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Caracterizacdo da microbiota mesofila aerobiaisolada de um sistemade
lagoas de estabilizacdo para o tratamento de dejetos de suinos”®

Characterization of the aerobic mesophilic bacterial flora isolated from a
stabilization ponds system processing pig slurry

Verdnica Schmidt!?, Katiane Santin? & Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso!?

RESUMO

O comportamento de populac6es microbianas mesdfilas, presentes em dejetos suinos submetidos a tratamento
em lagoas de estabilizagéo, ainda é pouco conhecido. O objetivo deste estudo foi avaliar a variagao quantitativa e qualita-
tiva da microbiota mesdfila aerdbia presente ao longo de um sistema de lagoas de estabilizacédo para tratamento de dejeto
suinos. A populacao média de mesofilos aerébios manteve-se constante ao longo das lagoas, apesar de ter havido um
variagao nas contagens entre as diferentes coletas realizadas. A diversidade média da microbiota do efluente foi menor que
a encontrada no afluente do sistema, ndo havendo diferenca na equitabilidade entre os pontos amostrados. No inicio do
sistema houve um predominio de bactérias com caracteristicas compativeis com as enterobactérias, enquanto no efluent
predominaram grupos semelhantes aos enterococos.

Descritores: diversidade bacteriana, lagoas de estabilizagao, dejetos suinos.

ABSTRACT

The mesophilic bacteria species pattern, found in pig slurry submited to treatment in stabilization ponds, is still
poorly understood. The aim of this study was to evaluate the quantitative and qualitative variation of the aerobic mesophilic
flora isolated throughout a stabilization ponds system, that receives pig slurry. The mesophilic population counts didn't
show any variantion among the sampled ponds but different counts have been found among the sampling periods. The
bacterial flora of the effluent showed a lower diversity than that found in the affluent. There was no difference in the
equitability among the sampled points of the system. Most of the affluent isolates showed morphological and biochemical
characteristics similar to the Enterobacteriaceae family, while in the effluent predominated bacteria similar to the enterococc

group.
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INTRODUCAO ao longo do sistema de tratamento: apds o tanque de

: . armazenamento (P1), apds o tanque de sedimentacéo

Considera-se que, mundialmente, vertem-s ) o
3), lagoa de lodo (PA), apos a segunda lagoa anaerdbia

diariamente mais de 800 milhdes de metros cubic . . .
. S . a . ~ . (P9), apods a lagoa facultativa (P10), apds a lagoa com
de aguas residuais e residuos organicos e inorganicos

20s cornos d'aaua. 1sto ocasiona a deterioracio eracao mecanica (P11) e apos a terceira lagoa aerdbia
: P gua. ¢ 14). As coletas foram realizadas de acordo com o pro-
rios e oceanos e limita 0 uso que pode ser dado a este

S .
ocolo vigente na Empresa, sendo que de cada ponto
recursos [6].
Juntamente com a matéria organica, os dejetos

amostrado foram coletadas 05 (cinco) por¢des de 1 litro
aareqam a0s recursos hidricos arande namero ada, em recipiente préprio, sendo dai retirada uma aliquota
greg 9 € 100 mL em vidro estéril, mantida a 4°C e enviada ao

microorganismos aloctones, principalmente do 9"UPPahoratério de Medicina Veterinria Preventiva da
dos heterotréficos [1], tais como bactérias heterotréfic FRGS, em Porto Alegre, para a realizaco de exame

mesofilas, as quais sdo capazes de causar doen(;a% g&eriolégico

homem e nos animais [20, 21]. As amostras foram diluidas (1@té 1¢) em

Por outro lado, os microorganismos tém um, .
. 50 o daua peptonada 0,1%, sendo semeadas, em duplicata,
papel decisivo nos processos de autodepuracdo e de-

composicao da matéria organica, sendo agentes %6quotas de 0,1 mL em Agar para Contagem, pela téc-
tratamento biolégico de dejetos nas lagoas de establf*2 de superficie. Ap?s .|ncuba(;ao em aerobiose a 37°C
zacgao [21], que por sua vez, apresentam uma microbidtd" 43 ho[as, as colonias foram contadas nas plac?s
propria, que degrada de diferentes formas, a matéffgMm diluicdo em que apresentassem entre 20-200 colo-
organica, diminuindo o poder poluente do efluente géyas. Avaliou-se, ainda, o numero de diferentes tipos
rado [1,19]. A sobrevivéncia de patégenos, como goloniais de acordo com a forma (puntiforme, circular
géneraSalmonellatem sido estudada [11-13,16,23].0U irregular), a elevagéo (chata, convexa ou irregular),
Entretanto, estudos das comunidades bacterianas ®§sPordos (inteiros ou irregulares), a transparéncia
diferentes habitats ainda sdo escassos [4]. Da mesfH@nsparente ou opaca) e a pigmentacao (ausente,
forma, o perfil de populacdes mesdfilas, presentes eanarelo, vermelho, verde ou outro), bem como a pro-
lagoas de estabilizag&o, ainda é pouco conhecido. porc¢éo de colnias pertencentes a cada tipo colonial.
Em estudo realizado anteriormente, em um sis- Da placa onde era realizada a contagem, fo-
tema de lagoas de estabilizacdo para o tratamento @en coletadas 10 coldnias, escolhidas de forma alea-
dejetos suinos [17], verificou-se que o mesmo era efiéria, para a identificacio. Para a escolha das coléni-
ciente na reducdo de parametros fisico-quimicos e @g foi construido, previamente, um mapa de quadrantes
populacao de coliformes. sobre o qual a placa era depositada, sendo entdo
O objetivo deste estudo foi quantificar e Cagpletadas as colonias que estavam dentro de areas
racterizar a mlcroblota mesofila aerc')blg _pres~ente dé-determinadas do mapa. As areas foram pré-de-
longo deste sistema de lagoas de estabilizaco. terminadas por sorteio, de acordo com a tabela de
MATERIAIS E METODOS nameros aleatodrios [20]. As colbnias escolhidas fo-

ram isoladas em agar triptose de soja e mantidas a -

O sistema de tratamento estudado localiza-se "R¥C em caldo de infusio cérebro e coragao acresci-

sul do Brasil, recebendo dejetos de cerca de 4.000 matyl- . . . .
. . .. do de 20% de glicerol, até o momento da identifica-
zes e 30.000 suinos em crescimento e terminacéo. Os

dejetos liquefeitos sdo levados até tanques FL0- As bacté,ria.ls foram clas’silficadas de acordo com
armazenamento, localizados imediatamente antes da plSH2S caracteristicas microscopicas (bastonete ou coco,
ta de tratamento. Apds a etapa de separacdo fisica rRoloracéo de Gram) e testes bioquimicos (catalase,
peneiras, a fragdo liquida passa por um tanque de sédfidase, crescimento em agar MacConkey) [14].
mentacao e sete lagoas em série (duas anaerébias, uma  Os dados foram agrupados por periodos do ano,
facultativa, uma com aeracdo mecanica e trés aerébigggundo as estacoes climaticas brasileiras, em prima-
Foram realizadas 20 coletas quinzenais em sete pont@sa/veréo e outono/inverno.
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A diversidade foi calculada pelo indice de Quando avaliadas as caracteristicas, tanto
Simpson modificado [7], conforme a férmula: D=tH?, ~ morfo-tintoriais como bioquimicas, no ponto P1 obser-
onde Pi é a proporg&o de colénias com uma morfologia &9u-se maior ocorréncia de bacilos Gram negativos,
pecifica, contribuindo para a floratotal, e S é o nimero tot@kidase negativa e com crescimento no agar
de distintos tipos de coldnias. A equitabilidade foi obtida pellacConkey (33,2%), seguidas por cocos Gram posi-
formula: E=DI/S [7]. Os dados foram avaliados estatisticdivos e catalase positiva (18,4%). Ja no ponto P14 ob-
mente através dos testes de Qui-quadrado e Associaggovou-se um maior numero de cocos Gram positivos
Linear, utilizando o programa SPSS 8.0 [5]. e catalase negativa (18,6%), seguidas por bacilos Gram
negativos, oxidase negativa e com crescimento no agar
MacConkey (16,8%).

A populacdo média de mesdfilos aerdbios Trezentos e doze (20%) amostras isoladas n&o
manteve-se constante, ao longo das lagoas, em ambabreviveram ao processo de congelamento, sendo que
as estacbes do ano (Tabela 1). Avaliando o aspeatsta perda foi maior nas amostras provenientes dos
gualitativo da microbiota mesdfila aerdbia presenteggontos finais do sistema. Verificou-se que o numero
houve uma diferenga estatisticamente significativa née amostras nédo recuperadas no ponto P1 (18/223)
diversidade media (D) entre os pontos do sistema, maspresentou 8% do total de amostras isoladas neste
nao entre as estagdes do ano (Tabela 1). Esta difergonto, enquanto que no ponto P14, estas amostras (64/
¢a foi mais evidente entre os pontos (PA, P1 e P3)20) representaram 29% das amostras isoladas.
onde ocorre o tratamento fisico dos dejetos, e 0s pon- -
tos finais do sistema (P10, P11 e P14). Determinou-se DISCUSSAO
entre 12 e 26 tipos morfologicos distintos nos diferen- Nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa

tes pontos de amostragem. Foram identificados, M,taring e Parana estéo instalados, aproximadamen-
inicio do sistema (P1), doze tipos morfologicos que nag 11 5 milhaes de suinos. Nesta regi&o, predominam

foram encpntrados no fihal do sistema (P14); eNAualkopriedades pequenas, com sistemas de criagdo de
to quatro tipos morfoldgicos do P14 ndo foram eNCOMNLhimais confinados [2]. Desta forma, os dejetos ani-

trados no P1. Esta diferenca pode ser também cons-.. . . :
. . . ..Imais produzidos contribuem com importante parcela
tatada na menor diversidade do efluente (D médi

. a matéria organica liberada nos recursos hidricos da
P14= 2,039) em relagéo ao afluente (D média/P1=_ .. g .
: regido, chegando, muitas vezes, sem um tratamento
3,495) do sistema. révio[1]
A equitabilidade média variou entre 0,443 & '

0,635, ndo apresentando diferenca significativa entr Embora a populagao media de mesofilos te-

0s pontos ou épocas do ano. Nos pontos P1, P3, pARa mantido-se constante ao longo do sistema, obser-

P10 predominaram as col6nias do tipo convexa, boY2-S€ que houve uma grande variagdo nos valores

dos inteiros, puntiforme, auséncia de pigmento e opJ:3XIMOS € MINIMOS, © que reflet.e a varlabllldade. da's.

ca. Ja no P9 predominou o tipo convexa, bordos in,[eqpntagen,s entrg as coletas rea.llzadas. Esta varla}bllj-
ros, puntiforme, auséncia de pigmento e transparenfy‘,‘de esta, possivelmente, relacionada a fatores clima-
enguanto nos pontos P11 e P14 o tipo convexa, bordif0s, fisico-quimicos e concentracao de nutrientes que

inteiros, forma circular, pigmento amarelo e opaca fdidém diretamente sobre as populagoes microbianas
a mais encontrada. nas lagoas. Da mesma forma, a manutencgéo das altas

A escolha aleatdria de colonias nos sete porfontagens medias de mesofilos no efluente pode estar

tos ao longo do sistema, resultou na caracterizacdo @acionada com a presenca de niveis, ainda elevados,
1.554 isolados, classificados em 8 grupos (Figura 19 fosforo e nitrogénio ao final do sistema [17]. Con-
Verificou-se que no afluente, 42,6% dos isolados eratagens elevadas de mesofilos em ambientes aquaticos
Gram negativos e 49% Gram positivos (P1= 223 amogicos em fosforo ja foram encontrados anteriormente
tras). Ja no efluente (P14 = 220 amostras), 32,3%[¥0], demonstrando a influéncia que os nutrientes exer-
38% eram, respectivamente, Gram negativas e Gratem sobre o aspecto quantitativo da microbiota pre-
positivas. sente nestes ambientes.

RESULTADOS
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Tabela 1. Nimero médio, minimo e maximo (unidades formadoras de coldnias/ mL), nimero de tipos coloniais (S),
Diversidade (D) e Equitabilidade (E) médias de bactérias mesdfilas aerébias isoladas em sete pontos de um sistema
de lagoas interligadas para o tratamento de dejetos suinos em duas estagdes climaticas (primavera/verdo e
outono/inverno), no sul da Brasil.

Outono/Inverno Primavera/Verao
Ponto
média  minimo - maximo S D E média  minimo -maximo S D E
PA 1,2x10%  1x10? - 7,9x10° 24 3,692 0,63 1,5x10°  1x10* - 8,3x10° 21 4,252 0,61
P1 8,2x10° 1x10* - 3x10° 24 3,412 0,54 3,4x10* 2x10°- 1,4 x10° 21 3,582 0,52
P 7,7x10° 1x104 - 3,9x10° 24 3,012 0,51 1,6x10°  4x10° - 5 x108 21 4,143 0,57
P9 6,6x10* 1x102 - 3,4x10° 25 2,75° 0,47 2,6x10*  1x10? - 2,8x10° 25 2,82° 0,48
P10 2,5x10%  1x10° - 1,34x10° 25 1,62¢ 0,44 9,6x10° 1x10* - 3,6 x10° 12 1,71¢° 0,64
P11 1,1x105  2x10? - 6,4x10° 26 2,02¢ 0,52 5x10° 1x102 - 3,1x10° 19 2,18¢ 0,55
P14 3,2x10°  6x10? - 1,47x10°8 24 1,71¢ 0,46 1,6x10°  4x10° - 2,6x107 20 2,37°¢ 0,52

a ,b, c = letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica significativa (p<0,005). PA = lagoa de lodo, P1 = chegada dos dejetos brutos,
P3 = ap6s o tanque de sedimentagdo, P9 = apés a lagoa anaerébia, P10= apds a lagoa facultativa, P11 = ap6s a lagoa com aera¢éo mecanica, P14 =
poés a terceira lagoa aerébia.

1009% -
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2 60% -
é 40% -
©
20%-
0%

P1 P3 PA P9 P10 P11 P14
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Figura 1. Caracteristicas de bactérias meséfilas aerobias isoladas de sete pontos de um sistema de tratamento de dejetos d
suinos (P1 = chegada dos dejetos brutos, n =223; P3= ap06s o tanque de sedimentacao, n = 242; PA = lagoa de lodo, n = 243
P9 = apds a segunda lagoa anaerdbia, n = 228; P10 = apds a lagoa facultativa, n = 213; P11= ap6s a lagoa com aeraga
mecanica, n = 185; P14 = ap0s a terceira lagoa aerdbia n = 220), onde: 1 = bastonetes e cocos Gram negativo/ Oxidase
negativo/ sem crescimento em agar MacConkey; 2 = bastonetes e cocos Gram negativo/ Oxidase negativo/ com crescimento
em agar MacConkey; 3 = bastonetes e cocos Gram negativo / Oxidase positivo/ sem crescimento em agar MacConkey; 4 =
bastonetes e cocos Gram negativo/ Oxidase positivo/ com crescimento em agar MacConkey; 5 = Coco Gram positivo/
Catalase positiva; 6 = Coco Gram positivo/ Catalase negativa; 7 = Bastonete Gram positivo/ Catalase positiva; 8 = Bastonete
Gram positivo/ Catalase negativa; 9 = amostras nao recuperadas.

A menor diversidade verificada no efluente ensagem por condigdes ambientais distintas das lagoas
relacdo ao afluente do sistema, esta de acordo cdin8]. Por outro lado, em ambientes aquéticos natu-
outros estudos [7] que demonstraram tendéncia a dais, como lagos eutroficos [10], verificou-se correla-
minuicao dos indices de diversidade ao longo de sistgfo negativa entre diversidade e contagem bacteriana.
mas aerobios de tratamento de dejetos suinos. ESa seja, ambientes aquaticos ndo poluidos seriam ca-
menor diversidade do efluente possivelmente refleteracterizados por uma pequena populacéo bacteriana,
desaparecimento de grupos bacterianos tipicos do t@mposta por numerosas espécies. Neste caso, parti-
to gastrintestinal dos suinos que néo resistiram a paspariam destas populacdes bactérias oligotrdficas, di-
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minuindo a importancia das bactérias mesoéfilas dominio de bactérias com caracteristicas compativeis
copiotréficas que foram avaliadas no presente estudmom o grupo dos enterococos, cocos Gram positivos,

Alguns estudos afirmam, ainda, que os nutricatalase negativa. O predominio de bactérias Gram
entes presentes nos dejetos animais poderiam protegativas no inicio de sistemas de tratamento de dejetos
ger algumas populagBes microbianas, aumentandseguida de declinio destas populagfes bacterianas ao
diversidade em ecossistemas oligotréficos que recénal dos mesmos, tem sido encontrado em outros es-
bam estes efluentes [8]. Desta forma, é possivel quedos [3,9]. Ofato de serem encontradas possiveis
no sistema do presente estudo a diversidade final obrterobactérias no efluente do sistema avaliado no
servada ainda esteja acima do perfil tipico do corparesente estudo concorda com os resultados obtidos
d’dgua que recebe o efluente, fato que ainda necesaitteriormente, onde se observou uma sobrevivéncia
ta ser avaliado. média ao tratamento de 34% de coliformes totais [17].

Considerando-se que quando a equitabilidad® predominio de enterococos no efluente pode ser
€ igual a um nao h& populacédo dominante [7], os resuxplicado pelo fato destas bactérias serem mais resis-
tados do presente estudo indicaram que houve predentes aos ambientes adversos, o que contribui para
minancia de um tipo morfolégico em todos o0s pontosua sobrevivéncia ao longo das lagoas de estabiliza-
amostrados. cao [1].

Diferentemente dos resultados verificados no Em relacdo as amostras isoladas nédo sobrevi-
presente trabalho, em um sistema de tratamento deram ao processo de congelamento (20%), ha regis-
dejetos sdlidos, localizado na mesma regido, foi obsdres na literatura da perda de até 40 % de amostras
vada estabilidade na relagdo percentual ddsacterianas isoladas em ambiente aquético, durante o
microorganismos Gram positivos e Gram negativos ngsocesso de identificacao laboratorial [4]. Embora as
primeiras semanas de fermentacdo, com predomin&@écnicas de cultivo bacteriano sejam Uteis para a iden-
cia de Gram positivos ao final do processo [15]. Entificacdo de espécies presentes no ambiente, apenas
tretanto a compostagem ocorre em condi¢des difema pequena proporcdo do numero total destas pode
rentes de decomposicdo da matéria organica daqueer determinada pela contagem direta. Isto porque, uma
las encontradas em lagoas de estabilizacdo. Desta fgrande parte das bactérias presentes em amostras
ma é esperado que outros microrganismos participeambientais ndo pode ser cultivada ou ndo sobrevive
e sejam selecionados durante este processo. por muito tempo em condi¢desvitro [3,7,18].Desta

Quando avaliadas as caracteristicas, tanforma, estudos objetivando a caracterizacdo das po-
morfo-tintoriais como bioquimicas, observa-se quepulacdes microbianas presentes no efluente e no cor-
apesar da contagem média de mesdfilos aerébios fay d’agua receptor necessitarao incluir métodos
permanecido constante ao longo do sistema, o penfiloleculares que tém sido empregados neste tipo de
dos microrganismos que compunham esta populacéstudo [8].
modificou-se. No inicio do sistema a predominéncia
do grupo com caracteristicas compativeis com
enterobactérias, bacilo Gram negativo, oxidase nega- O tratamento dos dejetos ao longo do sistema
tiva, com crescimento em agar MacConkey, reflete @studado, apesar de n&o ter alterado a contagem de
elevada carga de coliformes presentes nos dejetos quesofilos aerébios, propiciou modificacédo na diversi-
chegam no afluente. Ja no efluente observou-se o paade e no perfil das bactérias presentes.
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