenciados na
maioria dos géneros, com excecdo dos géneros Listeria, Micrococcus e

Providencia, que apresentaram o mesmo perfil. Para todos os géneros,



mercurio apresentou maior toxicidade e para a maioria, cromo apresentou a
menor.

Neste trabalho, o cromo foi um dos metais que apresentou menor
toxicidade aos isolados estudados, necessitando de concentragbes elevadas
da solugdo salina para se obter a inibicdo de 90% do crescimento do
organismo. A tolerancia ao cromo, foi maior a 1,0 mM na maioria dos géneros.
Os mais tolerantes foram Pseudomonas, Pasteurella, Aeromonas e
Flavimonas, com MIC 90% de 2,9 mM, 2 mM e 1,9 mM respectivamente. A
menor tolerancia foi demonstrada por Corynebacterium e Staphylococcus, com
0,9 mM. Hassen et al. (1998), em estudo realizado com bactérias de origem
ambiental como aguas, efluentes liquidos, chorume, sedimentos, solo e
composto de residuo sélido urbano, observaram que a maioria das espécies
estudadas necessitaram mais de 1,2 mM de sulfato de cobre Il para inibir
completamente seu crescimento. Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
terrigena, isoladas de composto de residuos soélidos urbanos, nao
apresentaram crescimento em concentracdes de 1,2mM e 1,8 mM de sulfato
de cobre lll, respectivamente.

No que se refere a resisténcia ao metal cobre, a maioria dos géneros
estudados toleram mais do que 0,9 mM da solugdo salina. Os géneros mais
tolerantes foram Pseudomonas com MIC 90% de 3,2 mM, seguido por
Escherichia e Klebsiella, com 1,7 mM cada, e Aeromonas, 1,2mM. Os menos
tolerantes foram Corynebacterium, Pasteurella e Xantomonas, com 0,9 mM
(Tabela 14). No estudo de Hassen et al. (1998), a maioria das espécies

toleraram mais de 0,8 mM de sulfato de cobre, sendo os mais tolerantes,



isoladas de composto de residuo sélido, Pseudomonas aeruginosa e
Providencia stuartii com 1,8 mM e 1,2 mM, respectivamente. Em isolados de
esgoto, Filiali et al. (2000), a concentragcdo minima inibitéria para inibir o
crescimento dos organismos Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella terrigena e
Staphylococcus spp foi de 6 mM de sulfato de cobre.

Os géneros que apresentam maior resisténcia a solugao salina de
zinco sdo Pseudomonas, com 2,8 mM, Citrobacter, 2,3 mM, e
Corynebacterium, com 1,5 mM, sendo que a maioria dos géneros toleraram
mais de 1,0mM. Os que apresentaram menor resisténcia foram
Staphylococcus, e Klebsiella, com 0,7 mM e 0,8 mM, respectivamente (Tabela
14). Pseudomonas aeruginosa, isolada de composto de residuos soélido urbano,
apresentou tolerancia a 1,5 mM de sulfato de zinco (Hassen et al.,1998). Ja em
isolados de esgoto, a concentragcdo minima inibitéria encontrada foi de 2 mM
para K. terrigena, sendo que a mesma nao foi determinada para os demais
isolados (Filiali et al., 2000),.

A tolerancia a cadmio, para a grande maioria dos géneros, foi maior
que 0,7 mM. Os mais tolerantes foram Pseudomonas, Enterobacter,
Escherichia, com 2,3 mM, 1,2mM e 1,1 mM respectivamente. Ja os menos
tolerantes foram Providencia e Klebsiella, com 0,5mM cada e Pasteurella, com
0,7 mM (Tabela 14). Isolados ambientais apresentam variagdes a tolerancia a
cadmio de 0,1 mM a 1,5 mM. P.aeruginosa e Providencia stuartii, isoladas de
composto, resistentes a cadmio, toleram concentragdes proximas a 1,5 mM e
0,2 mM de sulfato de cadmio (Hassen et al., 1998). J4 em isolados de esgoto,

Filiali et al. (2000) observaram a concentragdo minima inibitéria de 2 mM para



Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus spp, e de 4 mM para Klebsiella
terrigena.

A toleréncia a cobalto foi superior a concentracdo de 0,5 mM na
maioria dos géneros. Os mais tolerantes foram Pseudomonas 1,3mM,
Aeromonas 0,8 mM, Citrobacter e Providencia com 0,3 mM cada. Bacillus e
Listeria com 0,4 mM cada, foram os géneros com menor tolerancia a este metal
(Tabela 14). Nos isolados ambientais, a tolerancia foi menor a 0,8 mM de
sulfato de cobalto, e em P. aeruginosa e K. terrigena, de composto, 0,6 mM.
(Hassen et al., 1998). J&4 em isolados de esgoto, a concentragdo minima
inibitéria observada foi de 3,2 mM para Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
terrigena e de 1,6 mM para Staphylococcus spp (Filiali et al., 2000).

O mercurio foi o metal que apresentou maior toxicidade aos géneros
estudados, inibindo o crescimento de 90% dos isolados em baixas
concentragcbes da solugdo salina. Este metal foi melhor tolerado por
Pseudomonas, Micrococcus, Klebsiella e Enterobacter, com concentragcbes
0,1mM , 0,08 mM, 0,07 mM e 0,07 mM respectivamente, e menos tolerado por
Corynebacterium, Providencia e Staphylococcus, com 0,03 mM (Tabela 14). No
trabalho de Hassen et al. (1998), a taxa de tolerancia a mercurio variou de
0,005 mM a 1,0 mM. P. aeruginosa e P. stuartii , isoladas de composto,
apresentaram tolerancia de 0,05 mM. Em isolados de esgoto, Filiali et al.
(2000), a concentragdo minima inibitéria foi de 1,2 mM para Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella terrigena e Staphylococcus spp.



TABELA 14. Concentragdes inibitérias minimas (MIC) de sais de metais pesados capazes de inibir o crescimento (50% e

90%) dos organismos isolados de uma leira de compostagem de residuo sélido urbano.

Metais (MIC 50%/MIC 90%)

Géneros Cd Co Cr Cu Hg ZNn
Aeromonas spp 0,6/1,0 0,3/0,8 1,5/1,9 1,2/1,6 0,02 /0,06 0,6/1,0
Bacillus spp 0,3/0,9 0,1/0,4 1,1/1,4 0,8/1,2 0,03 /0,06 0,7/1,2
Burkholderia spp 0,5/1,2 0,2/0,6 1,2/1,6 1,0/1,3 0,01/0,04 0,8/1,2
Citrobacter spp 0,2/0,8 0,1/0,3 0,8/1,2 0,7/1,3 0,03/0,05 16/2,3
Corynebacteriumspp | 0,3/0,7 0,2/0,5 0,5/0,8 0,4/0,9 0,01/0,03 0,9/15
Enterobacter spp 0,4/12 0,3/0,6 0,9/1,5 0,8/1,3 0,04 /0,07 0,8/14
Escherichia spp 0,5/1,1 0,3/0,7 1,9/24 1,2/1,7 0,02 /0,06 0,5/0,9
Flavimonas spp 0,6/1,0 0,2/0,6 1,4/1,9 0,7/1,2 0,02 /0,05 0,6/1,2
Klebsiella spp 0,2/0,5 0,2/0,5 1,6/2,3 1,2/1,7 0,03/0,07 0,5/0,8
Listeria spp 0,3/0,7 0,1/0,4 1,3/1,8 0,6/1,3 0,03/0,06 0,4/1,0
Micrococcus spp 0,4/0,8 0,2/0,5 1,2/1,9 09/14 0,04 /0,08 0,4/0,9
Pasteurella spp 0,3/0,7 0,3/0,6 0,9/1,3 0,5/0,9 0,02/0,05 1,0/1,5
Providencia spp 0,2/0,5 0,1/0,3 1,4/2,0 0,8/1,3 0,01/ 0,03 0,8/1,2
Pseudomonas spp 14/2,3 0,6/1,3 25/29 26/3,2 0,06/0,1 20/28
Serratia spp 0,7/1,1 0,3/0,5 0,7/1,1 0,5/1,3 0,02/0,05 0,7/1,1
Staphylococcus spp 0,4/0,7 0,3/0,7 0,4/0,8 0,5/1,1 0,01/0,03 0,3/0,7
Xanthomonas spp 0,3 /0,8 0,2/0,5 0,7/1,1 0,4/0,9 0,03/0,06 0,4/0,9




Microrganismos resistentes a antimicrobianos e tolerantes a metais
aparecem como resultado da exposicdo a ambientes contaminados com
metais, que causa uma selegao de fatores de resisténcia para antimicrobianos
e metais pesados (Bhattacherjee, 1988). A resisténcia a antimicrobianos em
bactérias esta freqlientemente associada e fortemente correlacionada com a
tolerancia a metais, assim sendo um fendmeno natural para sobrevivéncia
(Duxbury & Bicknell, 1983). Os genes que codificam o mecanismo de defesa a
antimicrobianos e tolerancia a metais podem estar localizados no cromossomo
ou no plasmidio, e sao transmitidos através de transferéncia genética vertical e
horizontal. Em muitos organismos, os genes que controlam a resisténcia a
metais sdo carregados pelo plasmidio, o qual fornece a bactéria uma vantagem
competitiva sobre os outros organismos, quando o metal esta presente (Trevor,
1985). A transferéncia horizontal de genes codificados por plasmidio € a razao
principal para a disseminagdo de genes de resisténcia no ambiente. A
transferéncia de plasmidio entre bactérias ocorre em uma variedade de
habitats naturais, como agua, esgoto, sedimentos, solo. Esta transferéncia
pode ocorrer entre organismos taxonomicamente préximos ou nao
(Chandrasekaran,1998).

Neste trabalho, foi realizada a extragdo plasmidial de géneros que
apresentaram resisténcia simultanea aos antimicrobianos e metais pesados,

para deteccao da presencga ou nao de plasmidios e analise de seu perfil.
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FIGURA 14. (a) Eletroforese em gel de agarose 0,5% corado com brometo de
etidio, com o resultado da extragdo plasmidial de géneros isolados do
composto de residuo sélido organico. Canaleta (M) marcador de peso
molecular Lambda DNA/Eco RI + Hind Ill, (1) isolado de Micrococcus spp., (2)
isolado de Citrobacter spp., (3) isolado Aeromonas spp., (4) isolado de
Staphylococcus spp., (5) isolado de Escherichia spp. (b) negativo da figura 14 a
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FIGURA 15. (a) Eletroforese em gel de agarose 0,5% corado com brometo de
etidio, com o resultado da extragdo plasmidial de géneros isolados do
composto de residuo sélido organico. Canaleta (M) marcador de peso
molecular Lambda DNA/Eco RI + Hind lll, (1) isolado de Klebsiella spp., (2)
isolado de Enterobacter spp., (3) isolado Pseudomonas spp., (5) isolado de
Listeria spp. (b) negativo da figura 15 a
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FIGURA 16. (a) Eletroforese em gel de agarose 0,5% corado com brometo de
etidio, com o resultado da extracdo plasmidial de géneros isolados do
composto de residuo sélido organico. Canaleta (M) marcador de peso
molecular Lambda DNA/Eco RI + Hind lll, (2) isolado de Bacillus spp., (4)
isolado de Enterobacter spp., (5) isolado de Corynebacterium spp., (6) isolado
de Serratia spp. (b) negativo da figura 16 a

Analisando-se a figura 14, observa-se que 0s géneros Micrococcus,
Citrobacter e Staphylococcus apresentaram um Unico plasmidio, com
aproximadamente 21 kb. J& o género Aeromonas, apresentou duas bandas
representando dois plasmidios, um com peso superior a 21 kb e a outra com
aproximadamente 21 kb. O género Escherichia apresentou trés plasmidios,
com aproximadamente 21 kb, 4 kb e outro entre 2 e 3 kb.

Na figura 15, verifica-se a presenca de um plasmidio, com
aproximadamente 21 kb, nos géneros Klebsiella e Listeria. O género
Enterobacter apresentou trés bandas (plasmidios), de aproximadamente 21
kb, 4 kb e 2 Kb. Ja no género Pseudomonas observou-se quatro plasmidios,

um com aproximadamente 21 kb, um com peso molecular entre 21 e 5 Kb,

outro entre 5 e 3 Kb e o ultimo com 2 Kb.



A figura 16, mostra o género Corynebacterium com uma banda
representando um plasmidio de aproximadamente 21 Kb, e os géneros Bacillus
e Serratia com dois plasmidios, um com peso molecular superior a 21 kb e
outro com aproximadamente 21 kb.

A presenca de plasmidios em todos os géneros que apresentaram
resisténcia simultdnea a antimicrobianos e metais pesados, provavelmente nos
fornece o indicio de que esta resisténcia se encontra nos mesmos. Segundo
Lawlor et al.(1999), os mecanismos de resisténcia podem ser cromossomais,
ou mais frequentemente, plasmidiais de diferentes tamanhos, e transportam
genes de resisténcia aos metais. Neste trabalho, todos géneros testados
apresentaram pelo menos um plasmidio, entretanto, para inferirmos que os
genes de resisténcia estdo nos mesmos, devemos realizar a técnica de
curagem para verificarmos a presenca ou nao destes genes no plasmidio.
Através desta técnica, observa-se se os isolados mantém a caracteristica de
resisténcia apds a perda dos plasmidios ou nédo, podendo-se entado inferir esta
capacidade de resisténcia aos genes que estdo no plasmidio ou no

cromossomo do isolado estudado.



5. CONCLUSOES

1. A comunidade bacteriana apresentou-se diversificada e nao
sofreu grandes variagdes qualitativas ao longo do processo.

2. A populacdo predominante durante o processo foi constituida
pelos géneros: Enterobacter, Escherichia, Bacillus e Pseudomonas.

3. A avaliagao dos indices de coliformes totais e fecais apresentou
um declinio devido ao processo de compostagem.

4. Os géneros predominantemente resistentes a antimicrobianos,
durante o processo de compostagem, foram Enterobacter, Bacillus, Escherichia
e Aeromonas.

5. O metal pesado que apresentou menor toxicidade aos géneros
estudados foi o cromo e o de maior toxicidade, o mercurio. O género
Pseudomonas foi o que apresentou maior tolerdncia, e o0s géneros
Sthapylococcus e Corynebacterium, a menor.

6. Plasmidios foram encontrados em isolados de géneros que

apresentaram resisténcia simultdnea a metal pesado e antimicrobianos.



6. PERSPECTIVAS

1. Realizar o teste de curagem, para determinar se a resisténcia a
antimicrobianos e metal pesado, dos isolados resistentes, esta codificada por
genes cromossomais ou plasmidiais.

2. Realizar o teste de biodegradacao, para verificar a capacidade,
destes organismos resistentes a metais pesados, de degradar estes
compostos, 0 que pode ser sugerido pela diminuigdo da concentragdo de
certos metais pesados durante o processo de compostagem.

3. Testar mais isolados para resisténcia aos metais pesados,

aumentando assim a possibilidade de encontrar isolados biodegradadores.
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8. APENDICES
8.1. Introducéo

A preparagao dos meios de cultura foi realizada segundo as especificagdes dos
fabricantes ou seguindo as instru¢des da bibliografia especializada.

8.2. Meios de cultura para crescimento e isolamento.

8.2.1. Agar Base Cetrimida (USP) — BIOBRAS g/L
Peptona de gelatina 20,0
Sulfato de potassio 10,0
Cloreto de magnésio 1,4
Cetrimida 0,3
Agar 13,6

pH=7,2 +/- 0,2 a 25°C

8.2.2. Agar Base XLT4 DIFCO g/L
Peptona 1,6
Extrato de levedura 3,0
L-lisina 5,0
Xilose 3,75
Lactose 7,5
Sacarose 7,5
Citrato de amoénio férrico 0,8
Tiossulfato de sédio 6,8
Cloreto de sédio 5,0
Agar 18,0
Vermelho de fenol 0,08

pH=7,4 +/- 0,2 a 25°C

8.2.3. Agar BHI (agar infusdo de cérebro e coracdo — MERCK) g/L

Extrato de cérebro, extrato de coragao e petona 27,5
D (+) — glicose 2,0
Cloreto de sddio 5,0
Hidrogeno fosfato di-sédico 2,0
Agar-agar 15,0

pH=7,4 +/- 0,2 a 25°C



8.2.4. Agar EMB (agar eosina azul- de metileno lactose —sacarose-

MERCK) g/L
Peptona 10,0
Hidrogenofosfato di-potassico 2,0
Lactose 5,0
Sacarose 5,0
Eosina 0,4
Azul de metileno 0,07
Agar 13,5
pH=7,1 +/- 0,2 a 25°C
8.2.5. Agar PCA ( Plate Count Agar) g/L
Peptona 5,0
Extrato de levedura 2,5
Dextrose 1,0
Agar 15,0
pH=7,1 +/- 0,2 a 25°C
8.2.6. Agar seletivo para Pseudomonas — BIOBRAS g/L
Peptona de gelatina 16,0
Hidrolisado acido de caseina 10,0
Sulfato de potassio 10,0
Cloreto de magnésio 1,4
Agar 11,0
pH=7,1 +/- 0,2 a 25°C
8.2.7. Caldo Base Tetrationato (DIFCO) g/L
Peptona 5,0
Sal bacto-bile 1,0
Tiossulfato de sédio 30,0
Carbonato de calcio 10,0

pH=8,4 +/- 0,2 a 25°C
Adicionar 2 mLde solucao lodo-iodeto

8.2.8. Caldo BHI (infusé&o de cérebro e coracéo) — (BIOBRAS) g/L
Cloreto de sddio 5,0
Dextrose 2,0
Fosfato bibasico de sédio 2,5
Infusdo de cérebro e coragao 17,5
Peptona de carne 5,0
Peptona de caseina 5,0

pH=7,4 +/- 0,2 a 25°C



8.3. solucgdes utilizadas na extracao plasmidial
8.3.1. solucao de NaCl 1M

NaCl

9

Agua destilada
mL

8.3.2. Solucéao |

Glicose

M

Tris HCI (pH=8,0)
M

EDTA (pH=8,0)
M

8.3.3. Solucéo Il

NaOH
SDS

8.3.4. Solucao llI
Acetato de potassio
Acido Acético

mL

Agua destilada

mL

8.3.5. Fenol / Cloroférmio

Fenol tamponado
Cloroférmio (Nuclear)

8.3.6. Cloroférmio / Alcool isoamilico

Cloroférmio (NUCLEAR)
Alcool isoamilico (SYNTH)

8.3.7. Acetato de sodio 3M

Acetato de sodio
Agua destilada até completar 200 mL

5,844

100

0,05
0,025

0,01

02M
1%

6,0 mL
1,15

2,85

1V
1V

24V
1V

96,02 g



8.3.8. TE

Tris HCI (pH=8,0)
EDTA (pH=8,0)

8.4. Solugdes utilizadas para corrida em gel de agarose

8.4.1. TAE 50X

Tris base

Acido acético glacial

EDTA 0,5 M (pH=8,0)

Agua destilada até completar 1000 mL
8.4.2. TAE 1X

TAE 50X
Agua destilada até completar 1000 mL

8.4.3. Gel de agarose

Agarose
TAE 1X

8.4.4. Tampéao de corrida
Azul de bromofenol

Sacarose
Agua Milli-Q estéril

0,01 M
0,001 M

242 g
57,1 mL
100 mL

20 mL

0,5¢
100 mL

125 uL
200 pL
175 uL



