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AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANO S E
METAIS PESADOS EM BACTERIAS ISOLADAS DE
PROCESSO DE COMPOSTAGEM?

Autor: Karina Heck da Silva
Orientador: Sueli T. Van Der Sand

Resumo

A producédo de residuos gerou uma problematica a ser abordada em nivel de
reducao, reciclagem e reutilizacdo de produtos. A técnica da compostagem &
uma alternativa promissora para tratar residuos sélidos organicos, bem como o
lodo produzido nas estacdes de tratamento de esgotos. Os micro-organismos
que promovem a degradacdo durante o processo de compostagem podem
apresentar perfil de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados,
consequéncia da presséao seletiva de produtos quimicos que estdo misturados
a matéria organica. Para avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos, foram
testadas 344 bactérias isoladas do processo de compostagem, utilizando-se 14
antimicrobianos. Para os ensaios de concentracao inibitdria minima (CIM) de
metais pesados, foram avaliados 91 isolados do inicio e final do processo,
utilizando cromo, cobre, zinco e chumbo. Também foi avaliada a qualidade
microbiolégica do composto, segundo a Resolu¢ao 375/2006 do CONAMA. Os
resultados apontaram para um perfil de 88% dos isolados resistentes a pelo
menos um antimicrobiano. O antimicrobiano com maior indice de resisténcia foi
a nitrofurantoina (64,82%), e o mais eficiente foi 0 imipenem, com apenas um
isolado resistente. Das bactérias isoladas do inicio do processo de
compostagem, 33,3% foram resistentes a MIC acima de 710 mg.L™ de cromo,
38,9% foram resistentes ao minimo de 1020 mg.L" de cobre, 91,7%
resistentes ao zinco, e 100% resistentes ao chumbo. No final do processo,
41,8% dos isolados foram resistentes ao cromo, 41,8% ao cobre, 94,5% ao
zinco e 96,4% ao chumbo. Escherichia coli apresentou NMP de 4x10* UFC/g™,
acima do limite preconizado pelo CONAMA.

lDisserta(;r?\o de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de Ciéncias
Basicas e da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS, Brasil.



EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND HEAVY METAL RESISTA NCE
PROFILE OF BACTERIA ISOLATED
FROM COMPOSTING PROCESS!

Author: Karina Heck da Silva
Advisor: Sueli T. Van Der Sand

Abstract

With the production of residues comes the need for reduction, recycling and
reuse of products. The composting technique is a promising alternative for the
treatment of solid organic residues, along with the sludge produced in sewage
treatment plants. The microorganisms that promote the degradation during the
composting process might show antimicrobial and heavy metal resistance as a
result of the selective pressure of chemical products mixed to the organic
matter. The antimicrobial resistance profile was evaluated by testing 344
bacteria isolated from the composting process, using 14 antimicrobial agents.
The minimum inhibitory concentration (MIC) for heavy metals was evaluated
using 91 isolates from the initial and final stages of the process, using chrome,
copper, zinc and lead. The microbial quality of the compound was also
evaluated, according to the 375/2006 resolution from the Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA). The results showed that 88% of the isolates
showed resistance to at least one antimicrobial. The antimicrobial nitrofurantoin
showed the highest resistance rate (64.82%), and imipenem was the most
efficient, as only one isolate showed resistance. Among the bacteria isolated
during the initial stages of the composting process, 33.3% showed resistance to
MIC over 710 mg.L™ chrome, 38.9% showed resistance to a minimum of 1020
mg.L™* copper, 91.7% were resistant to zinc, and 100% were resistant to lead.
In the end of the process, 41.8% of the isolates showed resistance to chrome,
41.8% to copper, 94.5% to zinc and 96.4% to lead. Escherichia coli's NMP was
4x10* UFC/g™, above the limit recommended by CONAMA.

'Masters Dissertation in Agriculture and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Basicas e da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS, Brasil.
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1. INTRODUCAO

Questdes contemporaneas que englobam a urbanizacdo, o aumento
da populacdo e do consumo per capita e por fim, o0 aumento da geracdo de
residuos, tornaram-se uma problematica a ser resolvida em nivel de reducéao,
reciclagem e reutilizacdo dos bens de consumo. A caréncia de tratamento e a
incorreta destinacdo de residuos acarretam severos impactos de natureza
ambiental e sanitaria, consequéncia da inapropriada disposicdo de residuos
em lixdes a céu aberto, sem contar o lancamento de residuos em mananciais,
cursos e corpos d’agua, que comprometem a qualidade e potabilidade dos
recursos hidricos.

A técnica da compostagem é bastante promissora no que diz
respeito a amenizacdo da problematica da destinacdo dos residuos organicos,
uma vez que reduz consideravelmente o volume de residuos que seriam
encaminhados a outros fins, como o aterro sanitario.

Paralelamente ao tépico de geracdo de residuos, depara-se com a
guestdo o uso indiscriminado da agua potavel e seu precario tratamento,
produzindo mais uma fonte de residuos que carece de um eficiente tratamento
antes de ser lancado novamente em fontes aquiferas. O lodo produzido nas

estacoes de tratamento de efluentes (ETE) — quando o efluente € submetido a



tratamento - € mais um agravante no que diz respeito a geracao de residuos,
uma vez que o lodo ativado de esgoto possui alta umidade e concentracéo de
nutrientes, o que o torna instavel e suscetivel a decomposi¢cdo microbiana. A
carga patogénica remanescente deste residuo é potencialmente prejudicial a
saude publica. Essas caracteristicas fazem com que se busque uma
alternativa de sanitizacado do material oriundo do tratamento de aguas residuais.

A compostagem €, mais uma vez, uma alternativa promissora para a
reducdo da umidade, teor nutritivo e carga patogénica do lodo, através do
aumento da temperatura, que é resultado do processo de degradacdo da
matéria organica realizado via metabolismo microbiano. O produto final deste
processo pode servir como um excelente insumo agrondémico, capaz de
substituir fertilizantes quimicos no ramo de producéo agricola, além de auxiliar
e acelerar a recuperacéao de solos degradados.

No entanto, um minucioso monitoramento e pré-selecdo do material
de residuo sélido organico, bem como a reducéao do lancamento de produtos
guimicos nas aguas residuais, que se constituirdo no lodo ativado de esgoto,
sdo imprescindiveis e estdo diretamente relacionados com a qualidade do
composto maturado. As concentracfes de metais pesados, que perduram no
produto final da compostagem, podem selecionar micro-organismos resistentes,
gue permanecerdo no composto e, posteriormente, serdo inseridos no local
destinado ao material. Além disso, agentes patogénicos podem permanecer no
composto, oferecendo riscos de contaminagdo aos seres Vvivos presentes nos
arredores do local destinado. Uma analise cuidadosa da qualidade do

composto é recomendada para garantir o bom uso do material compostado.



Os objetivos deste trabalho foram avaliar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias isoladas ao longo do processo de compostagem;
avaliar o perfil de resisténcia a metais pesados, comparando os dados obtidos
no inicio e no final do processo de degradacéo; realizar a identificacao
bioquimica dos isolados potencialmente resistentes, em ordem decrescente de
grandeza; avaliar a presenca de agentes patogénicos, tais como Salmonella
sp., Escherichia coli e ovos viaveis de helmintos, garantindo, dessa forma, a
gqualidade microbiolégica do composto maturado, de acordo com as
preconizacfes da resolucdo n°375/2006 do Conselho Nacional do Meio

Ambiente (CONAMA).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A geracdao de residuos

O crescimento da populacdo, urbanizacdo, industrializacdo e
desenvolvimento econdmico sdo indicativos e causa do aumento da geracao
de residuos (Sujauddin et al., 2008; Talyan et al.,, 2008), sendo o poder
aquisitivo de bens de consumo a principal influéncia sobre a geracdo de
residuos solidos domeésticos (Beigl et al., 2008). O desenvolvimento econémico
proporciona mudancas no estilo de vida e no aumento do consumo, que gera
aumento no volume de residuos produzidos. Essa progressao exige a criacao
de um sistema de manejo de residuos (Militité & Staniskis, 2010), para que as
populacdes ndo se deparem com impactos futuros, pois 0 manejo ineficiente
dos residuos sélidos pode gerar problemas urbanos, sanitarios e ambientais
(Sessa et al., 2009).

A reciclagem de materiais, através do manejo de residuos, pode
poupar a utilizacdo de matérias-primas e fontes ndo renovaveis para a
producdo de novos bens de consumo, contribuindo para a economia local e
minimizando os impactos sobre o ambiente (Militité & Staniskis, 2010). A maior
porcentagem de residuos domésticos gerados diariamente € de origem

organica, e o descarte inadequado destes residuos resulta em problemas



sanitarios e ambientais, propiciando o surgimento de um ambiente para
parasitas e vetores de doencas, além de contaminacdo das aguas drenadas e
emissdo de odores e gases poluentes (Kumar et al., 2009; Turan et al., 2009).
Sendo assim, uma das principais probleméaticas da atualidade € a geracéo de
residuos de diversas origens. A principal dificuldade é definir um consenso de
destino dos residuos produzidos durante as atividades urbanas, como os
residuos solidos organicos, que ndo sao passiveis de reciclagem, e o lodo
ativado, resultante do tratamento de esgotos e efluentes. A disposicdo a céu
aberto e em aterros sanitarios e a incineragcdo sao técnicas bastante
agressivas ao meio ambiente e a saude publica, além de onerosas, fazendo da
pratica um procedimento ndo sustentavel.

A decomposicéo de residuos organicos em aterro sanitario ocasiona
a emissdo de gases poluentes, sendo necessaria sua remocao do aterro,
seguida de tratamento (Wagner & Arnold, 2008; Machado et al., 2009),
necessitando, dessa forma, de técnicas de estabilizacdo da matéria organica, a
fim de minimizar os impactos sobre o solo. Uma alternativa para a reducao de
custos de transporte de residuos até o local de aterro sanitario € o
investimento em centros de triagem e compostagem de residuos organicos,
bem como o estimulo da pratica de compostagem doméstica (Adhikari et al.,
2010).

No Brasil, houve uma evolucdo no que diz respeito a destinacado dos
residuos a aterros sanitarios em detrimento aos lixdes a céu aberto, passando
de 17,3% municipios em 2000 para 27,7% municipios que encaminhavam

seus residuos aos aterros sanitarios em 2008. Os programas de coleta seletiva



de residuos sélidos aumentaram de 58, registrados em 1989, para 451 no ano

de 2000, alcancando o indice de 994 no ano de 2008 (IBGE).

2.2 Lodo Ativado de Esgoto

Biossolidos sdo produtos organicos resultantes do tratamento de
esgotos, que podem ser reciclados ou reutilizados, desde que néo acarrete
prejuizos ambientais ou para a saude humana e de animais (USEPA, 1995).

O processo de tratamento de esgoto visa separar a parte solida da
liquida, e o resultado deste processo € a producdo de uma massa - o lodo de
esgoto - constituida de matéria organica, nutrientes e outros contaminantes
potencialmente prejudiciais. Este material € gerado a medida que o processo
torna-se eficiente e agil, ou seja, quanto maior for a quantidade de efluente
tratado (Corréa et al., 2007).

A utilizacdo como fertilizante agricola é a alternativa mais
promissora para o gerenciamento do lodo produzido, em virtude das vantagens
econdmicas, ambientais e sanitarias, desde que a qualidade do produto esteja
ajustada aos critérios politicos pré-estabelecidos (Andreoli et al., 2000). A
agricultura e a industria podem se beneficiar da producéo de lodo para fins
agricolas, como condicionador de solos ou recuperacao de areas degradadas,
uma vez que esses fertilizantes organicos tornam-se produtos de baixo custo e
a industria economiza com as despesas com aterros e outras formas de
disposicao final para o residuo. Dessa forma oportuniza-se um destino para a
reciclagem de biossdlidos (Capizzi-Banas et al., 2004). O uso de biossolidos e

compostos na agricultura pode melhorar a produtividade do solo, bem como



suas propriedades fisicas, pois contribui com a incorporacdo de material
organico e nutrientes.

Contudo, o uso extensivo de biossolidos na agricultura pode
acarretar problemas ambientais, com a lixiviagcdo de nutrientes como o
nitrogénio e o fosforo através do solo para corpos d’agua, se nao tratados ou
estabilizados adequadamente (Korentajer, 1991; Nikolaidis et al., 1999; Binder
et al., 2002; Elliot et al., 2002). O material organico que constitui os biossolidos
contribui para a retencdo de agua no solo, melhora a estrutura argilosa das
particulas, reduzindo a atividade de erosdo, e aumenta o contetudo organico,
gue facilita as atividades bioldgicas e fisico-quimicas no solo (Scott & Ahlstrom,
1985).

O lodo de esgoto pode sofrer alteragcbes na sua composicdo, de
acordo com a origem de seus efluentes, visto que as instalacfes de tratamento
de efluentes podem, muitas vezes, receber fontes industriais em escoamentos
publicos e residenciais. Dai a importancia do reconhecimento e identificacdo
das substancias e constituintes presentes no material para localizar a fonte
liberadora de residuos quimicos. A carga de metais pesados presente no lodo
de esgoto compromete sua qualidade e, consequentemente, gera custos
elevados no que diz respeito as alternativas de destino final do material
(Ferreira & Andreoli, 1999).

De maneira que o lodo seja resultado do tratamento de esgotos
cloacais, € comum a presenca de micro-organismos e parasitas em sua
constituicdo, como bactérias, protozoarios, helmintos e também virus. A

constituicdo microbiana diz respeito a qualidade do produto, de forma a



oferecer riscos de contaminacdo, comprometendo o aproveitamento e a
utilizacao deste por questdes de saude publica, se ndo tratado corretamente
Ou se a carga patogénica nao for minimamente combatida e reduzida (Corréa
et al., 2007).

Os produtos finais de biossélidos séo classificados de acordo com
a constituicdo e carga microbiana presentes no material. Pertencem a “Classe
A” os biossdlidos que se apresentam livre de carga patogénica, ou, ainda,
respeitando limites quantitativos representativos de Escherichia coli,
Salmonella sp., ovos vidveis de helmintos e virus entéricos; e a “Classe B” os
produtos de biossolidos cujos limites excedem os permitidos por legislacao
competente local (USEPA, 1999; CONAMA, 2006). O produto de Classe “A”
requer monitoramento e confirmacdo da padronizacdo dos indices de
coliformes fecais, virus entéricos, ovos de helmintos e Salmonella sp. (Viau &
Peccia, 2009), e, por essa razao, a aplicacdo do produto de Classe “B” no solo
requer manejo para a conversao do produto em Classe "A” a fim de reduzir a

carga patogénica e tornar rigidos os critérios e cuidados com a exposicao

publica, ja que a aplicacdo de material de Classe “A” ndo apresenta restricoes.

2.3 Compostagem

A técnica da compostagem tem sido utilizada pelo homem para fins
de reciclagem de residuos solidos organicos, com objetivo de homogeneizar,
estabilizar e reduzir o volume de residuos gerados e, ao mesmo tempo,
controlar a disseminacdo de doencas desencadeadas por vetores de

transmissdo durante o processo de decomposicdo. Dessa forma, a



compostagem € empregada no tratamento de residuos organicos como restos
de alimentos, residuos vegetais e agricolas e fezes de animais, sendo
convertidos em um produto estavel, com aplicabilidade como insumo agricola e
corretores de solos (Ceustermans et al.,, 2007), além de ser amplamente
utilizada para a sanitizacao do lodo resultante das estacdes de tratamento de
esgotos e efluentes (Sharma et al., 1997; Hernandez et al., 2006). A técnica
apresenta ainda a propriedade de evitar a producédo de odores da putrefacdo e
decomposicéo acelerada do residuo (Fukumoto & Inubushi, 2009).

A compostagem pode ser definida por um processo através do
qual comunidades microbianas realizam o processo de decomposicdo da
matéria organica, convertendo-a em nutrientes inorganicos e outras
macromoléculas organicas recalcitrantes, como o acido humico (Hsu & Lo,
1999). A compostagem € um processo aerébio, que oxida a matéria organica,
requerendo espacos aerados para a circulacdo de gases. A umidade,
temperatura e pH sdo fatores que, assim como o oxigénio, influenciam
diretamente no desenvolvimento do processo, determinando as comunidades
microbiolégicas que constituirdo a ecologia de decomposicdo da leira de
compostagem (Haug et al., 1993; Arthurson, 2008; Rebollido et al., 2008). A
temperatura é o principal fator que determinard a representatividade de
espécies microbianas da fase de degradacdo, sendo elas a mesofilica e
termofilica (Rebollido et al., 2008). Alguns géneros de bactérias géneros sao
comumente envolvidos em processos de compostagem, como Micrococcus sp.,
Staphylococcus sp. e Bacillus sp. (Hassen et al., 2002); Bacillus sp.,

Escherichia sp., Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. (Hoffmeister, 2002);
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Enterobacter sp., Escherichia sp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp. (Symanski,
2005); Bacillus sp., Streptomyces sp., Actinomyces sp. e Pseudomonas sp.
(Rebollido et al. (2008); Escherichia sp. e Salmonella sp. (Shepherd Jr. et al.,
2009).

Quando o lodo ativado de esgoto € adicionado ao processo de
compostagem, 0S micro-organismos presentes na leira sao também
responsaveis pela degradacdo da matéria organica do lodo, cuja atividade
metabdlica resulta no aumento da temperatura, podendo atingir 60C ou
valores superiores, porém de forma controlada por umidificacdo e/ou
revolvimento (Pederson, 1983; Straub et al., 1993). A temperatura da leira
reduz-se a medida que a fonte de carbono exaure e a matéria organica é
mineralizada a CO, e H;0, e parte do carbono permanece durante a producao
de substancias humicas (Straub et al., 1993).

Considerando que a compostagem seja empregada durante o
processo de degradacdo e sanitizacdo do lodo ativado de esgoto, a
temperatura e o tempo de exposicdo do material sdo fatores cruciais no que
diz respeito a reducéo e eliminacdo de organismos patogénicos presentes no
inicio do processo (Straub et al., 1993). As interacdes ecoldgicas competitivas
interespecificas também colaboram para a eliminagdo de muitos micro-
organismos patogénicos (Arthurson, 2008), incluindo a producdo de
metabalitos secundarios por certas espécies de micro-organismos.

Finalmente, o composto somente estard apto a ser aplicado em
solos se a temperatura do material equivaler-se a temperatura ambiente, ou

seja, estiver cessada a atividade metabolica de degradacdo microbiana, e a
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relacdo carbono/nitrogénio (C/N) estiver equilibrada em valores em torno de
10. O composto imaturo pode provocar a mobilizacdo de nutrientes no solo,
além de torna-lo um ambiente redutor devido ao consumo de O, pela
populacao microbiana do solo para o suprimento da continuidade do processo
degradativo da matéria organica, que ainda nao foi concluida (Jahnel et al.,
1999).

Diversos trabalhos foram desenvolvidos na abordagem de
caracterizacdo microbiologica do processo de compostagem na equipe de
pesquisa (Hoffmeister, 2002; Oliveira, 2003; Salamoni, 2005; Symanski, 2005;
Rodrigues, 2006; Salamoni, 2010; Oliveira, 2010), tornando as informacdes
relevantes para a compreensdo do processo e contribuindo para a aplicacao

futura dos resultados.

2.3.1 Fatores que Influenciam no processo de degrad  acéo

2.3.1.1 Temperatura
O aumento da temperatura durante o processo de compostagem &
indicativo da atividade metabdlica dos micro-organismos envolvidos no
processo de degradacdo. Dessa forma, a temperatura € determinante sobre a
diversidade de micro-organismos envolvidos ao longo do processo, sendo
também um parametro de velocidade de decomposicdo da matéria organica
(Hassen et al., 2002) e indicadora da qualidade e caracterizacdo do processo

(Burge et al., 1981; Fernandes & Silva, 1999; Bueno et al., 2008).
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O processo de compostagem divide-se basicamente em trés
etapas: a fase mesofilica, durante os primeiros dias do processo; a fase
termofilica, que perdura por mais tempo e que apresenta intensa atividade
metabdlica; e novamente a fase mesofilica, que indica o término do processo
de degradacédo, com a reducéo da atividade degradadora. A fase termofilica,
além de ser responsavel por maior parte da atividade de decomposicao, tem
relevancia no processo de desinfeccdo do material, pela capacidade de
eliminar os micro-organismos patogénicos (Palmisano et al., 1996; Salter &
Cuyler, 2003). No entanto, a eficiéncia da sanitizacdo depende do tempo de
exposicdo do material a determinadas temperaturas e da uniformidade da
temperatura minima de inativacao por toda a leira (Strauch, 1991; Hay, 1996;
Arthurson, 2008). Fernandes & Silva (1999) consideram primordial o
monitoramento e controle de temperatura na faixa de 55-65C, a fim de
intensificar a atividade de degradacdo microbiana do substrato, sendo que
temperaturas maiores comprometem o desempenho microbiano e a perda da
qualidade do processo.

As bactérias entéricas sofrem reducdo em contagem durante a
fase termofilica, mas podem ressurgir ao final do processo ou mesmo apés a
aplicacdo do composto no solo (Pietronave et al., 2004), indicando provavel
insuficiéncia da exposicdo do material em compostagem a altas temperaturas.
Por outro lado, o tratamento termofilico de residuos solidos é considerado
eficiente na reducdo de organismos patogénicos e entéricos, comparado a

outros tratamentos sem liberacdo de calor, como a digestdo anaerdbica de
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lodo e outros tratamentos de residuos que fazem uso de produtos quimicos

(Gantzer et al., 2001; Sahlstrém et al., 2004).

2.3.1.2 Umidade

A presenca de agua € fundamental para a ocorréncia das reacoes
bioquimicas. O teor de umidade do material em processo de decomposicéo é
ideal na faixa de 50 — 60%, sendo necessaria a manutencdo da umidade
através da irrigacdo com agua. Elevados teores de agua fazem com que o
material torne-se saturado, ocupando os espacos aerados da leira, propiciando
0 surgimento de zonas andxicas, e 0 processo de degradacdo passa a atuar
em condicdes de anaerobiose. Por outro lado, menores teores de umidade
(inferior a 40%) limitam e retardam o processo de decomposicao (Fernandes &
Silva, 1999).

A aplicacdo da técnica da compostagem para o tratamento de lodo
ativado misturado a outros materiais € também uma alternativa para promover
a desidratacdo do lodo devido as altas temperaturas atingidas no interior da
leira, a0 mesmo tempo em que o lodo tem a propriedade de umedecer o
material em processo de decomposicéo, ja que seu conteudo apresenta alto

teor de agua (Gomes et al., 2001).

2.3.1.3 pH
O inicio da atividade de compostagem € marcado por uma reducao
do pH, variando de 5,5 a 6,0 devido a producdo de &acidos organicos

resultantes da degradacdo de moléculas simples (Fernandes & Silva, 1999).



14

Com o inicio da fase termofilica ocorre a degradacdo de proteinas e
compostos nitrogenados, com liberacdo de amodnia, resultando em um
aumento do valor do pH, mantendo-se alcalino ao longo do processo
(Sanchez-Monedero et al., 2001).

O lodo de esgoto apresenta um pH em torno de 7,0, ndo havendo,
dessa forma, interferéncia ou alteracdes na estrutura fisico-quimica do material

durante o processo de compostagem (Fernandes & Souza, 2001).

2.3.1.4 Aeracao

Sendo a compostagem um processo aerdbio, o fornecimento de O,
ao sistema é imprescindivel a atividade microbiana para que haja a oxidacéo
da matéria organica. Durante o inicio do processo, a atividade de
decomposicdo é intensa e a demanda de O, é elevada. Se a leira de
compostagem nédo estiver suficientemente aerada, a degradacdo do material
torna-se comprometida, podendo o sistema atuar em anaerobiose,
ocasionando a acidificacdo do meio e consequente alteracdo do pH e
reduzindo a velocidade de decomposicéo, sendo assim um fator limitante do
processo (Chang et al., 2006).

A constituicdo pastosa do material do lodo dificulta a penetracdo e
circulacao de ar na leira. Os residuos organicos da compostagem apresentam
granulometria grosseira, com a vantagem de manter os espacos aerados e
funcionando como agente estruturante do sistema, equilibrando e favorecendo
a penetracéao de O, no material em decomposicao (Fernandes & Souza, 2001).

A falta de aeracdo no material pode ocasionar o aumento da temperatura
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interna da leira, prejudicando o metabolismo bacteriano e comprometendo o
processo de degradacéo (Pereira Neto, 1996). A aeracdo ainda tem papel na
emanacao de odores que sao produzidos durante a decomposicdo do material
(Fernandes & Silva, 1999). Assim, o processo de revolvimento da leira é

fundamental para promover a aeracao do material.

2.3.1.5 Nutrientes — Relacdo C/N
A relacéo carbono/nitrogénio € um padrao utilizado para mensurar a
taxa de decomposicéo ao longo de um processo, assim como a estabilidade do
material curado (Haug, 1993; Kianirad et al., 2010). Em relacdo aos nutrientes
requeridos para o crescimento celular, 0s micro-organismos necessitam
majoritariamente de carbono como substrato de oxidacdo e obtencdo de
energia, e de nitrogénio para a sintese de proteinas (Pereira Neto, 1987).
Dessa forma, a relacdo carbono/nitrogénio (C/N) é considerada o fator que
melhor caracteriza o equilibrio de degradacéo dos substratos.
Ha diversos valores estipulados para a relacdo C/N ideal durante o
inicio do processo de degradacdo, como 25/1 (De Bertoldi et al., 1983); 30/1
(Fernandes & Souza, 2001); 30/1 a 40/1 (Pereira Neto, 1986). Tanto a caréncia
de carbono como a de nitrogénio limitam a atividade microbiolégica. Se a
relacdo C/N for muito baixa, ou seja, grande quantidade de nitrogénio presente
na composicdo do material, ha uma tendéncia de ocorrer perda de nitrogénio
através da volatilizacdo da amonia, principalmente sob temperaturas acima de
60C (Osada et al.,, 2000; Ogunwande et al. , 2008). Por outro lado, se a

relacdo C/N for elevada, pode ndo haver disponibilidade de nitrogénio para a
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sintese de proteinas. Ao final do processo de compostagem, a relacdo C/N
permanece na meédia de 10, devido as perdas de carbono durante o processo
respiratorio, com emisséo de CO,, (Fernandes & Souza, 2001).

O lodo ativado de esgoto é um produto residual rico em nitrogénio,
enquadrando-se perfeitamente no manejo através do processo de
compostagem, cuja relacdo C/N apresenta-se em torno de 30/1, balanceando,
enfim, a relacdo C/N final ideal, em torno de 20 a 30 (Fernandes & Souza,

2001; Zmora-Nahum et al., 2007).

2.4. Presenca de Metais Pesados

Os metais pesados sdo elementos que apresentam peso especifico
maior que 6g.cm™ ou ndmero atémico maior que 20. Constituem rochas e
solos, onde normalmente ocorrem em baixas concentracées, nao
representando em condicfes naturais riscos ao homem, animais e plantas
(Costa et al., 2004). Sao ubiquos na maioria dos materiais e persistentes como
poluentes ambientais que sao introduzidos no ambiente por atividades
antropogénicas, mineracoes e fundicdes, irrigacao e outras fontes de residuos
industriais.

A presenca de metais pesados no ambiente representa um risco a
longo prazo, pois ndo sdo biodegradaveis e apresentam uma tendéncia a
bioacumulacao, permanecendo ao longo do tempo nos diversos niveis troficos
(Kobya et al., 2005; Liao et al., 2008). Sua introdu¢do no ambiente pode induzir
diversas alteracdes relacionadas as comunidades microbianas, bem como em

suas atividades biolégicas, pois podem exercer acdo inibitoria através do
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bloqueio de grupos funcionais essenciais, deslocamento de ions metalicos, ou
modificacdes da conformacao ativa de enzimas bioldgicas (Ryan et al., 2005).
Alguns metais sdo micronutrientes, como o cromo, niquel, ferro, manganés,
cobalto e zinco, sendo essenciais as reacdes bioquimicas dos micro-
organismos, e ditos elementos tracos (Bruins et al., 2000). Estdo envolvidos
em processos redox, como estabilizadores de moléculas, co-fatores de
reacoes enzimaticas e na regulacdo de balanco osmadtico (Doelman et al.,
1994; Hussein et al., 2005).

Em contrapartida, muitos dos metais ndo tém funcao bioldgica,
sendo prejudiciais aos micro-organismos mesmo em baixas concentracoes,
como o cadmio, mercurio, arsénio e chumbo, embora a toxicidade dos metais
em geral seja desencadeada em altas concentracfes, seja o metal um
elemento essencial ou nao (Nies, 2004; Leedjarv et al., 2009; Rathnayake et al.,
2009). Os metais pesados interferem na atividade metabdlica e no crescimento
das populacbes microbianas causando impactos sobre a diversidade
microbiolégica (Roane et al., 2000), bem como danos a estrutura da membrana
celular e do DNA, alteracdo da especificidade de enzimas e rompimento de
funcdes celulares. A toxicidade também ocorre por deslocamento de metais
essenciais de seu sitio ligante em proteinas, alteragcbes na estrutura de
conformacao do DNA, ou interferindo em fosforilacdes oxidativas e no balanco
osmotico (Bruins et al., 2000). A sobrevivéncia dos micro-organismos em solos
poluidos com metais pesados esta intimamente relacionada as adaptacdes
estruturais, fisioldgicas e genéticas, bem como na especiacdo dos metais para

formas menos toxicas (Wuertz & Mergeay, 1997).
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Compostos provenientes de biossolidos fornecem ao solo nutrientes
essenciais, como nitrogénio, fosforo, calcio e potassio (Oberhaster, 1991) — e
nutrientes traco — boro, cobre, ferro, magnésio, niquel e zinco — fundamentais
ao crescimento das plantas. Em altas concentracdes, esses elementos
comprometem a produtividade das plantas, devido ao estresse gerado pela
toxicidade aos vegetais, acarretando alteracbes na producédo e conteudo de
fibras, lipidios, proteinas e amido (Garrido et al., 2005).

Os residuos sélidos urbanos de origem organica, que sao recolhidos
diariamente pelos setores de limpeza urbana, ndo apresentam exclusivamente
material organico em sua composicdo, podendo conter consideraveis
concentracbes de poluentes quimicos, a citar os metais pesados. Diversos
materiais presentes juntamente ao residuo organico portam algum tipo de
metal pesado, como baterias em geral (mercurio, cadmio e zinco), tinta de
papeis impressos (cromo, chumbo e cadmio); e plasticos, com a presenca de
cadmio (Sharma et al., 1997), além da presenca de pecas de utensilios
metalicos com alto teor de aluminio.

O volume de material organico € reduzido a propor¢cdo que o
processo de compostagem progride, porém, como 0s metais pesados nao sao
biodegradados, a concentracdo desses elementos por volume sdlido de
composto aumenta em relacdo a concentracao inicial presente nos residuos
originalmente coletados (Pereira Neto, 1996).

Os metais pesados presentes no lodo sdo oriundos das aguas
pluviais de escoamentos, efluentes industriais e rejeitos domésticos. O lodo de

estacdes de tratamento de esgoto que recolhem esgotos de origem domeéstica
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contém concentracdes relativamente baixas de metais pesados, mas é comum
ocorrer ligacdes clandestinas de pequenas fontes de contaminacgdes industriais
durante o recolhimento de efluentes, que adicionam certa quantidade de

metais a agua residuaria de producéao industrial (Jorddo & Pessoa, 1995).

2.5. Resisténcia a Antimicrobianos e Metais Pesados

Os micro-organismos desenvolveram mecanismos para contornar o
estresse por metais pesados, em resposta a pressdo seletiva desses
elementos no ambiente. Varias vias de resisténcias sdo conhecidas, como
transporte ativo de substancias, bombas de efluxo, alteracdo da sensibilidade a
ions metalicos em sitios especificos, extrusao por barreiras de permeabilidade,
sequestro de metais pesados complexados e especiacdo de metais (Bruins et
al., 2000; Levy, 2002; Nies, 2003). O mecanismo mais comum € a extrusao de
ions metalicos da célula por transporte ativo, embora as reacfdes de oxidacao,
reducado, metilacdo e desmetilacdo também desempenhem eficiéncia durante a
resposta ao estresse (Leedjarv et al., 2008). Teitzel & Parsek (2003)
consideram a bomba de efluxo o sistema mais comum dentre oS mecanismos
de resisténcia bacteriana.

Ha evidéncia de correlacdo entre tolerancia a metais pesados e
resisténcia a antimicrobianos. Assim, é vantajoso, em termos ecoldgicos, que
um micro-organismo possua ou adquira resisténcia a antimicrobianos e metais
pesados, simultaneamente, em beneficio de sua adaptacdo e sobrevivéncia
em um ambiente contaminado (Lawrence, 2000; Spain & Alm, 2003) As

populacdes microbianas evoluem rapidamente em direcdo a uma resisténcia
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fenotipica por meio de mutacdo de genes alvo que compartilham mais de um
determinante de resisténcia (Thelwell et al., 1998). A resisténcia a
antimicrobianos e metais pesados ocorre simultaneamente tendo em vista que
0S genes que expressam os fatores de resisténcia estdo inseridos no mesmo
elemento genético, sendo geralmente um plasmideo, transposon ou integron
(Frost et al., 2005; Venner et al., 2009). Plasmideos sdo os mais conhecidos
por estarem relacionados aos mecanismos de resisténcia bacteriana (Sobecky,
1999).

A resisténcia a antimicrobianos inclui mudancas regulatérias e
genéticas, envolvendo majoritariamente atividades fisiologicas como bombas
de transporte de membrana que realizam a extrusdo de antimicrobianos.
Mudancas geneticamente codificadas sdo mais complexas, jA que podem
conferir altos niveis de resisténcia a especificos ou multiplos agentes e porque
podem persistir e ser transferidas entre bactérias durante a divisdo celular ou
horizontalmente, por mecanismos de transferéncia génica (Silbergeld et al.,
2008). A resisténcia a antimicrobianos € uma consequéncia inevitavel de
adaptacdo evolutiva dos micro-organismos, e o0 uso abusivo de drogas
antimicrobianas tem levado ao rapido aumento de resisténcia tanto em micro-
organismos patogénicos como em comensais (Silbergeld et al., 2008). Fato
esse que corrobora a realidade do aumento progressivo de surtos infecciosos
de grande complexidade de tratamento e longos periodos de terapia entre a

populacao.
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2.6. Qualidade Microbiologica do Composto - Resolu¢ &0 n°375
de 29 de Agosto de 2006 do Conselho Nacional do Mei o Ambiente -
CONAMA

A Resolucéao 375/2006 do CONAMA, coordenada pelo Ministério do
Meio Ambiente, determina, dentre outros, parametros microbiolégicos para a
utilizacao de lodo de esgoto como insumo agricola, uma vez que o lodo gerado
nas estacbes de tratamento de esgoto apresenta consideraveis cargas de
micro-organismos patogénicos, oferecendo, portanto, potencial risco de saude
publica e de impactos no ambiente. Por outro lado, o lodo de esgoto apresenta
altas concentracdes de nutrientes e matéria organica, trazendo beneficios ao
solo e a agricultura, além do que a disposicdo do material em solos é uma
alternativa de baixo custo e vantajosa em relacdo aos outros destinos de

tratamento ou estabilizacéo.

Sendo assim, o lodo de esgoto a ser encaminhado para a
disposicdo em solos tem de ser classificado como material de Classe “A”,

obedecendo aos seguintes critérios:
« Menos de 10° NMP de coliformes fecais por grama de sélidos totais
* Auséncia de Salmonella sp. em 10 gramas de sélidos totais
* Menos de 0,25 ovos viaveis de helmintos por grama de sélidos totais

* Menos de 0,25 Unidades Formadoras de Placa (UFP) de virus entéricos

por grama de solidos totais

2.6.1 Escherichia coli e Salmonella sp.
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Enteropatdogenos como Escherichia coli O157:H7 e Salmonella
enterica sorovar Typhimurium estao diretamente relacionados com o consumo
de vegetais crus (Hilborn et al., 1999; Sivapalasingam et al., 2004), entre
outras fontes de alimentos de origem animal.

Dentro do grupo de patdgenos animais e humanos, a presenca de
representantes dos géneros Salmonella sp. e Shigella sp. é considerada um
dos maiores problemas de qualidade de higiene do composto (Hussong et al.,
1985; Yanko, 1995; Hay, 1996). Estes contaminantes podem causar problemas
de saude para os trabalhadores que manipulam o material compostado, bem
como para o consumidor de produtos vegetais que foram submetidos a
tratamento com fertilizantes compostados (De"portes et al., 1995; Islam et al.,
2004). Estes organismos tém uma forte capacidade de adaptacdo as
mudancas ambientais, com elevados indices de sobrevivéncia, e podem ser
relativamente resistentes a técnicas de estabilizacdo de lodo empregadas
comumente (Sahlstrém, 2003).

Os riscos a saude descritos para estes patdogenos, em termos de
espalhamento do lodo de esgoto em solos cultivaveis, estao relacionados com
a aplicacdo de lodo sem tratamento prévio nem monitoramento, bem como a
capacidade dos patdégenos manterem as propriedades de viruléncia durante a
estocagem e distribuicdo no solo destinado a usos agronémicos (Jones, 1980;
Kearney, 1983).

Portanto, o processo de compostagem deveria garantir, por meio do
tratamento termofilico, a eliminacdo de patdgenos animais e humanos que

podem estar presentes no material inicial que foi submetido a tratamento
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(Ceustermans et al., 2007). A sobrevivéncia em baixos niumeros de bactérias
entéricas, como Salmonella sp., durante o processo de compostagem, também
foi descrita como a possibilidade de ressurgimento durante a estocagem do
produto final (Russ & Yanko, 1981; Pietronave et al., 2004). Ha de se
considerar, ainda, a possibilidade de que contaminacfes externas podem
também surgir de varias fontes, como de passaros e fezes de roedores (Fenlon
1985; Pietronave et al., 2004). Dessa forma, além do monitoramento cauteloso
durante o processo de compostagem, a fim de garantir a qualidade do
processo de sanitizacdo, a estocagem do produto final também tem que ser

monitorada, visto ser esta outra oportunidade de recontaminacao do material.

2.6.2. Ovos viaveis de helmintos

Das classes de patogenos presentes em biossélidos, ovos de
helmintos sdo os mais resistentes que perduram em ambientes apds a
deposicao de residuos organicos. Ovos do género Ascaris sp. tém as mais
altas taxas de resisténcia e sobrevivéncia dentro de todas as condi¢cdes de
tratamento (Feachem et al., 1983; Gaasenbeek & Borgsteede, 1998; WHO,
2006; Koné et al., 2007; Pecson et al., 2007), mesmo a altas temperaturas
(Pereira-Neto, 2001), gracas a adaptacfes morfolégicas (Andreoli et al., 2001).
A eficiéncia de inativagdo de ovos de Ascaris sp. varia de acordo com a
temperatura utilizada durante o tratamento do lodo (20 — 80°C), sendo assim, a
temperatura maxima atingida e o tempo de exposicdo do material sao

criticamente importantes (Feachem et al., 1983; Briancesco et al., 2008).
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A concentracao residual de ovos de helmintos em biossolidos é
dependente da prevaléncia e intensidade entre indices de infeccdo e perfil da
populacdo da qual o lodo de esgoto é coletado, bem como de outros varios
fatores que influenciam na sobrevivéncia do parasita. A temperatura, secagem
e luz ultravioleta sdo os principais fatores que influenciam a sua morte. Dados
da literatura revelam que ovos de helmintos podem sobreviver de 10 a 12
meses ap0s a evacuacdo e insercdo em sistemas de esgoto em climas

tropicais (Larsen & Roepstorff, 1999; Sanguinetti et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Campo

A leira de compostagem, objeto desse estudo, foi montada por
funcionarios da Usina de Triagem de Residuos da Lomba do Pinheiro, no
municipio de Porto Alegre, RS, em Junho de 2009. Na usina existe instalada
uma esteira onde transbordam os residuos urbanos coletados diariamente, na
qual é realizada a triagem de residuos reciclaveis, pela equipe da cooperativa
de separacao de residuos, e a selecdo de residuos organicos destinados as
leiras de compostagem.

A constituicdo da leira foi de 11 toneladas de residuos organicos
domiciliares, recolhidos diariamente pelo Departamento Municipal de Limpeza
Urbana (DMLU); seis toneladas de podas vegetais, originarias de cortes de
arvores do local; e quatro toneladas de lodo ativado de esgoto, oriundo do
tratamento de efluentes de esgoto do Departamento Municipal de Agua e

Esgoto (DMAE).

3.2 Monitoramento e coletas
A leira de compostagem foi monitorada, e as coletas realizadas em

intervalos de aproximadamente 15 dias, entre Junho de 2009 e Janeiro de
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2010. A manutencdo da umidade durante o processo foi realizada
exclusivamente pelas precipitacdes pluviais. O revolvimento da leira ocorreu de
2 a 3 vezes por semana, por meio de uma retroescavadeira.

No dia da coleta, era determinada a temperatura meédia da leira
obtida a partir da leitura da temperatura do apice, centro e base da leira. As
coletas das amostras foram realizadas retirando-se por¢cdes de material em
processo de compostagem de trés pontos (apice, centro e base da leira), para
garantir a maxima diversidade de espécies de bactérias, totalizando 1Kg de
amostra coletada. O material foi armazenado em recipientes assépticos e

conduzido até o Laboratorio de Microbiologia para processamento do material.

3.3 Processamento

O material da leira de compostagem ja se mostrara particulado
desde o inicio do processo, visto que os residuos organicos domiciliares
permaneceram estocados por cerca de 10 dias antes da montagem da leira de
compostagem, dando inicio, assim, ao processo de decomposicdo. As
amostras das coletas foram processadas misturando-se 10 gramas de amostra
de residuo em 90mL de agua destilada estéril. A solucdo foi homogeneizada
sob agitacdo a 120 rota¢des por minuto (rpm), a temperatura de 30€ durante
30 min. A partir da primeira diluicdo, seguiram-se as diluicbes seriadas,
utilizando-se a quarta, quinta e sexta diluicbes para os testes colimétricos e

semeaduras em placas de Petri com meios de cultura seletivos e ndo seletivos.

3.4 Andlises fisico-quimicas
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As analises fisico-quimicas do composto, como a relacdo carbono
nitrogénio (C/N) e quantificacdo de metais pesados (mg.Kg' de composto),
foram realizadas na primeira e ultima coleta do processo de compostagem,
bem como na analise do lodo ativado de esgoto. Os metais analisados foram:
cobre, zinco, cadmio, cromo, niquel, chumbo, molibdénio, selénio, arsénio,
bario e mercurio. Os testes foram realizados no Laboratério de Analises de
Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul, e estdo apresentados em anexo.

3.5 Colimetria

O Teste colimétrico foi realizado pela técnica da fermentacdo de
tubos multiplos com seriacdo de cinco tubos (APHA, 1998), determinando-se o
namero mais provavel (NMP) de coliformes totais e coliformes termotolerantes
(padronizado por Escherichia coli). Houve variagdes quanto ao fator de diluicéo
das amostras no decorrer do processo de compostagem a ser utilizada nos
testes colimétricos. Dessa forma, no inicio do processo, a sexta diluicdo foi
utilizada e, ao final do processo, a quarta diluicdo. Para o teste colimétrico do

material de lodo ativado de esgoto, foi utilizada a terceira diluicéo.

3.6 Contagem de bactérias heterotréficas

A contagem de bactérias heterotroficas foi realizada em placas de
PCA apés o periodo de incubacdo de 24-48h a 37€C. F oram consideradas
para a contagem as placas que apresentaram crescimento de col6nias

bacterianas entre 30-300 unidades formadoras de colénias (UFC).
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3.7 Semeadura e isolamento bacteriano

As diluicdes 10“, 10° e 10° das amostras processadas foram
semeadas pela técnica de semeadura em superficie, em placas de Petri
contendo meios seletivos: agar eosina azul de metileno (EMB), agar cetrimide,
agar Salmonella Shighella (SS) e agar amido caseina; e nao seletivos: agar
triptona de soja e agar padrdao para contagem (PCA). As placas foram
incubadas por 24-48 horas a 37C, com excecdo das p lacas com agar amido
caseina, incubadas por 5 a 10 dias a 30°C. As semeaduras foram realizadas
em triplicata.

As colonias bacterianas obtidas das diferentes placas, com

diferentes meios, foram selecionadas para o isolamento e purificacdo. A
selecéo foi aleatoria, obtendo uma colbénia por quadrante de placa, que foram
isoladas e purificadas através de esgotamento em placa, no mesmo meio de
cultura de origem. Ap0s o esgotamento, as colbnias forma submetidas a
coloracdo de Gram, a fim de confirmar a pureza, morfologia e arranjos das
células, bem como classificar os isolados em Gram positivos e Gram negativos.
Os isolados foram crescidos em caldo nutriente a 37C por 24h e

armazenados em criotubos, com 20% de glicerol, sob temperatura de -20C.

3.8 Teste de antibiograma
Os antibiogramas foram realizados pela técnica de difusdo em agar
(Kirby-Bauer). Durante a realizacado dos testes, os isolados foram inoculados

em caldo triptona de soja (TSB) a 37C por 24h, res peitando a turbidez da
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escala 0,5 de Mac Farland (aproximadamente 1,5 x 10® UFC.mL™). Suabes
estéreis foram embebidos nas culturas, retirando-se o excesso de liquido, e
semeados uniformemente em placas contendo agar Miuller Hinton. Os discos
de antimicrobianos foram depositados de forma equidistante sobre a superficie
do meio inoculado. Os antimicrobianos utilizados foram: nitrofurantoina (NIT
300ug), norfloxacina (NOR 10 ug), amoxicilina + acido clavulénico (AMC 20/10
ug), ampicilina (AMP 10 pg), tetraciclina (TET 30 pg), estreptomicina (EST 10
1g), ciprofloxacina (CIP 5 ug), ceftriaxona (CRO 30 ug), cefalotina (CFL 30 pg),
cefoxitina (CFO 30 pg), sulfametoxazol + trimetoprim (SUT 25 pg), imipenem
(10 ng), cloranfenicol (30 pg) e gentamicina (10 pg). As placas foram
incubadas a 37€ por 18-24h e, apos este periodo, o s halos de inibicdo foram
medidos. A interpretacdo das zonas de inibicédo foi realizada de acordo com a
tabela de valores de resisténcia e antibiogramas da Clinical and Laboratory
Standards Institute / 2007. As cepas controle utilizadas foram Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus

aureus ATCC 25923.

3.9 Teste de concentracéo inibitéria minima de meta  is pesados

Os testes de concentracao inibitéria minima biocida de metais
pesados (CIM) foram conduzidos utilizando a técnica de microdiluicdo em
microplacas de 96 pocos, segundo Giovanella et al. (2010), com modificacdes.
Os isolados foram incubados em caldo TSB a 37€ por 24h, estabelecendo o
parametro de turbidez da escala 0,5 de Mac Farland. Em cada poco foi

adicionado 97,5% de caldo TSB (195uL) com diferentes concentracdes de
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solucbes dos sais metalicos, e 2,5% do inéculo (5uL). As concentracoes
metalicas foram preparadas a partir de solugcbes-estoque prontamente diluidas
em agua destilada estéril (10g.L™"). Os sais metélicos utilizados foram
dicromato de potassio (K>Cr,O;), com concentracdes de 0,5 a 5g.L™, sulfato de
cobre pentahidratado (CuS0O,.5H,0), de 1 a 10g.L™, sulfato de zinco (ZnSO.),
de 1 a 6g.L™" e nitrato de chumbo [Pb(NOs),], com concentra¢des salinas no
intervalo de 0,1 a 3g.L™. Esses metais foram 0s que apresentaram as maiores
concentracfes presentes nas amostras de compostagem, conforme laudo
(ANEXO).

Para preparar as diferentes concentragcbes salinas a serem
distribuidas nos pocos, foram preparadas as solu¢cdes de caldo de cultura +
solucéo salina em tubos de ensaio de 10mL, utilizado o célculo

Cl1l.V1l=C2.v2, onde:

C1 = concentracdo do estoque de solucéo salina (1Og.L'1);
V1 = volume de solucéo salina a ser misturada ao caldo de cultura;
C2 = concentrac¢éo final de sal metalico no caldo de cultura;

V2 = volume final de solucéo salina + caldo de cultura (10mL).

Os experimentos foram conduzidos em triplicata, sendo preparados
pocos com concentrado salino e com indculo (teste); meio sem concentrado
salino e com inéculo (controle positivo de crescimento do indculo); meio sem
concentrado salino e sem inoculo (controle negativo de crescimento do indculo)
e meio com concentrado salino e sem indculo (controle negativo). As placas
foram incubadas a 37C por 24-48h, e posteriormente uma aliquota de 20 pL
de cada poco com concentrado salino e cultura, porém sem turbidez, foram

inoculadas em placas de agar triptona de soja (TSA) e incubadas a 37C por



31

24h. A concentracdo salina da qual ndo se obteve crescimento em placa foi

considerada a concentracao inibitéria minima biocida.

3.10 Identificacédo dos isolados

As bactérias isoladas durante o processo de compostagem foram
identificadas por testes bioquimicos, segundo os sistemas de Krieg & Holt
(1996) e Mac Faddin (2000).

O critério para selecionar as bactérias a serem identificadas foi as
gue apresentaram 0s maiores indices de resisténcia, quanto ao numero de
antimicrobianos. Para a identificacdo das bactérias resistentes a metais
pesados, foram selecionadas as que mostraram valores minimos estipulados
(em mg.L™) de concentracdes inibitérias minimas (CIM) estabelecidas de
acordo com cada solucdo salina. Assim, foram identificados os isolados que
apresentaram CIM superior a 710 mg.L™* de Cr** e 1040 mg.L™ de Cu**.

Os principais testes bioquimicos empregados foram: crescimento
em agar Mac Conkey, OF, catalase, citocromo oxidase, SIM (producao de H,S,
indol e motilidade), vermelho de metila, Voges Proskauer, agar triplice acucar e
ferro, citrato, urease, reducao de nitrato, fermentacéo e oxidacao de glicose e

lactose, hidroélise da esculina e hidrélise do amido.

3.11 Teste de viabilidade de ovos de helmintos
Os experimentos para verificar a presenca de ovos de helmintos no

composto, e sua viabilidade, foram realizados no Laboratorio de Bacteriologia
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da Divisdo de Pesquisas do Departamento Municipal de Agua e Esgoto
(DMAE), em Porto Alegre, RS, seguindo o protocolo de Alves (2005).

A andlise consistiu em pesar 50g do material solido (biossolido),
homogeneizando com solucdo tamponada (tampéo fosfato) com tween 80 a
1%. ApOs a suspensdo, o material foi filtrado para a remocao de particulas
sélidas e mantido a temperatura ambiente por 12 horas para ocorrer a
sedimentacdo. O sobrenadante foi retirado com auxilio de sifdo, e diluido a
50% com agua destilada, seguindo sedimentacdo por 3h. Apds, o
sobrenadante foi novamente retirado e o sedimento ressuspendido por
agitacdo com agua (50mL), seguindo centrifugacdo a 660x g por 3 min. O
sedimento resultante foi transferido para tubos de centrifuga (50mL) e
submetido a centrifugacdo a 3.500 rpm por 3 min. Apds, ressuspendido com
igual volume de solucdo tampado aceto-acética pH 4,5 e volume de éter
correspondente ao dobro do volume de sedimento. Uma aliquota da amostra
final foi retirada com uma pipeta de Pasteur, transferida para a camara de
McMaster e deixada em repouso por 5 min. para que os ovos flutuassem,
atingindo superficie do reticulo de contagem. A camara foi observada ao
microscopio em objetivas de 10x ou 40x para contagem dos ovos. A analise foi
baseada na morfologia da membrana de ovos de helmintos, pois a integridade

da membrana caracteriza o formato do ovo em viabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises fisico-quimicas: temperatura, pH e rel  acado carbono
/nitrogénio (C/N)

A leira de compostagem foi monitorada durante os meses de junho
de 2009 a janeiro de 2010, periodo em que foram realizadas as coletas, em
intervalos de aproximadamente 15 dias. Durante cada coleta, foram
determinados a temperatura média da leira e o pH da amostra suspensa em
agua destilada estéril (1:10).

A temperatura média da leira de compostagem variou de 37,3 € no
inicio do processo de degradacdo, com aumento da temperatura a um valor
méaximo de 67,6€C durante a fase termofilica, e reto rnando ao valor inicial de
37€C ao final do processo, sendo esta a temperatura ambiente no dia da coleta
(Tabela 1). A fase termofilica iniciou na coleta 2 (55€), encerrando durante a
coleta 6 (46C). Durante esse periodo, esta associa da intensa atividade de
degradacdo da matéria organica disponivel na leira, e a medida que as fontes
de carbono exauriram, houve a reducédo do metabolismo microbiano, levando o

sistema a entrar novamente na fase mesofilica, de maturacdo do composto.
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TABELA 1. Temperatura meédia da leira e pH das amostras de cada coleta de
residuo em processo de compostagem

Coleta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Temperatura

daleira(€C) 373 55 57 633 676 46 24 20 32 36,6 37
pH da Amostra

em Suspensédo 6,7 69 83 837 82 76 81 76 805 79 75

Os valores maximos de temperatura da fase termofilica do presente
trabalho foram semelhantes aos obtidos por Ren et al. (2010), investigando
compostagem de residuos de espigas de milho com esterco suino, e aos
resultados de Cofie et al. (2009), de analises de compostagem de lodo de
origem fecal com residuos organicos. Temperaturas maximas de 60C durante
a fase termofilica de compostagem foram encontradas em resultados de Silva
et al. (2009), também com processo de compostagem com estercos suinos.
Kianirad et al. (2010) observaram valores de temperatura maxima abaixo de
55€, em tratamentos comparativos de compostagem po r altas e baixas
temperaturas, indicando reduzido tempo de decomposicdo e maior eficiéncia
de degradacao pelo tratamento por altas temperaturas, com duracdo de 75
dias, em relacdo ao processo por baixas temperaturas, que teve duracdo de
105 dias. Portanto, o aumento da temperatura durante o processo de
compostagem é consequéncia do metabolismo de decomposi¢cdo microbiana,
podendo ser considerado um parametro de eficiéncia do processo de
degradacdo, desde que o sistema seja controlado.

Durante a fase inicial da compostagem foram registrados os

menores valores de pH, entre 6,7 e 6,9, que estdo relacionados ao intenso
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processo de decomposicdo e acdo de enzimas sobre moléculas simples, com
producado de acidos organicos (Hanajima et al., 2010). Resultados semelhantes
foram encontrados em trabalhos de Kalamdhad & Kazmi (2009) e Yang et al.
(2008). Os altos valores de pH foram observados durante a fase termofilica do
processo. Estes valores podem estar relacionados com a baixa relacao
carbono/nitrogénio presente no lodo ativado, uma vez que as altas
concentracbes de compostos nitrogenados que estdo presentes no material
sdo degradados, provocando a volatilizacdo de ambnia e tornando o pH
alcalino, processo este que também é influenciado pelas altas temperaturas do
sistema termofilico. Yang et al. (2008) observaram que 56,7% da amoénia dos
constituintes nitrogenados do sistema volatilizou durante e apds a fase
termofilica do processo de compostagem. A relacdo carbono/nitrogénio e o
valor de pH estdo intimamente ligados, ja que a amobnia resultante da
degradacéo de nitrogenados provoca aumento nos valores de pH.

O composto maturado apresentou pH na faixa de 7,5. Rebollido et al.
(2008) obtiveram o mesmo valor ao final do processo de compostagem de
residuos sélidos urbanos, e Chang et al. (2006) relataram valor de pH superior
a 8 ao final do processo de compostagem de residuos vegetais.

A relacdo carbono/nitrogénio € um indicativo das etapas de
degradacdo em um sistema de compostagem, padronizando valores entre 30:1
e 20:1 durante o estagio inicial de degradacéao, e abaixo de 10:1 sinalizando o
término de um processo de decomposicao. O valor da relacdo C/N inicial neste
trabalho foi 18,3/1, resultado semelhante ao encontrado por Yang et al. (2008),

com valores iniciais de 19,8/1. Por outro lado, Kianirad et al. (2010),
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trabalhando com compostagem de residuos de espigas de milho,. obtiveram
resultados variando de 38 no estagio inicial e 13,9 ao final do processo. Kurola
et a. (2011) obtiveram valores acima de 25/1 em um experimento de
compostagem com a adicéo de cinzas de madeira.

O composto maturado apresentou valor C/N de 4/1. Resultado
semelhante foi encontrado em um trabalho de co-compostagem de lodo com
residuos capilares, cujos produtos de compostagem de diferentes proporcdes
de misturas tiveram valores entre 4 e 7,2 (Barrena et al., 2007). Esse valor
abaixo de 10/1, que é padrao indicativo de término de atividade de degradacéo,
pode estar relacionado a carga nitrogenada presente no lodo durante o

processo.

4.2 Colimetria e contagem de heterotroéficos

O objetivo dos testes de colimetria € investigar a presenca de
contaminantes possivelmente patogénicos e de origem fecal presentes no
material do residuo compostado, de maneira a garantir a qualidade, higiene e
seguranca do produto de degradacao a ser utilizado.

As colimetrias foram realizadas a cada coleta do monitoramento da
leira de compostagem. No inicio do processo de compostagem foi observada a
maior contagem de coliformes totais e fecais (Tabela 2), presentes
exclusivamente no material constituinte da leira de compostagem de residuos

organicos. A coleta 2 foi realizada com o material misturado ao lodo de esgoto

que foi adicionado ao sistema apds a montagem da leira. Os indices de
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coliformes mostraram-se mais baixos no material com lodo, em relacdo aos

valores obtidos pela colimetria dos residuos organicos iniciais.

TABELA 2. Temperatura da leira de compostagem versus contagem de
coliformes e heterotréficos por coleta

Temperatura Heterotroficos Coliformes Totais  Escherichia coli
Coleta da Leira (°C) (UFC.g™) (UFC.g™) (UFC.g™%)

1 37,3 52 X 107 3x 10’ 2 x 10°

2 55 2.2 X 10° 3,4 x 10 1,1 x 10*
3 57,3 21X 10° 9 x 10° 9 x 10*

4 63,3 2.6 X 10° 2,8 x 10° 7 x 10*

5 67,6 8.3 X 10° 1,3 x 10° 2 x 10*

6 46 8.7 X 10° 5 x 10° 4x 10

7 24 1.8 X 10° 5 x 10° 4 x 10

8 20 8.1 X 10° 3,3x10° 8 x 10*

9 32 4 X 10* 4x10* 2 x 10*
10 36,6 5 x 10° 2,7 x 10* 0

11 37 2.5 X 10° 3,4x10° 4 x10*

Os indices colimétricos sofreram uma redugcdo durante a fase
termofilica, que pode estar relacionada com o aumento progressivo da
temperatura da leira em consequéncia da atividade de degradagcédo da matéria
organica. Apos a fase termofilica, ocorreram oscilagbes de contagem de
coliformes totais e E. coli, que podem estar vinculados as diferencas de
temperatura por toda a dimensdo da leira de compostagem, ja que a
temperatura ndo € distribuida de maneira homogénea no material, e a
presenca de coliformes pode ser mais concentrada em regides com
temperaturas mais baixas, recontaminando, assim, outras regides durante o

revolvimento da leira. Na coleta 10 n&o foi registrada a presenca de E. coli,
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indicio de um processo de sanitizacdo eficiente do material, ou, entdo, a
amostra coletada era oriunda de uma regido ndo contaminada da leira. Ainda
h&4 a possibilidade de eliminagcdo de E.coli por fatores ecologicos e/ou
nutricionais, como competicdo (Puri & Dudley, 2010) ou exaustdo de fontes de
energia, respectivamente.

A coleta 11 foi realizada com o composto maturado e peneirado, e a
temperatura ambiente (37°C). As colimetrias revelaram o ressurgimento de
coliformes totais e de E. coli, evidenciando uma recontaminacdo do material.
Esse perfil de ressurgimento de coliformes ao final do processo de
compostagem também foi observado por Hassen et al. (2002); Kim et al.
(2009); Sobratee et al. (2009) e Khalil et al. (2011), durante o processo de
compostagem.

Em relacdo aos resultados obtidos neste trabalho, a recontaminacéo
do composto também pode ser resultado do material presente nas
retroescavadeiras que sao utilizadas para o revolvimento de leiras em
diferentes estagios do processo de compostagem, ou pela exposicdo do
material a céu aberto e a mercé de animais de sangue guente presentes no
local, como aves e caes. Shepherd et al. (2010) relataram a auséncia de E. coli
apos a fase termofilica, porém, houve a recontaminacdo apds a adicao de
material parcialmente compostado na leira.

Resultados positivos para a eliminagdo de E. coli durante o
processo foram observados durante a investigacdo de disposicdo de fraldas
descartaveis em leiras de compostagem de residuos solidos, pois ndo foram

encontrados micro-organismos patogénicos ao final do processo, segundo o
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autor, gracas ao aumento da temperatura e revolvimento constante da leira
(Colén et al, 2010).

Mupondi et al. (2011), em um trabalho com vermicompostagem
antecedida de pré-compostagem termofilica, verificaram a reducdo de 94% de
coliformes fecais no periodo de pré-compostagem e eliminacdo total de
indicadores patogénicos no processo final, sucedido por vermicompostagem,
atribuido a acéo digestiva dos anelideos. Por fim, resultados de comparacdes
entre sistemas de compostagem estéreis e nao-estéreis controlados
mostraram que a rapida reducdo de E. coli esteve relacionado a competicdo
por outros micro-organismos presentes ao longo do processo (Puri & Dudley,
2010).

O sucesso na eliminacdo de micro-organismos patogénicos durante
0 processo de compostagem depende, portanto, de altas temperaturas, do
tempo de exposicdo do material a essas temperaturas elevadas e da
uniformidade da temperatura sobre o material da leira de compostagem (Rihani
et al., 2010).

De acordo com a Resolucdo n°® 375/2006 do CONAMA, o critério
“presenca de Escherichia coli” é preconizada pelo limite de 10°® UFC.g™ de
composto maturado. Dessa forma, a qualidade do composto maturado
estudado ndo se enquadra nas normas, pois houve uma recontaminacao no
final do processo, e o indice de E. coli atingiu 4 x 10* UFC/g. Por outro lado, ha
possibilidade de erros ou imprecisdo ao estimar a contagem durante os testes
colimétricos, subestimando a significancia que invalidaria a qualidade

microbiolégica do composto.
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A contagem de micro-organismos heterotroficos poderia mensurar o
grau de atividade microbiana durante o processo de degradacdo da matéria
organica, a relacdo da temperatura da leira com o aumento ou reducéo de
populacdes microbianas e, por fim, a taxa de decomposicdo através da
disponibilidade de carbono prontamente assimilavel.

Os resultados da contagem de micro-organismos heterotroficos sao
observados na Tabela 2. Os valores obtidos oscilaram com o decorrer do
processo, sem indicar alteracfes evidentes da atividade das populacdes
microbianas. As maiores contagens de bactérias heterotroficas ocorreram
durante as coletas 1, 3, 4 e 11, com valores de 5,2 X 10’ 2,1 X 10°2,6 X 10° e
2,5 X 10° UFC.g™?, respectivamente. Uma hipdtese para a alta contagem de
heterotréficos durante a fase termofilica seria a germinacdo de endosporos
presentes na leira (Gomes et al., 2007), ou mesmo a proliferacéo de bactérias
termotolerantes.

A coleta 1, realizada a partir do material constituido por residuos
organicos, revelou a maior contagem de bactérias durante o processo. A
menor contagem ocorreu durante a coleta 9, com 4 X 10* UFC.g™*, seguindo
até o final do processo de compostagem com aumentos nos valores das
contagens, 0 que corrobora mais uma vez com a hipétese de recolonizacao do
material compostado. Khalil et al. (2011) observaram, no inicio da degradacao
de residuos com lodo ativado, valores de heterotréficos totais de 1,49 x10™°
UFC.g*, havendo reducdo na contagem ao longo da fase termofilica e
aumentando posteriormente para valores em torno de 2 x 10*® UFC.g' no

produto final da compostagem. Em uma analise de diversidade microbioldgica
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de compostos de diferentes origens organicas, Vaz-Moreira et al. (2008)
observaram a contagem de heterotréficos de 4,4 x 10° UFC.g* para produtos
de origem domiciliar, 7 x 10° UFC.g™* para produto oriundo de lodo de esgoto,
e 5 x 10* UFC.g™* para compostos de residuos organicos municipais. Segundo
0s autores, a justificativa para o aumento na contagem de heterotréficos no
produto de origem domiciliar seria o fato de a leira ndo ultrapassar as
temperaturas de 50C, o que nado contribuiria para a mortalidade dos micro-
organismos. Arikan et al. (2009) verificaram a contagem de 2,3 x 10° UFC.g*
no inicio do processo de compostagem de estercos bovinos, reduzindo o valor
para 2,1 x 10° UFC.g™* na contagem do produto final.

Os resultados da contagem de heterotréficos mostraram oscilacoes
ao longo do periodo de degradacdo, mostrando aumento nos valores durante o
estagio final de maturacdo da compostagem, indicando recolonizacdo por

micro-organismos mesofilicos.

4.3 Antibiogramas
Os testes de antibiograma foram realizados com as 344 bactérias
isoladas ao longo do processo de compostagem, sendo utilizados 14
antimicrobianos de 8 classes diferentes:
« cefalotina, cefoxitina e ceftriaxona (cefalosporinas)
e ampicilina e amoxicilina + &cido clavulénico (aminopenicilinas)
» estreptomicina e gentamicina (aminoglicosideos)
» sulfazotrim, ciproflozacina e norfloxacina (fluorquinolonas)

* imipenem (carbapenémicos)
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» tetraciclina
» cloranfenicol
» nitrofurantoina

A maior parte das bactérias isoladas e testadas € de Gram
negativas (82,85%), e sdo as que se mostraram resistentes a maior parte dos
antimicrobianos. As bactérias Gram positivas mostraram-se sensiveis a
maioria dos antimicrobianos testados, com excecdo de um coco Gram positivo
que foi resistente a oito antimicrobianos. Para todos os antimicrobianos foi
detectada resisténcia bacteriana, e 89,53% (308) dos isolados foram
resistentes a pelo menos um antimicrobiano (Figura 1).

A nitrofurantoina foi o antimicrobiano ao qual as bactérias
apresentaram maior perfil de resisténcia (64,82%), seguindo pela ampicilina
(58,14%), cefalotina (50%), amoxicilina + acido clavulénico (37,21%), cefoxitina
(34,59%), cloranfenicol (31,98%) e ceftriaxona (29,94%). Os demais
antimicrobianos apresentaram taxa de resisténcia abaixo de 20%, conforme

mostrado na Figura 2.
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Perfil de Resisténcia a Antibidticos

8% 12% Nenhum antibiético
16% O 1 antibiotico
O 2 classes
W 3classes
15% O 4 classes
B
=]

5 classes

14% 24% 6 classes

FIGURA 1. Frequéncia de resisténcia e resisténcia multipla a antimicrobianos
em bactérias isoladas ao longo do processo de compostagem.

Mashouf et al. (2009) reportaram perfil de resisténcia e resisténcia
moderada a nitrofurantoina em 48,2% de isolados de infec¢cdes do trato
urinario. A ampicilina ainda apresentou um valor superior, com 63,9% de
isolados resistentes. Os autores relacionaram esses perfis de resisténcia com
0 uso e dosagem inadequados dos antimicrobianos entre a comunidade local.

Luczkiewicz et al. (2010) observaram 100% de sensibilidade a
nitrofurantoina entre isolados de E. coli de uma estacdo de tratamento de
aguas residuais. Por outro lado, neste mesmo trabalho 34% dos isolados foram
resistentes a ampicilina. Em outro estudo, Kashef et al. (2010) avaliaram
isolados de infec¢cdes uropatogénicas e observaram que quase 95% dos
isolados foram Gram negativos, e 0 antimicrobiano com maior eficiéncia sobre

as bactérias foi a nitrofurantoina, agindo sobre 71,3% dos isolados, seguindo

com a ciprofloxacina, com resultado de 68,1% de sensibilidade.
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Uma hipotese para o alto indice de resisténcia a nitrofurantoina nos
isolados do presente trabalho pode estar relacionada com a provavel presenca
do antimicrobiano no lodo. A droga € ministrada oralmente e metabolizada
rapidamente, sendo liberada pelas excretas, inclusive em sua forma inalterada
(Conklin, 1978) e € amplamente utilizada em tratamentos de infeccéo urinaria,
estando entre os mais utilizados e prescritos, assim como alguns B-lactamicos
(Mashouf et al., 2009). Assim, ndo seria incomum isolar bactérias resistentes a
nitrofuranos e B-lactamicos ao longo deste estudo, por serem antimicrobianos
consumidos de forma indiscriminada pela populacdo. Ha também a
possibilidade de o grande indice de resisténcia estar relacionado as
transferéncias horizontais (Silbergeld et al., 2008).

As bactérias isoladas neste trabalho apresentaram uma alta
resisténcia a ampicilina e aos antimicrobianos pertencentes a classe das
cefalosporinas, do grupo dos B-lactamicos. Heringa et al. (2010) compararam
diferentes sistemas de compostagem no estado da Califérnia (USA) e
observaram que 63% dos isolados de E. coli de residuos de estercos foram
resistentes a ampicilina. O alto indice de resisténcia a ampicilina, segundo os
autores, estaria relacionado a utilizacdo desta droga como promotor de
crescimento em animais de criacdo. Aypak et al. (2009), em um trabalho sobre
a perspectiva de tratamentos de infec¢des urinarias, relataram que 55,1% dos
isolados de Escherichia coli foram resistentes a ampicilina e 32,7%
manifestaram resisténcia a amoxicilina + &cido clavulénico. Resultados estes
corroboram com os resultados de alto indice de resisténcia aos B-lactamicos

obtidos neste trabalho.
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A maioria das bactérias Gram negativas, especialmente as da
familia Enterobacteriaceae, possui uma resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos das classes do grupo dos B-lactamicos, devido a capacidade
de producdo das enzimas (- lactamases, que realizam a clivagem do anel B-
lactamico, tornando-o inativo em relacdo ao sitio ligante na cadeia peptidica
em formacdo na parede da célula bacteriana. As enzimas B-lactamases néo
possuem a capacidade de hidrolisar o anel B-lactamico de antimicrobianos
carbapenémicos (Martinez-Martinez & Calvo, 2010) - no presente trabalho foi
utilizado o imipenem. Provavelmente por essa razdo as bactérias manifestam
grande sensibilidade a essa droga, além deste quimico ter atualmente uso
restrito pela populacao.

As bombas de efluxo também possuem um papel crucial na
eliminacdo de substancias nocivas que penetram na célula bacteriana,
contribuindo para a sobrevivencia de micro-organismos em locais
contaminados, para a adaptacao e resisténcia a diversos produtos quimicos e

antimicrobianos (Kaye et al., 2004).
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FIGURA 2. Percentual de bactérias isoladas de residuos em processo de
compostagem resistentes aos 14 antimicrobianos utilizados nos ensaios de
susceptibilidade aos antimicrobianos.

Os antimicrobianos que foram mais eficientes na inibicdo do
crescimento das bactérias foram o imipenem (apenas um isolado resistente),
gentamicina (cinco isolados resistentes) e ciprofloxacina (seis isolados
resistentes). Holzel et al. (2010) obtiveram resultados semelhantes quanto ao
perfil de sensibilidade dos isolados bacterianos, pois todos os isolados de E.
coli, obtidos do lodo de tratamento de efluentes mostraram-se suscetiveis a
ciprofloxacina e ao imipenem. Mais uma vez, a eficiéncia dessas drogas pode
estar relacionada ao uso discriminado.

Analisando os indices de resisténcia dos isolados aos
antimicrobianos ao longo do processo de compostagem, foram observadas

diferencas de perfis entre algumas coletas, podendo se relacionar com a
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constituicdo e origem de residuos da leira, ou com diferentes estagios do

processo de degradacao do residuo (Tabela 3).
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A coleta 1 foi realizada durante a montagem da leira de
compostagem, apos o transbordo de residuos organicos oriundos da coleta de
lixo domiciliar, misturados com palhas e podas vegetais. Durante a primeira
coleta houve um dos menores indices de resisténcia antimicrobiana dos
isolados ao longo do processo, comparado a outras coletas. O maior numero
de isolados apresentou resisténcia a nitrofurantoina (58,82%), e o0 menor
percentual de resisténcia foi para estreptomicina (5,88%). N&o houve
resisténcia a ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, sulfazotrim, norfloxacina e
a tetraciclina.

A coleta 2 foi realizada ap6s a adicdo de lodo de esgoto sobre a
leira. Houve um aumento da incidéncia de resisténcia em todos o0s
antimicrobianos, comparado aos valores da primeira coleta. O maior indice de
resisténcia foi novamente a nitrofurantoina (72,22%). Os menores valores
foram referentes a norfloxacina e tetraciclina (8%).

O maior percentual de isolados resistentes a nitrofurantoina ocorreu
na coleta 8, com 82,61% dos isolados resistentes e, na coleta 9, os maiores
indices de resisténcia foram relacionados a cefalotina (91,3%), ampicilina
(78,26%) amoxicilina (69,57%) ceftriaxona (65,22%), e cloranfenicol (52,17%).
Observou-se uma tendéncia dos isolados resistirem aos antimicrobianos [3-
lactamicos ao final da compostagem, o que corrobora para a teoria da
transferéncia génica, adaptacao fisiolégica e aumento de resisténcias ao longo
do processo.

A coleta 11 foi realizada a partir do composto maturado e peneirado,

portanto, um produto que provavelmente possa ser destinado a areas de solos
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produtivos, ou, ainda, a areas degradadas em recuperacdo. Foram avaliados
57 isolados Gram negativos dessa amostra. O perfil de resisténcia dos
isolados foi ainda bastante alto. A maior resisténcia foi a cefalotina (68,42%),

seguindo com nitrofurantoina (66,66%) e ampicilina (63,16%).

4.3.1 Isolados bacterianos resistentes a 7 até 10
antimicrobianos

Dos 344 isolados bacterianos analisados quanto ao perfil de
resisténcia antimicrobiana ao longo do processo de compostagem, 77 isolados
apresentaram o0s maiores indices de resisténcia quanto ao numero de
antimicrobianos utilizados para os testes de susceptibilidade, cujo indice de
resisténcia microbiana variou entre 0 minimo de resisténcia a 7 e 10
antimicrobianos, que foi o valor maximo de resisténcia detectado.

Analisando o perfil de resisténcia geral entre esses isolados em
relacdo a cada antimicrobiano (Figura 3), foi observado que 76 isolados foram
resistentes a ampicilina e cefalotina, seguindo com a nitrofurantoina e a
cefoxitina, com 75 isolados resistentes.

O antimicrobiano que se mostrou mais eficiente na inibicdo de
crescimento desses isolados foi o imipenem; dos 77 isolados, nenhum

apresentou resisténcia a essa droga, e apenas 2 isolados foram resistentes a

ciprofloxacina.
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FIGURA 3. Percentual dos isolados identificados e resistentes a cada
antimicrobiano, obtidos dos residuos presentes no processo de compostagem.

4.3.1.1 Identificagc&o de isolados multirresistentes

O critério para selecionar os isolados que seriam identificados em
nivel de espécie foi baseada naqueles isolados que apresentaram o maior perfil
de resisténcia aos antimicrobianos, estabelecendo-se um corte de resisténcia
minima a 7 antimicrobianos. Dessa forma, foram identificados 77 isolados
pertencentes a 14 géneros que apresentaram um perfil de resisténcia entre 7 e
10 antimicrobianos. Destes, 0os géneros que manifestaram maior incidéncia e
perfil diversificado de resisténcia aos antimicrobianos foram Pasteurella sp.,
Burkholderia sp. e Pseudomonas sp., representando 37,6%, 23,38% e 13% do
total de isolados identificados, respectivamente (Figura 4). O perfil de

resisténcia desses géneros estdo apresentados nas tabelas 2, 3 e 4.
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A espécie que foi resistente ao maior niumero de antimicrobianos foi
Burkholderia mallei, sendo identificados dois isolados, da 32 e 92 coletas.
Ambos foram resistentes a 10 antimicrobianos de seis classes diferentes.

Foram isoladas 12 bactérias resistentes a nove antimicrobianos,
sendo trés isolados de Pseudomonas aeruginosa, trés isolados de Burkholderia
mallei, dois isolados de Citrobacter freundii, um isolado de Pseudomonas
pseudoalcaligenes, um isolado de Pasteurella anatis, um de Pasteurella
multocida e um de Brevibacterium epidermidis. Todas as espécies resistentes a
seis classes de antimicrobianos.

Quanto a resisténcia a oito antimicrobianos, foram identificados 33
isolados, dentre eles, 18 do género Pasteurella sp., seis Pseudomonas sp.,
cinco Burkholderia sp., dois Flavobacterium sp., um Chromobacterium sp., um
Flavimonas sp., um Gardnerella sp., um Moraxella sp., um Serratia sp., € um
Xanthomonas sp. Houve uma incidéncia de 25 isolados resistentes a sete
antimicrobianos, sendo sete do género Burkholderia sp., nove Pasteurella sp.,
trés Enterobacter sp., dois Citrobacter sp., dois Klebsiella sp., e dois Serratia sp.
A relacdo do perfil de resisténcia das espécies menos frequentes durante as

identificacbes esta apresentada na tabela 7.
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FIGURA 4. Percentual de resisténcia dos géneros identificados, resistentes a
10, 9, 8 e 7 antimicrobianos.

O género Pasteurella sp. encontra-se frequentemente presente na
cavidade oral de animais domeésticos (Fukumoto et al, 2002), sendo
relacionado majoritariamente a zoonoses, atingindo animais de grande porte,
como bovinos, suinos, e animais de pequeno porte. Causa prejuizos a
economia, pela grande incidéncia de doencas no trato respiratorio de suinos
(De Jong, 1999; Pijoan, 1999).

Os isolados do género Pasteurella sp. contemplaram 38% dos
isolados resistentes ao maior nimero de drogas antimicrobianas neste trabalho
(Tabela 4), sendo predominantes as espécies P. anatis e P. multocida, com 9
isolados de cada espécie. Em uma trabalho realizado com a viruléncia de
Pasteurella multocida em suinos na China, Tang et al. (2009) investigaram o
perfil de resisténcia desses isolados a antimicrobianos, e mais de 80% deles

foram resistentes a ampicilina, 74,2% ao sulfazotrim e 58% a tetraciclina, entre
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outras drogas testadas. Apenas 2,6% dos isolados foram resistentes ao
cloranfenicol, e todos foram sensiveis a ciprofloxacina.

Outros dados sobre a multirresisténcia em P. multocida oriundas de
suinos infectados revelaram resisténcia a ampicilina em todos os isolados (San
Millan et al., 2009).

As infeccOes humanas geralmente estdo vinculadas ao contato ou
lesbes ocasionadas por animais infectados, ou por consumo de alimentos de
origem animal contaminados. Ha casos registrados de endocardite (Naba et al.,
2009), e com mais frequéncia, pneumonias, meningites, infec¢cdes urinarias e
no periténio (Guillet et al., 2007). Leon et al. (2007) relatou o isolamento de
Pasteurella sp. durante o processo de compostagem de residuos de
matadouros de animais de corte.

Visto esse género ser isolado de animais e/ou contaminacdes
provocadas por animais doentes, ndo é comum ser encontrado durante
processos de compostagem, surgindo a possibilidade de que no material em
processo de degradacdo possa estar inserido constituintes de fontes

contaminadas.
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TABELA 4. Incidéncia e perfil de espécies multirresistentes do género
Pasteurella sp. isoladas durante o processo de compostagem (junho/2009 a
janeiro/2010)

Género

Pasteurella sp

CIP__ CLO GEN NIT

IPM _CRO CFO CFL AMP SUT NOR EST TET AMC *

P. aerogenes
P. aerogenes
P. aerogenes
P.aerogenes
P.aerogenes
P. anatis
. anatis
. anatis
. anatis
. anatis
. anatis
. mairii
. mairii
mairii
. multocida
. multocida
. multocida
. multocida
. multocida

U U U U U U U U U U U U U T

. multocida
P. multocida
P.pneumotropica
P.pneumotropica

R R
R | R
R R
R R
R
R R
R R
R R
R R
R
R
R R
R
I R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
I R
I R
R R

I I R R
R R R R
R R R R

I R R
R R R R

I R R R

I R R R
R R R R
R R R R
R R R R
R R R R

R R R
R R R R
R R R R
R R R R

I R R R
R R R R
R R R R
R R R R
R R R R
R R R
R R R R
R R R R

R
R
R 2
R R
|
I |
R R
R R 4
R
| R
R R
R R
R R
R
I R R
R R
R R 3
R R
I R
R
R R
R
I R

AMC- amoxicilina
+ ac. clavulénico

AMP- ampicilina

CFL-cefalotina

CFO-cefoxitina
CIP- ciprofloxacina
CLO- cloranfenicol
CRO- ceftriaxona

EST- estreptomicina
GEN-gentamicina
IPM-imipenem
NIT-nitrofurantoina

NOR-norfloxacina
SUT-sulfazotrim
TET-tetraciclina

*isolados com mesmo perfil

Espécies do género Burkholderia sp. sdo bactérias na sua grande

maioria isoladas de solos. Burkholderia mallei é isolada de solos rizosféricos,

com potencial como promotor de crescimento de plantas (Cain et al., 2000) por

inibir a disseminacgéao de fitopatdgenos, além da atividade de biorremediacao de

solos (Butler et al., 1995; Master et al., 2002), e ja foi isolada de processo de
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compostagem de lodo municipal (Tiago et al.,, 2004). Por outro lado, esta
relacionada a infeccdes de fibrose cistica em humanos, manifestando alta
resisténcia a antimicrobianos (Butler et al., 1995; Mahenthiralingam et al., 2002).

Durante os ensaios de antibiogramas, dois isolados da espécie
Burkholderia mallei foram identificados como resistentes a 10 antimicrobianos
(Tabela 5), portanto, ao maior nimero de drogas testadas neste trabalho, do
total de 14 antimicrobianos. Foi a espécie mais identificada, representada por
16 isolados no intervalo de selecdo dos micro-organismos mais resistentes do
processo de compostagem, havendo possibilidade de apresentar clones,

devido a incidéncia de isolados com mesmo perfil de resisténcia.

TABELA 5. Incidéncia e perfil de espécies multirresistentes do género
Burkholderia sp. isoladas durante o processo de compostagem (junho/2009 a
janeiro/2010)

Género
Burkholderia sp.

CIP CLO GEN NIT IPM CRO CFO CFL AMP SUT NOR EST TET AMC *

B. gladioli R R R R R [ I

B. gladioli R | I | R I

B. mallei | R R R R R I R R R

B. mallei R | R R R R R R | R

B. mallei R R I R R R R | R

B. mallei R R R R R R | R R 2
B. mallei I R R [ R R R R 4
B. mallei R R R R R R R

B. mallei R R | R R R R 4
B. mallei R R R R R I R

B. mallei R R R R R R R
AMC- amoxicilina CFO-cefoxitina EST- estreptomicina NOR-norfloxacina

+ ac. clavulénico CIP- ciprofloxacina GEN-gentamicina SUT-sulfazotrim

AMP- ampicilina CLO- cloranfenicol IPM-imipenem TET-tetraciclina

CFL-cefalotina CRO- ceftriaxona NIT-nitrofurantoina *isolados com mesmo perfil
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As espécies do género Pseudomonas sp. sao bactérias Gram
negativas, ndo fermentadoras, e amplamente distribuidas pelo ambiente.
Pseudomonas aeruginosa € isolada de muitos ambientes, aquaticos e em solos,
sendo um patdégeno oportunista (Wunderink & Mendoza, 2007). Muitos isolados
ambientais sdo multirresistentes, reagindo a varias classes de antimicrobianos
(Edrington et al., 2009). Estdo envolvidos em diversas doencas infecciosas em
humanos, como inflamagfes no trato urinario e respiratério e fibrose cistica
(Gibson et al., 2003).

Em referéncia a isolados com alto grau de resisténcia antimicrobiana
e de viruléncia, € de extrema importancia que essa espécie seja erradicada
durante o processo de compostagem, caso esteja presente no material em
processo de decomposicdo. Kaszab et al. (2011) obtiveram isolados de P.
aeruginosa multirresistentes no material cru, durante e ao final do processo de
compostagem, sendo 48% dos isolados resistentes a ceftriaxona, e cuja acéo
de carbapenémicos e gentamicina néao foi eficiente.

Ao longo do processo de compostagem, foram observados 11
isolados de P. aeruginosa, 10 presentes na ultima coleta — composto maturado.
Destes 10 isolados, trés foram resistentes a nove antimicrobianos, e seis foram
resistentes a oito (Tabela 6). Por apresentarem perfis semelhantes de
resisténcia antimicrobiana, também ha a possibilidade de esses isolados serem
clones.

Coliformes termotolerantes foram identificados como resistentes a
sete antimicrobianos, sendo eles Enterobacter sp. e Klebsiella sp., totalizando

cinco isolados dos 11 géneros que foram menos frequentes durante as
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identificacbes bioquimicas (Tabela 6). Representantes destes géneros podem
ser patogénicos e indicadores da presenca de outras espécies de bactérias
nocivas no material analisado.

TABELA 6. Incidéncia e perfil de espécies multirresistentes menos freqlentes,
isoladas durante o processo de compostagem.

Género CIP_ CLO GEN NIT IPM CRO CFO CFL AMP SUT NOR EST TET AMC *
Pseudomonas sp.

P. aeruginosa R R R R R R R R 3
P. aeruginosa R R R R R R R R 6
P. pseudoalcaligenes R R R R R R R R R
Citrobacter sp.

C. freundii R R | R R R R I R 2
C. koseri R R | R R I I 2
Enterobacter sp.

E. aerogenes R I R R I I R

E. aerogenes I R I I R R R 2
Serratia sp.

S. ficaria R R R R R R R

S. marcessens R R | R R I I
S.proteamaculans R R I R R R R R
Klebsiella sp.

K. pneumoniae R R R R I R 2
Flavobacterium sp.

F. aquatile R R R R R R R R
F.branchiophilum R R R I R R R R
Choromobacterium sp.

C. violaceum R R R R R R R
Xanthomonas sp.

X. fragariae R R R R R R R R
Flavimonas sp.

F. oryzihabitans R R R R R I R
Gardnerella sp.

G. vaginalis R R R R R I I
Moraxella sp.

M. atlantae R R R R R R
Brevibacterium sp.

B. epidermidis R R | R R R R R R
AMC- amoxicilina CFO-cefoxitina EST- estreptomicina NOR-norfloxacina

+ ac. clavulénico CIP- ciprofloxacina GEN-gentamicina SUT-sulfazotrim

AMP- ampicilina CLO- cloranfenicol IPM-imipenem TET-tetraciclina

CFL-cefalotina CRO- ceftriaxona NIT-nitrofurantoina * isolados com mesmo perfil
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A observacao de isolados resistentes a antimicrobianos durante o
processo de compostagem pode estar relacionada a presenca de produtos
guimicos na leira de compostagem, ou nos materiais organicos oriundos dos
residuos domésticos e lodo ativado de esgoto. Residuos organicos diversos
podem conter agentes biocidas que conservam e retardam a decomposicao de
produtos alimenticios industrializados, contribuindo para a selecdo de micro-
organismos resistentes a agentes quimicos. Aléem disso, a falta de separacéo
de residuos domésticos também contribui para a selecdo de micro-organismos
resistentes ao longo do processo de compostagem, pois materiais de diversas
origens gque estejam misturados aos residuos organicos contaminam estes com
diversas fontes poluentes.

Os sistemas de tratamento de efluentes s&o conhecidos como
grandes fontes de liberacdo de produtos quimicos e farmacéuticos, e a
eficiéncia de remocao dessas substancias € relativa, estando principalmente
vinculada com a técnica da geracéo de lodo ativado (Gobel et al., 2007). Assim,
guanto mais eficiente o tratamento fisico e quimico de efluentes de esgoto,
menor a concentracdo de substancias de diversas origens nos efluentes
tratados que serdo liberados em corpos d’agua, e por consequéncia, maior a
concentracdo desses poluentes que ficardo adsorvidos no lodo, o produto final
e residual do tratamento.

Os farmacos que sao liberados nas redes de esgoto em sua forma

ativa agem seletivamente sobre 0s micro-organismos presentes nos efluentes,
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induzindo a sobrevivéncia dos mais resistentes e eliminando os mais
suscetiveis (Kim et al., 2007).

Muitos micro-organismos presentes nos efluentes apresentam
resisténcia intrinseca a antimicrobianos, adquirem a resisténcia, ou, ainda,
podem ser liberados pelas excretas como organismos resistentes. Grande
parte dos antimicrobianos é excretada pelas fezes e urina sem sofrer
alteracdes na estrutura da molécula ou sem ser metabolizado pelo organismo
(Hirsch et al., 1999, Nagulapally et al., 2009).

Segundo Guan et al. (2007), mecanismos de compartilhamento de
genes de resisténcia por transferéncia horizontal séo relatados durante o
processo de compostagem, o0 que também podem ocorrer durante o processo
de tratamento dos efluentes e no material do lodo ativado (Soda, 2008). O lodo
produzido durante o tratamento de efluentes apresenta grandes concentracdes
de bactérias que estdo sujeitas a selecdo por substancias quimicas, o que
contribui para a disseminacao de resisténcias microbianas (Zhang et al., 2009).
Portanto, os biossolidos séo retratados como portadores de elevadas
concentracdes de bactérias multirresistentes (Brooks et al., 2007).

Além disso, os antimicrobianos presentes durante o processo de
compostagem podem comprometer a eficiéncia da atividade de degradacéo,
retardando o0 processo em consequéncia da eliminacdo de micro-organismos
mais eficientes na degradacéo do material organico (Kakimoto et al., 2007).

O processo de compostagem tem grande importancia na sanitizacao
do lodo ativado de esgoto. O aumento da temperatura gerada pelo aumento da

velocidade e eficiencia do metabolismo dos organismos envolvidos no
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processo de degradacdo € o principal fator responsavel pela eliminacdo de
micro-organismos patogénicos e resistentes a drogas, bem como a eliminacao
de produtos quimicos presentes no inicio do processo, que podem selecionar
as bactérias resistentes.

O produto final do processo de compostagem deve ser assegurado
guanto a qualidade microbiolégica, de forma a ndo oferecer riscos a saude
publica ao ser condicionado as éareas destinadas, nem comprometer a
qualidade do solo com a introducdo de micro-organismos potencialmente

resistentes ou patogénicos.

4.4. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de Metais = Pesados

Dentre as analises fisico-quimicas realizadas na primeira coleta,
apos a adicdo de lodo (coleta 2) e no final do processo de compostagem
(coleta 11), foi determinada a concentracdo de metais pesados presentes no
composto cru e maturado, analisando a presenca de metais pesados. Foram
selecionados quatro metais - cromo, cobre, zinco e chumbo - para os testes de
resisténcia por estarem presentes em maiores concentracées no material
(ANEXO). Na tabela 8 estdo apresentados os valores encontrados e

comparados aos valores preconizados pela Resolucao 375/2006 do CONAMA.
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Tabela 7. Comparacao entre limites de concentracdes dos metais possiveis de
serem encontrados no produto de lodo ativado, estabelecidos pelo CONAMA, e
concentracdes de metais pesados encontradas no composto maturado.

Metais Pesados (mg.Kg 7)

Legislacéo Cr Cu Zn Pb
CONAMA 375/06 1000 1500 2800 300
Resultados

Laudo de Analises - Coleta 1 45 N.I. 141 17
Laudo de Analises - Lodo 71 N.I. 564 48
Laudo de Analises - Coleta 11 79 184 604 63

N.l.: ndo informado

Os resultados das andlises indicam que todos os valores
encontrados no composto maturado (coleta 11) estdo de acordo com o0s
padrdes determinados pela legislacdo nacional, para que o composto possa ser
destinado a solos com exploragdo agricola, sem maiores riscos de
contaminagao.

Embora esses resultados estejam dentro dos padrées do CONAMA,
Symanski (2005) obteve valores menores em amostra de composto de
residuos organicos domiciliares, relatando 71, 71, 160 e 25 mg.Kg™ para cromo,
cobre, zinco e chumbo, respectivamente. As concentragcdes mais elevadas de
metais no presente trabalho podem estar relacionadas com a adi¢do de lodo
ativado no sistema, pois foi verificado um aumento na concentracdo dos metais
na coleta 2 em relacdo a coleta 1 (Tabela 7). Zheljazkov & Warman (2004)
observaram concentrages de 312, 768 e 224 mg.Kg™ de cobre, zinco e
chumbo, respectivamente, em composto de residuos de alimentos, vegetais e

lodo de esgoto. A deposicdo do lodo de esgoto em solos agricolas pode



63

promover acumulo de metais pesados, em especial Cd, Cr, Ni, Pb e Zn (Krebs
et al., 1998).

Ha& uma tendéncia de aumento na concentracdo de metais pesados
ao longo do processo de compostagem devido a reducdo do volume do
conteudo organico da leira, visto que os metais pesados ndo sdo degradados
durante o periodo de decomposicdo, podendo ocorrer apenas alteracdo na
especiacao do elemento.

A Concentracao Inibitéria Minima biocida (CIM) de metais pesados
foi testada com os isolados da segunda coleta (2) e da ultima (11). Ao total,
foram avaliados 91 isolados, sendo 36 obtidos durante a coleta 2 e 55 obtidos
durante a coleta 11. Foi observado um percentual de 38,5% de isolados
resistentes ao minimo de 710 mg.L™ de cromo, 35,2% dos isolados resistentes
ao CIM minimo de 1040 mg.L™ de cobre, 93,4% de resisténcia a valores acima
de 2900 mg.L™ de zinco, e 97,8% de resisténcia ao minimo de 1250 mg.L™ de
chumbo. Do total de isolados avaliados, 1,1% foram resistentes ao valor
méximo de MIC obtido para o cobre, de 1650 mg. L™, e 2,2% foram resistentes
ao maximo de 1450 mg. L™ de cromo.

Alam et al. (2010) isolaram bactérias de solo agricola irrigado com
efluente da industria de cortume e obtiveram valor maximo de CIM de 3200
mg.L™* (1,8% dos isolados), seguido por 2400 mg.L* (17,3%) e 1600mg.L™
(39,1%). As analises fisico-quimicas deste solo indicaram concentracfes de
141 mg.Kg* de Cr** enquanto que, no mesmo solo irrigado com &gua

subterranea, Cr®* ndo foi detectado. O Cr*" é um agente mutagénico em
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potencial, podendo provocar uma seérie de enfermidades, como o carcinoma
(Chirwa & Wang, 2000).

Alam et al. (2010) ainda testaram os isolados com concentracdes
inibitérias minimas de cobre, e 14,5% dos isolados foram resistentes a 800
mg.L™* de Cu?*, valor este inferior ao encontrado no presente trabalho, de 1650
mg.L™?. A concentracdo de Cu®** (184 mg.Kg™') no composto foi superior ao
valor encontrado no solo irrigado com efluente industrial (95,6 mg.Kg™).
Portanto, € esperado que o valor de CIM de isolados do composto seja maior
em relacdo aos valores encontrados em isolados do solo.

N&o foi possivel determinar os valores maximos de CIM do zinco e
do chumbo para mais de 90% dos isolados testados (Tabela 8). Pode-se
levantar duas hipoteses sobre os resultados dos ensaios: as bactérias
realmente teriam apresentado alta resisténcia aos metais, ou 0s sais metalicos
utilizados durante os experimentos teriam reagido com moléculas organicas do
caldo de cultura utilizado para a incubacao, ficando indisponiveis para serem
absorvidos pelas células. A concentracéo de zinco encontrada no composto foi
bastante elevada (604mg.Kg™), em comparacdo as concentracdes dos outros
metais analisados, portanto, ndo € descartada a possibilidade de que os
isolados realmente tenham apresentado os maiores valores de CIM para este
metal. Segundo Araljo e Nascimento (2005), o zinco € um dos metais
encontrados em maior concentracdo no lodo de esgoto, e apresentando

elevada biodisponibilidade.
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Os isolados que apresentaram os valores de CIM a partir do ponto
de corte determinado para a identificacdo bioquimica foram selecionados para

uma comparacao entre as coletas 2 e 11 (Figura 5).
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Figura 5. Percentual comparativo de Isolados de compostagem das coletas 2 e
11 resistentes aos metais testados.

Com a adicdo do lodo no sistema, podem ter sido introduzidas
bactérias com alto perfil de resisténcia a metais pesados, devido as altas
concentracOes de metais no lodo. Os resultados entre os perfis de resisténcia
das duas coletas foram semelhantes (Figura 5), de acordo com os pontos de
corte nos valores de CIM, indicando que ao longo do processo de
compostagem estiveram presentes isolados resistentes, conforme ocorre a

persisténcia dos compostos metalicos.
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s de CIM

Para a identificacdo bioquimica dos isolados com perfil de resisténcia

aos metais analisados, foi estabelecido um ponto de corte em relacédo ao valor

de CIM de cada metal. Sendo assim, foram identificados os isolados com CIM

acima de 710 mg.L? para Cr* ou acima de 1040 para Cu®". Ndo foi

estabelecido um padrdo de corte de valor minimo para zinco e chumbo, pois

93% dos isolados mostraram valor de CIM superior a 2900 mg.L™ para zinco e

98% superior a 1250 mg.L™ para o chumbo. A Tabelas 8 e 9 apresentam os

isolados das coletas 2 e 11, respectivamente, que mostraram perfil de

resisténcia cujo valor de MIC teve o ponto de corte de 710 mg.L™ para Cr** ou

acima de 1040 para Cu?".

Tabela 8. Perfil de resisténcia a metais pesados de isolados de compostagem

da Coleta 2.
Concentracao Inibitéria Minima (mg.L ™)
Isolado Espécie cr > Cu? Zn % Pb *
52 Pseudomonas aeruginosa 880 890 >2900 >1250
55 Serratia odorifera 600 1090 >2900 >1250
59 Pasteurella anatis 1410 1040 >2900 >1250
60 Enterobacter aerogenes 1410 1070 >2900 >1250
62 Pasteurella multocida 1300 890 >2900 >1250
73 Burkholderia gladioli 490 1580 >2900 >1250
74 Serratia phymulthica 280 1580 >2900 >1250
76 Serratia phymulthica 210 1120 >2900 >1250
79 Serratia marcessens 250 1580 >2900 >1250
81 Citrobacter freundii 350 1580 >2900 >1250
84 Pasteurella trehalose 320 1020 >2900 >1250
85 Serratia phymulthica 1060 810 >2900 >1250
88 Serratia phymulthica 180 1040 >2900 >1250
90 Bacillus firmus 710 640 >2900 >1250
91 Bacillus firmus 1060 1070 2500 >1250
96 Bacillus firmus 710 760 >2900 >1250
98 Arthrobacter crystallopoietis 1060 430 >2900 >1250



102
103
104

Aureobacterium esteraromaticum
Bacillus sphaericus
Bacillus subitilis

140
710
1270

1070
360
1070

2170
>2900
>2900

>1250

>1250
>1250
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Os isolados da coleta 2 (Tabela 8) pertencem a 9 géneros distintos,

sendo Serratia sp. 0 género predominante, com 30% dos isolados, seguido por

Bacillus sp., com 25%, e Pasteurella sp., com 15% dos isolados. Os valores

méaximos de CIM para o cromo foram verificados com as espécies Pasteurella

anatis e Enterobacter aerogenes (1410 mg.L™), Pasteurella multocida (1300

mg.L™) e Bacillus subtilis (1270 mg.L™?), e o CIM méaximo do cobre foi de 1580

mg.L™, observado com as espécies Burkholderia gladioli, Serratia phymulthica,

Serratia marcessens e Citrobacter freundii. Espécies dos géneros Bacillus sp.,

Pseudomonas sp. e Serratia sp. também foram isoladas do processo de

compostagem de residuos organicos domésticos por Taiwo & Oso (2004),

sendo os géneros de maior representatividade durante o processo.

Tabela 9. Perfil de resisténcia a metais pesados de isolados de compostagem

da Coleta 11.
Concentracao Inibitéria Minima (mg.L ™)
Isolado Espécie cr > Cu? Zn % Pb **
552 Citrobacter amalonaticus 1100 640 >2900 >1250
553 Serratia plymulthica 740 1070 >2900 >1250
554 Klebsiella pneumoniae 1060 790 >2900 >1250
556 Serratia proteamaculans 710 760 >2900 >1250
558 Klebsiella pneumoniae 740 810 >2900 >1250
562 Klebsiella planticola 740 790 >2900 >1250
566 Xanthomonas fragariae 740 640 >2900 >1250
567 Xanthomonas fragariae 740 760 >2900 >1250
569 Chromobacterium violaceum 740 640 2120 >1250
593 Pseudomonas aeruginosa 880 1270 >2900 >1250
594 Pseudomonas aeruginosa 950 1140 >2900 >1250
595 Pseudomonas aeruginosa 1300 1580 >2900 >1250




596
598
599
601
602
603
604
605
606
608
609
611
612
613
614
616
619
620
621
622
623
624
625
626

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Citrobacter freundii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Serratia plymulthica
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter aerogenes
Enterobacter aerogenes
Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter intermedius
Enterobacter intermedius
Yersinia intermedia
Serratia odorifera
Citrobacter koseri
Citrobacter koseri
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter koseri

1410
1100
1240
1450
1450
710
1240
1410
390
390
990
420
710
600
530
390
390
280
390
780
490
390
420
420

1320
1300
1320
790
890
810
1650
810
1270
1170
1580
1580
860
1580
1020
1020
1300
1070
1040
1020
1580
1580
1530
1320

>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
870
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900
>2900

>1250

>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
370
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
>1250
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A tabela 9 apresenta os isolados do composto maturado, que

pertencem a 8 géneros, sendo Pseudomonas sp. o0 género predominante, com

33,3% dos isolados, seguido por Citrobacter sp., com 19,4%, e Enterobacter

sp., com 13,9%. As espécies resistentes a valores de CIM de 1100 a 1450

mg.L™* de cromo foram Pseudomonas aeruginosa, com 7 isolados resistentes,

Citrobacter amalonaticus e Citrobacter freundii, com 1 isolado resistente de

cada espécie. Os valores de resisténcia maxima ao cobre, no intervalo de 1320

a 1650 mg.L™* foram observados nos géneros Citrobacter sp. (5 isolados),

Pseudomonas sp. (4 isolados) e Enterobacter sp. (2 isolados).
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Symanski (2005) observou que o género Pseudomonas sp. foi o
mais tolerante aos metais testados, como cadmio, cromo, cobre, chumbo,
mercurio, niquel e zinco, apresentando maior valor de tolerancia ao cobre.
Neste mesmo trabalho, os géneros Citrobacter sp. e Pasteurella sp. mostraram
maior tolerancia ao zinco em relagéo aos outros metais, e o género Serratia sp.
apresentou maior tolerdncia ao cobre, resultado semelhante ao perfil de
resisténcia do género no presente trabalho.

Perron et al. (2004) investigando o perfil de resisténcia de P.
aeruginosa de isolados clinicos, observaram maior valor de CIM com o zinco,
gque estaria relacionado com a liberacdo deste metal de catéteres urinarios,
promovendo a selecéo de isolados resistentes durante a infeccao. Ja Matyar et
al. (2010) observaram em P. aeruginosa isoladas de biofilmes maior resisténcia
com o cobre, com 54,3% dos isolados resistentes ao CIM de 800 a >3200

mg.L ™ deste metal.

4.4.2. Isolados Resistentes a Antimicrobianos e Met  ais Pesados

Ao longo deste trabalho foram avaliados os perfis de resisténcia a
antimicrobianos e metais pesados dos isolados de compostagem com lodo
ativado de esgoto. Foi obtido o perfil de resisténcia aos antimicrobianos do total
de isolados (344), dos quais 91 foram selecionados para os testes de
resisténcia a metais pesados por serem oriundos das coletas 2 e 11 (inicio X
final do processo de compostagem).

Os critérios utilizados para selecionar isolados resistentes tanto a

antimicrobianos quanto a metais pesados foi resisténcia a mais de 7
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antimicrobianos e valores de CIM superiores a 710 mg.L ™ de Cr®", 1040 mg.L™

de Cu?*, >2900 mg.L ' de Zn** e >1250 mg.L™ de Pb** (Tabela 10).

Tabela 10. Perfil de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados dos

isolados de compostagem das coletas 2 e 11.

Isolado Espécie Coleta Antimicrobianos MIC Cr  **  MIC Cu** MIC Zn®** MIC Pb?*

79 Serratia marcessens 2 7 250 1580 >2900 >1250
593 Pseudomonas aeruginosa 11 9 880 1270 >2900 >1250
594 Pseudomonas aeruginosa 11 9 950 1140 >2900 >1250
595 Pseudomonas aeruginosa 11 9 1300 1580 >2900 >1250
598 Pseudomonas aeruginosa 11 8 1100 1300 >2900 >1250
599 Citrobacter freundii 11 9 1240 1320 >2900 >1250
601 Pseudomonas aeruginosa 11 8 1450 790 >2900 >1250
604 Pseudomonas aeruginosa 11 8 1240 1650 870 370

605 Pseudomonas aeruginosa 11 8 1410 810 >2900 >1250
609 Pseudomonas aeruginosa 11 8 990 1580 >2900 >1250

isolados oriundos do composto maturado,

A espécie predominante foi Pseudomonas aeruginosa, com 8

resistentes a no minimo 8

antimicrobianos. Oyetibo et al. (2010), em um levantamento de perfis de

resisténcia de bactérias em sistemas contaminados na Turquia, obtiveram

isolados de P. aeruginosa resistentes a 18 antibidticos e tolerancia a 12mM de

Cré

Estes isolados de P. aeruginosa obtidos a partir do composto

maturado podem ser clones, pois apresentam o mesmo perfil de resisténcia

aos antimicrobianos testados, embora os isolados 601, 604 e 605 tenham

apresentado diferentes perfis de resisténcia a metais pesados, respondendo

diferentemente ao cobre e zinco.
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Citrobacter freundii foi resistente a 9 antimicrobianos e apresentou
altos valores de CIM, 1240 e 1320 mg.L™ de cromo e cobre, respectivamente,
sendo isolado do composto maturado. Ha registros de isolamento de espécies
do género Citrobacter sp. de processos de compostagem de residuos urbanos
(Symanski, 2005), de compostagem de serragem e farelos de trigo para fins de
producdo de cogumelos comestiveis (Gbolagade, 2006), e a espécie
Citrobacter freundii foi isolada de solos contaminados com petrdleo, realizando
a degradacéao de hidrocarbonetos (Mihial et al., 2006).

Serratia marcessens foi resistente a 7 antimicrobianos e apresentou
CIM méximo de 1580 mg.L™ para o cobre. Foi isolada do inicio do processo de
compostagem, e sua origem pode estar relacionada ao material do lodo de
esgoto, conforme Tiago et al. (2004) relataram seu isolamento de lodo
compostado.

As analises dos perfis de resisténcia a metais pesados mostraram
uma tendéncia de isolamento de espécies resistentes no inicio e no final do
processo de compostagem. Esses metais sdo oriundos de diversas fontes de
materiais e atividades urbanas e industriais, a citar o cobre, que pode ser
encontrado em fertilizantes agricolas e conservantes; o cromo, que esta
presente em corantes e tintas, e amplamente empregado na industria de
curticdo do couro, o chumbo esta presente em tintas, baterias, metalurgias e
tubulacbes; e o zinco € utilizado em corantes, conservantes de madeira e
borrachas, além de estar presente em medicamentos e cosmeéticos (ASTDR).

O perfil de resisttncia ndo estda somente relacionado a

antimicrobianos e metais pesados, mas também a outras substancias
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presentes nos residuos organicos e efluentes, como desinfetantes,
conservantes, e outros produtos quimicos biocidas de origem domeéstica. As
bombas de efluxo estdo intimamente ligadas aos processos de extrusdo de
substancias quimicas para o exterior da célula bacteriana como mecanismo de
defesa dos micro-organismos (Webber & Piddock, 2003).

Com a observacao de altas concentracdes de metais presentes no
lodo de esgoto, apresentada neste trabalho, ndo pode ser descartada a
possibilidade de liberacdo de residuos industriais junto aos sistemas de
escoamentos de efluentes domiciliares, resgatando que essas altas
concentracbes de metais comprometem a qualidade do lodo e as
caracteristicas do local para onde o produto do tratamento sera destinado. A
legislacdo estabelecida para o tratamento de efluentes industriais deve ser
acatada, contribuindo para a qualidade do sistema de tratamento de residuos

urbanos.

4.5. Resolugcdo 375/2006 do Conselho Nacional do Mei o
Ambiente (CONAMA)

A Resolucdo do CONAMA preconiza padrbes de quantificacédo
microbioldgica e parasitolégica para produtos derivados de tratamento do lodo
ativado de esgoto, de forma a serem enquadrados como biossolidos de Classe
A. As determinacdes asseguram a liberacdo de um produto de qualidade, a ser

utilizado de forma agrondmica ou para a recuperacao de areas degradadas.
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A tabela 11 apresenta os resultados das analises realizadas neste
trabalho, comparados aos valores quantitativos dos parametros estabelecidos

pela legislacao.

Tabela 11. Padrbes microbiolégicos preconizados pelo CONAMA e
valores obtidos do produto de compostagem.

Padrao Limite (CONAMA) Resultado
Escherichia coli 10° UFC.g™ 4 x 10" UFC.g™
Salmonella sp. ausente em 10g Ausente
Ovos de helmintos 0,25.g" Ausente

Os resultados dos testes colimétricos realizados neste trabalho
apontaram a presenca de Escherichia coli no composto maturado, em
contagem superior, que vai de encontro com o limite padronizado pelo
CONAMA, de 10°® UFC.g' de composto maturado. Esse parametro foi
previamente discutido com os resultados de colimetria deste trabalho.

N&o foram identificados isolados bacterianos do género Salmonella
sp. na Coleta 11, referente ao composto maturado. De modo que nao tenha
sido realizada a identificagdo dos isolados desde o inicio do processo, ndo se
pode confirmar sua presenca nos estagios iniciais da compostagem, muito
menos que tenha sido eliminada ao longo do processo. Ha& também a
possibilidade de que a etapa de pré-enriguecimento da amostra tenha
apresentado falhas, comprometendo a eficiéncia da detecgéo.

Khalil et al. (2011) reportaram a reducao na contagem de Salmonella
sp. de 3,3 x 10° UFC.g™ no inicio do processo de compostagem com lodo para
2 UFC.g"! apds a temperatura da leira atingir 60C em 2 sema nas, ndo sendo

identificada ao final do processo. Hassen et al. (2002) confirmou presenca de
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Salmonella sp. no inicio do processo de compostagem, ndo sendo mais
detectada apds a temperatura da leira atingir 60C. A auséncia do género
também foi confirmada em resultados de Coldn et al. (2010). Paniel et al. (2009)
eliminou a Salmonella sp. apo6s ter sido inoculada em um sistema de
compostagem com aeracao for¢cada, e Macklin et al. (2008) reportou eliminacéo
total do género em processo de compostagem domiciliar. Esses resultados
sustentam a confirmacdo de que o processo de compostagem é eficiente na
eliminacao de Salmonella sp. do composto.

Nao foram identificados ovos de helmintos ao final do processo de
compostagem. E possivel que ndo houvesse ovos viaveis no contetdo do lodo
ativado que foi misturado a leira de compostagem, ou ainda as altas
temperaturas podem ter contribuido para a eliminacédo dos ovos durante a fase
termofilica da compostagem.

O mesmo resultado foi observado um sistema de compostagem com
estercos de porco, com elevacdo da temperatura de 55 a 65C, em que nao
foram encontrados ovos de Ascaris suum que tivessem completado o
desenvolvimento, sendo constatados como inviaveis (Collick et al, 2007). Silva
et al. (2008) consideraram o pH e as interacfes interespecificas durante o
processo de compostagem com lodo como fatores adicionais, além da
temperatura, para a eliminacdo total de ovos de helmintos durante o
experimento.

Corréa et al. (2007) identificaram ovos de Ascaris sp. na massa do

lodo ativado (3,3 ovos.g?), sendo encontrados valores méximos de 0,18
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ovos.g™ ao final do processo de compostagem convencional, e auséncia de
ovos ao final do processo sucessor, de vermicompostagem.

Por outro lado, Koné et al. (2007) ndo obtiveram sucesso na
eliminacao total de ovos de helmintos de compostagem com lodo de origem
fecal, detectando ao final do processo valores abaixo de 1 ovo.g™ de composto.

Embora os padrbes “presenca de Salmonella sp.” e “presenca de
ovos de helmintos” estejam enquadrados nas regulamentacdes do CONAMA
para a liberacdo e disposicdo do composto oriundo de biossdlidos para uso
agronébmico, o numero mais provavel (NMP) de E. coli, durante os testes
colimétricos, apontou contagem superior a preconizada pela legislacéo,
sugerindo, assim, a necessidade de controle microbiologico adicional ao final

do processo de compostagem.
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5. CONCLUSAO

As bactérias isoladas ao longo do processo de compostagem
apresentaram um elevado perfil de resisténcia, com 88% dos isolados
resistentes a pelo menos um antimicrobiano, e 72% multirresistentes.

Os géneros que apresentaram maior perfil de resisténcia aos
antimicrobianos foram Pasteurella sp., Burkholderia sp. e Pseudomonas sp.

Embora os isolados do composto maturado tenham apresentado
percentuais maiores de resisténcia em relacdo aos isolados do inicio do
processo de compostagem, a diferenca ndo € considerada relevante, podendo
ser uma resposta da permanéncia dos metais pesados no sistema de
compostagem, do inicio ao final do processo. Os géneros mais resistentes
foram Serratia sp., Pseudomonas sp. e Citrobacter sp.

Escherichia coli apresentou contagem superior aos valores
preconizados pelo CONAMA, comprometendo a qualidade do composto

maturado frente aos padrdes estabelecidos.
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7. ANEXOS

8.1 Meios de cultura para isolamento e crescimento de bactérias

8.1.1 Agar Cetrimide gL?
Digestao Pancreatica de Gelatina 20
Cloreto de Magnésio 1.4
Sulfato de Potassio 10
Cetrimide 0,3
Agar 15
Agua 1000,0mL
8.1.2 Agar Eosina Azul de Metileno gL?
Digestao Péptica de Tecido Animal 10
Fosfato Dipotassico 2
Azul de Metileno 0,065
Sacarose 5
Eosina-Y 0,4
Lactose 5
Agar 13,5
8.1.3 Agar Miiller Hinton gL?
Infusdo de Carne 300
Caseina Acida Hidrolisada 17,5
Amido 15
Agar 17
Agua 1000,0mL
8.1.4 Agar Padrdo Contagem de Heterotréficos gL?
Digestao Enzimatica de Caseina 5
Extrato de Levedura 2,5
Dextrose 1
Agar 15
Agua 1000,0mL
8.1.5 Agar Salmonella Shigella gL?
Digestao Péptica de Tecido Animal 5
Extrato de Carne 5

Lactose 10



Sais biliares

Citrato de Sddio
Tiossulfato de Sédio
Citrato férrico

Verde Brilhante
Vermelho neutro
Agar

Agua

8.1.6 Agar Triptona de Soja (TSA)
Digestéao Pancreatica de Caseina
Digestéo Papaica de Farinha de Soja
Cloreto de Saédio

Agar

Agua

8.1.7 Caldo Lactose g.L ™
Extrato de Carne

Peptona Bacteriologica
Lactose

Agua

8.1.8 Caldo Triptona de Soja (TSB)
Digestao Pancreatica de Caseina
Digestao Pancreatica de Farinha de Soja
Cloreto de Sdédio

Fosfato Dipotassio

Dextrose

Agua

8.1.9 Caldo Verde Brilhante Bile 2%
Peptona de Gelatina

Bile bovina

Lactose

Verde Brilhante

Agua

8,5

10

8,5

1

0,00033

0,025

15
1000,0mL

gL?
15
5
5
15
1000,0mL

3

5

5
1000,0mL

gL™
17
3
5
25
25
1000,0mL

gL™

10

20

10

0,0133
1000,0mL



NOME: Karina Heck
MUN.: Porto Alegre
Data de entrada: 10/06/09

MATERIAL: Compostagem

LAUDO DE ANALISES

EST.: RS
Data de expedigao: 25/06/09
N° DE REG.: R-179/2009

Determinacgdes

Amostra 01 Metodologia aplicada / Limite de detecgéo

Carbono orgéanico - % (m/m)
Nitrogénio (TKN) - % (m/m)
Zinco total - mg/kg

Cadmio total - mg/kg

Cromo total - mg/kg

Niquel total - mg/kg
Chumbo total - mg/kg
Mercurio - mg/kg

33 combustao umida/Walkey Black / 0,01%
1,8 Kjeldahl / 0,01 %
141 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
0,4 digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,2 mg/kg
45 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,4 mg/kg
19 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,4 mg/kg
17 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
0,22 digestao umida EPA 7471 A/vapor frio / 0,01 mg/kg

Obs.,: Resultados expressos na amostra seca a 65°C, com excegéo do pH.

Obs.,: Média de 2 determinagdes.

Eng. Agr. Clesio Gianello, Ph.D.
CREA 8a. Reg. 25.642
Responsavel pelo Laboratorio de Analises



NOME: Karina Heck
MUN.: Porto Alegre
Data de entrada: 23/06/09

MATERIAL: Lodo Ativado

LAUDO DE ANALISES

EST.: RS
Data de expedigao: 10/07/09
N° DE REG.: R-196/2009

Determinacgdes

Amostra 01 Metodologia aplicada / Limite de detecgéo

Carbono orgéanico - % (m/m)
Nitrogénio (TKN) - % (m/m)
Zinco total - mg/kg

Cadmio total - mg/kg

Cromo total - mg/kg

Niquel total - mg/kg
Chumbo total - mg/kg
Mercurio - mg/kg

28 combustao umida/Walkey Black / 0,01%
2.0 Kjeldahl / 0,01 %
564 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
3 digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,2 mg/kg
71 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,4 mg/kg
43 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,4 mg/kg
48 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
0,40 digestao umida EPA 7471 A/vapor frio / 0,01 mg/kg

Obs.,: Resultados expressos na amostra seca a 65°C.

Obs.,: Média de 2 determinagdes.

Eng. Agr. Clesio Gianello, Ph.D.
CREA 8a. Reg. 25.642
Responsavel pelo Laboratorio de Analises



LAUDO DE ANALISES

NOME: Carina da Silva/Profa. Sueli
MUN.: Porto Alegre
Data de entrada: 23/03/10

MATERIAL: Terra de Compostagem

EST.: RS
Data de expedigdo: 07/04/10
N° DE REG.: R-096/2010

Amostra 01

Metodologia aplicada / Limite de detecgéo

Determinacdes

Cobre total - mg/kg 184
Zinco total - mg/kg 604
Cadmio total - mg/kg 1
Cromo total - mg/kg 79
Niquel total - mg/kg 36
Chumbo total - mg/kg 63
Molibdénio total - mg/kg 3
Selénio total - mg/kg <4
Arsénio total - mg/kg 10
Bario total - mg/kg 285
Mercurio - mg/kg 0,72

digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,6 mg/kg
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,2 mg/kg
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,4 mg/kg
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,4 mg/kg
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 0,2 mg/kg
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 4 mg/kg
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 2 mg/kg
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES / 1 mg/kg
digestdo umida EPA 7471 Al/vapor frio / 0,01 mg/kg

Obs.,: Resultados expressos na amostra seca a 65°C.

Obs.,: Média de 2 determinagdes.

Eng. Agr. Clesio Gianello, Ph.D.
CREA 8a. Reg. 25.642
Responsavel pelo Laboratorio de Analises



