UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO TECNOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

CAROLINA FRANCISCO TONANI

AVALIACAO DA BIODEGRADABILIDADE AEROBIA
DE RESIDUO DE ORIGEM FECAL

VITORIA
2010



CAROLINA FRANCISCO TONANI

AVALIACAO DA BIODEGRADABILIDADE AEROBIA
DE RESIDUO DE ORIGEM FECAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Engenharia Ambiental
da Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencdo do
Grau de Mestre em Engenharia Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Sérvio Tulio Alves
Cassini.

Co-orientador: Dr. Ricardo Franci Gongalves

VITORIA
2010



Dados Internacionais de Catalogagdo-na-publicagéo (CIP)
(Biblioteca Central da Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

Tonani, Carolina Francisco, 1984-

T663a Avaliacdo da biodegradabilidade aerdbia de residuo de
origem fecal / Carolina Francisco Tonani. — 2010.
90 f. :il.

Orientador: Sérvio Tulio Alves Cassini.

Co-Orientador: Ricardo Franci Gongalves.

Dissertacao (Mestrado em Engenharia Ambiental) —
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro Tecnoldgico.

1. Saneamento ecoldgico. 2. Fezes. 3. Bactérias - Isolamento.
4. Respirometria aerobia. I. Cassini, Sérvio Tulio Alves. 1.
Gongcalves, Ricardo Franci. lll. Universidade Federal do Espirito
Santo. Centro Tecnoldgico. IV. Titulo.

CDU: 628



CAROLINA FRANCISCO TONANI

AVALIACAO DA BIODEGRADABILIDADE AEROBIA
DE RESIDUO DE ORIGEM FECAL

Dissertacao apresentada ao programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Ambiental
da Universidade Federal do Espirito Santo, como requisito parcial para a obtencdo
do titulo de Mestre em Engenharia Ambiental na area de concentracdo Saneamento
Ambiental.

Aprovada em 20 de agosto de 2010.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Sérvio Tulio Alves Cassini
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientador

Prof. Dr. Ricardo Franci Gongalves
Universidade Federal do Espirito Santo
Co-orientador

Prof2. Dr2. Regina de Pinho Keller
Universidade Federal do Espirito Santo
Examinadora Interna

Prof2. Dra. Cristiane Pereira Zdradek
Instituo Federal do Espirito Santo
Examinadora Externa



Nada me ocorreu de mais sublime que a ventura de té-la conhecido!

A mais maravilhosa pessoa deste e do outro mundo, Jovem Pagio Tonani

A0S meus pais, por permitir n40 sermos 0S mesmos e vivermos.



Agradecimentos

A energia Positiva presente no Universo, que nos permite construir e ultrapassar

obstaculos.
A vontade de mudar e a coragem que existe dentro de nos.

Ao Gabriel, companhia inseparavel e fiel escudeiro, pelo companheirismo nesta
jornada e em infinitas outras, pelo amor, carinho, incentivo, apoio, pela presenca até
de madrugada e, principalmente, pelo dom de me fazer rir e ser feliz em todos os

momentos.

A mami, papi e irma pela ajuda sempre, por me ajudar com 0s servicos de pet siter,
por perdoar a Gaia em todas as suas artes e pela eterna paciéncia de cuidar dos

meus filhotes lindos nos momentos dificeis para mim.

Aos meus filhotinhos, Gaia, Nega e Jimi, por ficarem quietinhos dormindo enquanto
eu escrevia a dissertacdo, por me buscar na UFES nos fins de semana e pelos

momentos de distracdo quando eu queria fazer sumir o computador.

A Paola, por todos os anos de amizade e pelas “grandes” idéias, em todos os

momentos, académicos ou nao.

A Drica, a Ju, a Pri e a Cris, por me confirmarem que os bons amigos sdo a familia

gue nos permitiram escolher.

Aos meus “irmaozinhos”, “primos”, “sobrinhos” e “agregados” do LABSAN, Bruna
Neumann, Patricia Lee, Edilene, Cristina, Samantha, Janine, Juliana, Paula,
Catarina, Amaury, Pedro, Emilia, Gisele, Mary, Flavio, Ariana, Renata Itavo, Celson,
Cecilia, Fabiana, Amanda, Paulo, Renata Pasini, Lorena, Georgete, Renata

(doutorado) e Elaine.

Aos amigos da ETE, Erika, Camila, Moénica, Thais e Priscilla por mostrarem que as

pessoas mudam e que a convivéncia pode aproximar as diferencas.

Aos meus ajudantes, Fabiana, Filipe e Thiago por terem me ajudado inimeras vezes

e pelo compromisso e responsabilidade com o trabalho ‘sujo’.

Ao meu orientador, Sérvio Tulio, pela credibilidade, por ter me permitido comecar e

levar tudo isso até o fim.



Ao professor Ricardo, pelos ensinamentos, pelo aceite em contribuir para minha

dissertacao e por ser meu co-orientador.

A professora Kelly, pelas sugestdes, pela disponibilidade e por aceitar participar da

minha banca.

A professora Cristiane por ser minha examinadora externa.

A coordenacéao do programa e os professores pela experiéncia adquirida.

A Rose por sempre socorrer os alunos prestando pacientemente os esclarecimentos.
A FAPES pela bolsa.

A minha tia Regina pela confianga e por ter sido minha fiadora.

Ao LABSAN pela estrutura.

Ao laboratério CETAN, pelo espaco, disponibilidade e pelo socorro nos momentos
dificeis.

Aos colegas do IEMA pela compreensdo nos momentos de auséncia e a minha
chefia, por dizer sim nas minhas solicita¢cées de folga.

A Copy Super pelo espaco e principalmente pelas impressfes cedidas.



Como aliviar a dor do que nao foi vivido?

A resposta é simples como um verso:

Se iludindo menos e vivendo mais!!!

A cada dia que vivo,

Mais me convencgo de que 0
Desperdicio da vida

Esta no amor que ndo damos,

Nas for¢cas que nao usamos,

Na prudéncia egoista que nada arrisca,
E que, esquivando-se do sofrimento,

Perdemos também a felicidade.

Emilio Moura



RESUMO

Os sistemas de esgotamento sanitario precisam ser aprimorados, revistos e
adaptados para atender a uma demanda crescente pelos servi¢os, cuja caréncia
afeta a maioria da populacdo mundial. Ressalta-se também os demais agravantes
que contribuem com o problema, como a escassez de agua potavel, a falta de
recursos financeiros e o aumento populacional. Recentemente, foi resgatada uma
idéia milenar sobre o reaproveitamento das excretas para uso como fertilizantes no
ambiente. A aplicacdo desse conceito da-se o nome de Ecosan ou Saneamento
Ecolégico. Nesse sistema, 0s esgotos sao segregados na fonte em aguas azul,
cinza, amarela, marrom e negra (mistura de fezes com urina), para receber
tratamento de acordo com suas caracteristicas e seu potencial de reaproveitamento.
As aguas marrons, ou material fecal quando isento de agua, apresentam
particularidades no gerenciamento por possuirem significativo numero de
microrganismos e por apresentarem problemas psico-sociais na aplicabilidade em
larga escala. No entanto, o material fecal é rico em matéria organica e possui
significativa quantidade de nutrientes, como N e P. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a biodegradabilidade aerébia de residuos de origem fecal. A
biodegradabilidade foi avaliada por respirometria aerébia, utilizando quatro
Tratamentos (T 1, T 2, T 3 e T 4) com trés bactérias (A, J, N) e um controle (C).
Notou-se que a composicdo dos Tratamentos foi relevante nos resultados obtidos,
entre 0s quais os Tratamentos T1 e T3 apresentaram os maiores valores em mg de
CO,. O resultado com menor producdo de CO, em mg foi apresentado no uso de T
4. A inoculacdo bacteriana ndo foi representativa, uma vez que A, J e N
apresentaram desempenho semelhante entre si, e ainda a bactéria N foi
simultaneamente semelhante ao controle (C), ndo sendo possivel identificar a

bactéria mais eficiente.

Palavras-chave: Saneamento Ecoldgico; Material fecal, Isolados bacterianos;

Respirometria aerébia.



ABSTRACT

The sanitary sewage systems must be improved, revised and adjusted to meet a
growing demand for services, the lack of which affects the majority of the world. We
also emphasize the other aggravating factors that contribute to the problem, as the
scarcity of drinking water, lack of financial resources and increasing population. It
was recently rescued an ancient idea about the reuse of excreta for use as fertilizer
on the environment. In the application of this concept gives the name of Ecological
Sanitation or Ecosan. In this system the sewers are separated at source in
Bluewater, Greywater, Yellowwater, Blackwater and Brownwater (mixture of feces
with urine), to receive treatment according to their characteristics and potential for
reuse. The brownwater, or fecal material, when water-free, have individual on the
management by having a significant number of microorganisms and meet psycho-
social problems in large-scale applicability. However, the fecal material is rich in
organic matter and has a significant amount of nutrients like N and P. This study
aimed to evaluate the aerobic biodegradation of wastes of faecal origin. The
biodegradability was assessed by aerobic respirometry, using four treatments (T 1, T
2, T 3 and T 4) with three bacteria (A, J, N) and a control (C). It was noted that the
composition of the treatments was significant on the results, in which T1 and T3,
showed the highest values in mg CO,. The result with lower CO, production (mg)
was T 4. The bacterial inoculation was not representative, since A, J and N had
similar among themselves, and yet the bacteria N was similar to control (C), it is not

possible to identify the bacteria more efficiently.

Key-words: Sanitation Ecological; Faecal material; Bacteria ; Aerobic respirometry.
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1. INTRODUCAO

Os usos da agua na industria, agricultura ou atividades domésticas, originam as
aguas residuarias ou esgotos, que sdo, comumente, langadas nos corpos d’agua
sem nenhum tipo de tratamento, ocasionando a poluicdo hidrica. A agua é um
recurso natural essencial para a sobrevivéncia dos seres vivos; contudo, ainda

assim, ela tem sido amplamente utilizada de forma inadequada e sem ponderagao.

A falta de tratamento e destinacdo adequada dos efluentes contribui para o
agravamento dos problemas ambientais, principalmente os relacionados aos
Recursos Hidricos, e prejudica a saude da populacdo quando auxilia na veiculagédo
de doencas. Diante disso, tornou-se necessario o estudo de métodos cada vez mais
eficientes para o tratamento das aguas residuarias, visando minimizar seu potencial

poluidor.

pY

Os primeiros sistemas de tratamento de esgoto visavam somente a remocao de
sélidos sedimentaveis, 0 que dava um aspecto mais ‘limpo’ a 4gua. Entretanto, mais
tarde se observou que apenas essa acdo ndo proporcionava qualidade suficiente
aos efluentes para disposi¢cdo nos mananciais. Havia uma necessidade de aprimorar
0s métodos de tratamento; para isso, seriam necessarios certos gastos, e nem

sempre é possivel arcar com essas despesas.

No cenario atual, uma minoria da populacdo mundial € atendida com servicos de
coleta de aguas residuérias, e apenas parte dessas pessoas sdo contempladas com
tratamento e destinacao final de efluentes. A questao torna-se mais grave ao pensar
que a populacdo tende a aumentar nos préximos anos. Somado a isso, tem-se

também a escassez da agua cada vez mais evidente na tematica ambiental.

Para atender a demanda mundial existente e a que vira, considerando o crescimento
populacional previsto, os sistemas de tratamento de esgotos domésticos precisam
apresentar uma eficacia que vai aléem da alta tecnologia. Garantir universalidade de
acesso aos servicos de esgotamento requer a unido entre economia — para que seja
acessivel aos paises em desenvolvimento —, eficiéncia — para prevenir a proliferacdo
de doencas — e sustentabilidade — para promover o0 uso racional da agua evitando os

desperdicios.

Na busca pela acessibilidade universal, um novo conceito de saneamento tem sido

divulgado: chama-se Saneamento Ecolégico. Esse conceito se difere dos outros por
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promover a tentativa de repetir o que aconteceria naturalmente num ambiente em
equilibrio — tudo que é descartado de alguma forma por um ser vivo é utilizado como
matéria-prima por outro, isso faz com que as excretas ndo sejam tratadas como
residuos, mas como um recurso que deve ser disponibilizado para reutilizacao
(WERNER, 2004).

Dentro desse conceito, presa-se pela segregacdo dos dejetos, reuso de agua e
reaproveitamento de excretas para uso, como fonte de nutrientes, na agricultura. No
entanto, existem ainda algumas particularidades que precisam ser discutidas para

garantir a seguranga e promover o interesse do uso pela sociedade.

E preciso, por exemplo, atentar para os cuidados no tratamento visando a
reciclagem, uma vez que € importante impedir o contato direto das pessoas com 0s
dejetos, a fim de preservar a saude, evitando a contaminacédo pelo material fecal —

rico em microrganismos patogénicos — e o odor desagradavel.

Este estudo tem por finalidade permitir a ampliacdo do entendimento sobre as
caracteristicas de biodegradabilidade das fezes, avaliando diferentes combinacdes
para tratamento de material fecal e agregando contetudo para facilitar decisdes e

métodos de aplicacdo do conceito de Saneamento Ecoldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biodegradabilidade aerobia de material fecal através de ensaios de

respirometria aerobia usando diferentes tratamentos e bactérias isoladas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar o material fecal;
» |solar bactérias provenientes do material fecal utilizado;
= Caracterizar bioguimicamente as bactérias isoladas;

= Avaliar a biodegradabilidade de material fecal através da técnica de

respirometria aerébia;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SANEAMENTO E ESCASSEZ DE AGUA

As acdes de saneamento, principalmente sob a forma de sistemas de abastecimento
de 4gua e de disposicdo de efluente, sdo observadas desde as civilizacdes mais
antigas, ha seis mil anos, com o objetivo de afastar o perigo representado pelas
epidemias (REZENDE, 2002).

Ao longo dos séculos, a sociedade procurou aperfeicoar essas acbes de
saneamento. Contudo, até hoje, esse assunto constitui uma dificuldade. Mais de 2,6
bilhbes de pessoas ndo sdo contempladas com servicos de saneamento.
Atualmente, apenas 1,1 bilhdo de pessoas no mundo possuem sistema de coleta de
aguas residuérias, sendo que desses, somente 30% utilizam sistemas de tratamento
e destinacao final adequada. Além disso, a demanda por dgua doce tem triplicado
nos ultimos 50 anos e por volta de 2030, mais da metade da populacdo mundial sera

afetada por escassez de agua (JONAH, 2007).

Um agravante a esse quadro é a estimativa de crescimento populacional para 0s
proximos 20 anos: 2 bilhGes de pessoas devem nascer nesse periodo, aumentando
para cerca de 8 bilhdes o nimero de habitantes do planeta. E a concentracdo tende
a ser maior, principalmente, nos paises em desenvolvimento (LANGERGRABER,;
MUELLEGGER, 2005).

A associacédo “crescimento de habitantes” com “escassez de agua potavel” gera uma
guestao complexa, quando se considera o tipo de sistema de esgotamento adotado,
em gue 0s vasos sanitarios usam grandes volumes de agua potavel para descartar
pequenas quantidades de urina e fezes. De acordo com Rosenquist (2005) é
relativamente pequeno o montante de fezes que chega a ser descartado com até

35000 L de agua por pessoa por ano.

O sistema de esgotamento sanitario coletivo, comumente chamado de fluxo linear —
como esta representado na Figura 1 — se consolidou durante o século XX, e tem
como base o uso de agua para diluir e transportar dejetos. Esse sistema parte do

pressuposto de que excretas humanas sdo residuos e, por isso, devem ser
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dispostas para tratamento e posterior destinagdo a um corpo hidrico; este, por sua
vez, deverd assimilar os nutrientes. No entanto, esse sistema requer boa
disponibilidade hidrica e tem custo elevado tanto na implantacdo quanto na
manutencdo, tornando dificil 0 acesso de paises em desenvolvimento com poucos
recursos hidricos (LANGERGRABER; MUELLEGGER, 2005).

Aguas potavel

Aguas residuarias
Materiais ﬁ \

Residuos solidos
Alimentos

Figura 1 — Fluxo linear no sistema convencional de saneamento.
Fonte: LANGERGRABER; MUELLEGGER, 2005.

Frente a essa situagéo, tem sido discutida, em todo o mundo, segundo Floréncio,
Bastos e Aisse (2006), a consciéncia em torno da importancia do uso racional, da
necessidade de controle de perdas e desperdicios e da reutilizacdo da agua,
incluindo o aproveitamento de esgotos sanitarios para diversos fins com seus
inegaveis atrativos, dentre os quais se destacam: o reuso da agua, a reciclagem de
nutrientes e a reducdo do lancamento de esgotos em corpos receptores,
contribuindo para a diminuicdo de impactos de poluicdo, contaminacdo e

eutrofizacdo.

O aporte de matéria organica nos corpos hidricos é causado, principalmente, pelo
lancamento de esgotos domeésticos sem tratamento na agua, fato que contribui para
o consumo de oxigénio, a degradacdo dos mananciais, a proliferacdo de doencas,
entre outros. Evitar que os esgotos alcancem os rios e lagos € importante na

preservacao da qualidade de vida.

De acordo com Werner et al. (2008), muitos anos de experiéncia tém demonstrado
gue o0s sistemas convencionais ndo sao capazes de causar um impacto significativo
em acoes de saneamento devido ao fato de ser, na maioria das vezes, incompleta a

sua implantacdo, que atende quase metade da populagédo mundial. E nos casos em
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que todo o sistema estd em funcionamento (coleta, transporte, tratamento e

destinacao final adequada) a sustentabilidade a longo prazo é questionavel.

E valido ressaltar que a preocupacéo com a sustentabilidade esta presente também
no documento denominado Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM),
representado na Figura 2. As metas propostas para alcancar o ODM 7, entdo, sao:
a garantia de um ambiente sustentavel através da integracdo de principios de
desenvolvimento sustentavel em politicas e programas de governo e da reversao da
perda de recursos naturais; a diminuicdo do niamero de pessoas que sofrem da falta
de acesso a agua potavel e saneamento basico até 2015; e a melhoria significativa
na vida de no minimo 100 milhdes de moradores de favelas (ORBIS, 2007).

{1 2

EDUCACAO BASICA )
ACABAR COM A FOME DE QUALIDADE PARA AD REDUZIRA
E A MISERIA TODOS - MORTALIDADE INFANTIL
MELHORAR A SAUDE
DAS GESTANTES

Figura 2 — Metas do Milénio
Fonte: ORBIS, 2007

Pode-se verificar uma necessidade de aprimorar o ODM 7 em a¢des de saneamento
como forma de dar oportunidade para a melhoria da gestao e distribuicdo de agua
potavel e, como consequéncia, trazer resultados positivos de natureza econdmica,
ambiental e social. Em alguns casos, como nos paises em desenvolvimento, onde a
escassez de agua potavel e a auséncia de servicos de saneamento sao constantes,
essa modificacdo pode constituir uma obrigatoriedade para alcancar a qualidade de

vida.
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3.2 ESGOTAMENTO SANITARIO E ESCASSEZ DE AGUA

Um dos maiores simbolos histéricos do sistema de esgotamento sanitario € a Cloaca
Méaxima de Roma (HELLER, 1997). De acordo com Matos (2003), Cloaca é um
termo latino que significa “condutor de drenagem urbana”; por outro lado, o termo
“coletor” provém do latim co-lego, que significa juntar, reunir, e traduz o conceito da
formacao da rede de drenagem, construida por trechos interligados — os coletores —,

onde se reunem e depois transportam as aguas afluentes.

Os relatos histéricos evidenciam uma preocupacao apenas com a necessidade de
afastar dos centros de ocupacdo os dejetos e residuos gerados pela atividade
humana, lancando-os em corpos d’agua. Wiesmann (2007) afirma que em meados
do século XIX discutia-se a possibilidade de reducdo da concentracdo de poluentes
por oxidacdo quimica durante o transporte em rios, uma vez que alguns estudiosos
estavam convencidos de que toda as aguas residuarias lancadas em rios se

tornavam limpas pela “autopurificagéo”

Ao longo dos séculos essa idéia de transportar as excretas foi mantida,
acrescentando apenas a inovacdo do tratamento. Percebeu-se que as redes
implantadas atendiam bem a demanda de coleta e transporte, mas havia alguns
problemas com relacdo ao langamento de esgoto, principalmente se a quantidade

lancada em um rio fosse muito maior em comparagao com a vazao dele.

O sistema de esgotamento sanitario que teve origem no século XIX, ainda
predominante na atualidade, tem causado alguns problemas, como a poluicdo da
agua. Conforme relata Esrey et al. (1998), € comum as excretas serem reunidas em
tubulagbes que transportam por longas distancias e depois sdo descartadas sem
nenhum tratamento em rios e lagos, entre outros (Figura 3), acarretando aporte de
microrganismos, matéria organica e nutrientes, 0s quais aumentam o risco de

proliferacéo de doencas e causam desequilibrios como a eutrofizacao.
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agua negra :
agua cinza agua de chuva esgoto

* * industrial

Figura 3 — Sistema de esgotamento convencional em que os diversos efluentes sdo lancados
nos corpos d’agua, na maioria das vezes, sem tratamento.

Fonte: Esrey et al.,1998.

Nuvolari (2003) afirma que, em geral, 0 esgoto sanitario € composto por 99,9% de
agua e apenas 0,1% de solidos, sendo que 75% desses solidos sdo constituidos de
matéria organica em processo de decomposicdo. E essa pequena porgdo solida
existente que precisa receber tratamento adequado, uma vez que ela facilita a
proliferacdo de microrganismos, estes em alguns casos podem ser patogénicos,

principalmente se oriundos de fezes humanas de populagdes doentes.

Von Sperling (2005) destaca que, em se tratando de poluicdo das aguas por esgotos
predominantemente domésticos, trés fatores devem ser abordados: poluicdo por
matéria organica (consumo de oxigénio dissolvido), contaminacdo por
microrganismos patogénicos (decaimento bacteriano), e poluicdo de lagos e
represas (eutrofizacdo causada por nitrogénio e fésforo).

A agua, quando usada com a finalidade de diluicdo e transporte de dejetos,
contamina-se com matéria organica e microorganismos, entre outros. Werner et al.
(2008) menciona que, conforme representado na Figura 4, as principais

desvantagens do sistema de tratamento de esgotos convencional sdo as seguintes:
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- tratamento insuficiente ou langcamento sem controle de mais de 90 % das aguas

residuarias em todo o mundo;

- poluicdo de corpos d’agua, principalmente por nutrientes, residuos perigosos,

agentes patogénicos, farmacos e horménios;

- danos ambientais graves e eutrofizacéo;

- consumo de 4gua potavel para transportar dejetos;

- alto investimento, energia e custos para operacao e manutencao;

- investimentos frequentes em areas prosperas e negligéncia dos assentamentos

pobres;

- perda de valiosos nutrientes e elementos, além de tracos contidos nos dejetos,

através de langamento de esgotos em corpos d’agua;

- predominéancia de sistemas coletivos combinados (esgotamento de agua pluvial em
conjunto com esgoto doméstico), resultando em problemas com lodo de esgoto

contaminado.

i ;1 nitrogenie
T
4-nr.|{ -~ potassia
e -
- — toslore 1 5|
1alirica de fertizzrto s

dgua de chuva

et

fratamento de
anriculture agua potdvel
A alimento

o
g

wEE

aproveitamenta dos
nuirientes de pane do
lodo e esgoto

5ot (5 2 0%
#ototad mundial

aterno

Incineragan

g S—————

Figura 4 — As principais desvantagens do sistema convencional de esgotamento sanitario
Fonte: WERNER et al., 2008
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O autor ainda completa que é um equivoco pensar nos dejetos humanos como
residuos sem utilidade, esse pensamento foi responsavel pela idéia ‘fim-do-tubo’
existente hoje, em que os residuos devem ser tratados apenas no final do processo,
ou seja, numa ETE, distante dos centros urbanos, que sdo na verdade os geradores

dos efluentes domésticos.

3.3 SANEAMENTO ECOLOGICO

Ha uma necessidade de repensar o Saneamento Basico, sobretudo no que tange ao
esgotamento. As excretas contém nutrientes valiosos que podem ser reaproveitados,
por exemplo, na producédo de alimentos. Muito ja é conhecido sobre esse habito no
interior e entre os mais velhos onde é comum utilizar estercos e restos de alimentos
em pequenos cultivos agricolas. A novidade é estender essa reciclagem para 0s
dejetos oriundos de esgotos domésticos. E com base nessa reflexdo que se

elaborou o conceito de Saneamento Ecolégico.

A concepcdo do Saneamento Ecoldgico, portanto se refere a uma forma de fazer os
nutrientes encontrados nos dejetos humanos retornarem para o solo, e assim usa-
los como fertilizante, melhorando a producdo de alimentos. Dessa forma, 0s

nutrientes sdo mantidos em um circuito no ambiente (JONAH, 2007).

De acordo com Esrey et al. (1998) "Saneamento Ecoldgico” ou "Ecosan™ é um ciclo -
uma forma sustentavel, um sistema fechado. Os elementos excretados sdo um
subproduto, tratados no local e, em seguida, se necessério, recebem tratamento
posterior até que estejam completamente livres de microrganismos causadores de
doenca. Os nutrientes contidos na excreta sao entéo reciclados ao serem utilizados
na agricultura. Ao invés de poluir o meio ambiente, urina e fezes humanas séo
usadas para melhorar estrutura do solo e fornecimento de nutrientes. A Figura 5

apresenta resumidamente essa idéia de tratamento e recuperacao dos nutrientes.
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Figura 5 — Esquema ilustrativo para o Saneamento Ecoldgico.
Fonte: ESREY et al., 1998.

Em muitos locais, antes do século XX, o reuso de excretas humanas como
fertilizante era comum. Os nutrientes descartados pelas fezes e urina eram, assim,
recuperados pelo ambiente para utilizagdo como adubo (ESREY et al.,, 2001),
conforme mostra a Figura 6, onde h& um sanitario com segregacdo e

armazenamento para o reaproveitamento dos nutrientes como adubo.

Figura 6 — Esquema ilustrativo de um banheiro com segregacao de fezes e urina
Fonte: SDU (2004)
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Zanchetta (2007) ao fazer referéncia ao termo EcoSan afirma ser ele proveniente
dos paises nérdicos, principalmente da Suécia, e o descreve como uma alternativa
aos sistemas de tratamento de esgoto convencional, com sustentabilidade
econbmica baseada na reciclagem de matérias, evitando as desvantagens do

sistema usual.

Werner et al.(2004) acrescenta que o Saneamento Ecoldgico é capaz de reduzir o
risco de contaminacdo das aguas de abastecimento por esgotos, proteger o solo e
as aguas subterraneas, e otimizar o gerenciamento dos nutrientes e dos recursos

hidricos.

O Ecosan, segundo Goncalves (2006), prevé a separacéo das diferentes formas de
aguas residuarias nas suas origens, com o0 objetivo de valoriza-las, pois a
segregacao de efluentes na escala residencial permite solu¢des diferenciadas para o
gerenciamento de &gua e de residuos em ambientes urbanos, aumentando a
eficiéncia da reciclagem de agua e de nutrientes e permitindo, a0 mesmo tempo,

uma reducdo no consumo de energia em atividades de saneamento.

A estratégia do Ecosaneamento de coletar e tratar as aguas residuarias
diferenciadas, para aproveitar o seu potencial de reuso € descrita por Gongalves
(2006) e Esrey et al. (1998) , conforme apresentada a seguir, e representada na
Figura 7:

« Aguas negras: aguas residudrias provenientes dos vasos sanitarios, contendo

basicamente fezes, urina e papel higiénico.

« Aguas cinzas: aguas servidas provenientes dos diversos pontos de consumo de
agua na edificacdo (lavatorios, chuveiros, banheiras, maquina de lavar roupa e
tanque), excetuando-se aguas residuarias provenientes dos vasos sanitarios. A
maioria dos autores ndo consideram as aguas residuarias de cozinhas como agua
cinza, mas sim como agua negra, devido a presenca de elevadas concentracdes de

matéria organica e de oOleos e gorduras.

« Aguas amarelas: aguas residuérias proveniente de dispositivos que separam a
urina das fezes. Podem ser geradas em mictorios ou em vasos sanitarios com

compartimentos separados para coleta de fezes e de urina.
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 Aguas marrons: séo oriundas de dispositivos separadores de fezes e urina, tendo
em sua composicdo grandes quantidades de matéria fecal e papel higiénico. Aguas
marrons segregadas das demais resultam em estacdes de tratamento menores,

operando de forma mais estavel e produzindo menos sub-produtos.

AGUA AZUL AGUA CINZA AGUA
AMARELA
Chuveiros,
chuvas |avat°|'iosl urina
tanques, etc -

AGUA NEGRA

urina + fezes

Figura 7 — Segregacdo de esgoto doméstico de acordo com a origem

O Saneamento Ecoldgico apresenta-se como uma idéia holistica sobre ecologia e
economia, além de ser uma sistémica aproximacao daquilo que pode se chamar de
mudanca de paradigma, pois tecnologias isoladas significam apenas meios para se
alcancar um fim e ndo s&o ecologicas. Entretanto, ainda € necessario 0
esclarecimento sobre o fato de que esse conceito ndo faz referéncia a uma solucdo
apenas para pessoas com baixo poder aquisitivo, mas sim a uma solucdo a mais
para atender as demandas de saneamento em diferentes regides, respeitando as
especificidades e as situagOes distintas de cada localidade. (LANGERGRABER,;
MUELLEGGER, 2005).
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Goncalves (2006) ressalta a falta de solugbes de consenso consolidadas para esta
pratica, e a persisténcia de um amplo espaco para o desenvolvimento de tecnologia
de separacéo e tratamento de fezes devido a dificuldade de aceitacdo crescente em

varios paises.

3.4 MATERIAL FECAL

As fezes coletadas por dispositivos separadores de fezes e urina sdo denominadas
aguas marrons — quando h& uso de agua no descarte — e material fecal — quando
ndo ha uso de agua no descarte. E este Ultimo o objeto abordado neste estudo,
opcao que se deve ao fato de que ele ndo requerer uso de agua, representando,

dessa forma, uma alternativa mais econdmica e sustentavel.

Ha milhares de anos, os chineses usavam dejetos humanos e de animais como
esterco. O Japdo, no século XX, introduziu a reutilizagdo de dejetos na agricultura
(ESREY et al., 1998). A inovacao é a visdo de segregacdo da urina e das fezes, por
se tratar de componentes com diferentes caracteristicas em termos de patdégenos,
nutrientes e beneficios para o solo e plantas (ESREY et al., 2001). A Figura 8 ilustra

um banheiro com vaso sanitario separador de fezes e urina.

Figura 8 - Sanitario com separacédo de urina e fezes
Fonte: ESREY et al., 2001
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Apesar da caracteristica peculiar de risco na transmissdo de doencas, e de possuir
menor quantidade de nutrientes que a urina, conforme Figura 9, as fezes podem ser

reaproveitadas, trazendo inUmeros beneficios.

ApoOs a destruicdo dos patdégenos através da desidratacdo e da decomposicéo, tem-
se como resultado um material inofensivo que pode ser aplicado para incrementar a
matéria organica existente, reter agua e aumentar a disponibilidade de nutrientes,
além de ajudar a manter uma populacdo benéfica de microrganismos, melhorando

as condicdes do solo.

A Figura 9, apresenta segundo Zancheta (2007), a quantidade de nutrientes (Niotal,
Puwta, K) presentes em pequenos volumes de efluentes. Segundo o autor, as aguas
marrons e amarelas constituem apenas 0,20 e 1%, respectivamente, do volume total

do esgoto domeéstico.

No entanto, essas pequenas fracdes correspondem a grande parte dos nutrientes
disponiveis que acabam se perdendo no esgoto. As aguas marrons Sao
responsaveis por 25 % do Pigta, 23 % do K e 7 % do Niotar.. O mesmo se pode dizer

das 4guas amarelas.

As aguas cinzas, apesar de possuirem grande volume, tém poucos nutrientes,
sendo, por isso, comum 0s tratamentos que visam reuso em atividades menos

nobres.

N total Ptotal e
Esgoto

o Agua Amarela m Agua Cinza m Agua Marrom

Figura 9 — Composicao do esgoto sanitario segundo a segregacdo em cores das aguas
Fonte: Zancheta (2007)
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34.1 Caracteristicas quantitativas e qualitativas de Material Fecal

Afirmar a quantidade de fezes produzida diariamente por pessoa € dificil, uma vez
gue este valor depende de habitos alimentares, estilo de vida, cultura, entre outros.

Contudo, existem estudos que fazem algumas estimativas.

Segundo Rosenquist (2005), estima-se que uma pessoa produza de 400 a 500 L de
urina e 50 L de fezes por ano. Salas (2005) e Rosemarin (2007), apresentam como
valor médio diario a quantidade de 150 g, enquanto Chaggu (2004) defende valores

meédios bem amplos — cerca de 70 a 520 g por pessoa por dia (g/ppd)

A Tabela 1 apresenta um resumo do estudo de Schouw (2001), realizado em alguns
lugares da Tailandia; trata-se de uma comparagcdo que o autor faz com estudos

realizados por diferentes pesquisadores.

Tabela 1: Taxa de geracdo de excretas Umidas (urina + fezes) g/cap/dia.

Local de

Urina Fezes Excreta Sélidos totais Referéncia
estudo
Vietnan 820-1200 130-140 990-1333 43-93 HEEEE
al., 1981
Japan e ) ) ) ) Polprasert et
China 116-200 al., 1981
. Hansen and
Dinamarca - - 1700 59-81 Tiell, 1979
Paises em Feachem et
desenvolvi- 1200 130-250 1450-1550 - al 1983
mento "
Europa e
norte da 1200 100-200 1350 - Fea"’l‘dl‘génget
América o
Thailand: - - - - -
Prik - - 750-1160 51-87 Schouw, 2001
Phattalung - - 730-1500 50-86 -
Kuang Lang 600-1200 120-400 940-1530 54-80 -

Fonte: Schouw (2001).
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As fezes humanas possuem uma grande quantidade de agua, matéria inorganica, na
forma de sais e matéria organica, que representa cerca de 20% de toda a matéria

organica encontrada no esgoto doméstico (BRASIL, 2004).

De acordo com Piveli & Kato (2005), os principais grupos de substancias organicas
encontradas nos esgotos sao proteinas (40 a 60%), carboidratos (25 a 60%) e Oleos
e graxas. Essas substancias sédo oriundas principalmente de material fecal e em

menor parte das aguas cinzas.

Salas (2005) escreve que as fezes sdo compostas por restos alimentares, alimentos
nao processados na digestédo, gorduras, hidratos de carbono, proteinas extraidas da
corrente sanguinea e de material ndo digerido que passa pelo intestino, além de
uma grande quantidade de microrganismos, podendo atingir um bilh&o por grama de

fezes.

A Tabela 2 acentua a variabilidade de informacdes ao apresentar valores de massa

Umida e massa seca encontrada em outros estudos.

Tabela 2 — Valores de massa Umida e massa seca fecal.

i Massa umida Massa seca fezes
Paises Autores
(kg/pessoa por ano) (kg/pessoa por ano)

Suécia 51 11 Vinneras 2002
China 115 22 Gao e outros, 2002
Kenia 190 * Pieper, 1987

Adaptado Jonsson et al., 2004

* ndo apresentado

A quantificacdo e composicdo das fezes humanas sdo bastante varidveis, a
caracteristica dos alimentos digeridos € um fator determinante, pois a digestabilidade
tem grande influéncia na quantidade de fezes excretadas (Jonsson et al., 2004).

De modo geral, sabe-se que cerca de 75% das fezes sdo agua, e o restante que

compde a fracdo sdlida é formada por uma grande quantidade de residuos
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biodegradaveis. Segundo Aires (2008), cerca de 10% a 20% da fracdo solida é

composta de gorduras.

A maior parte dos nutrientes encontrados no esgoto doméstico, € proveniente da
urina, por isso muitos autores, como Schouwa et al. (2001) costumam dizer que 0s
macro nutrientes se encontram nela, enquanto as fezes contém a maioria dos

metais.

Apesar da menor quantidade de nutriente, ainda pode ser recomendada a
segregacao de fezes com a finalidade de reuso, uma vez que o uso de fezes pode
ajudar a aumentar a colheita em solos fracos, auxiliando no melhoramento da
estrutura do solo, pois o material fecal misturado ao solo depois de tratado aumenta
a capacidade de manutencdo de agua e de enchimento, e serve de substrato para

0s microrganismos do solo e como fonte energética (JONSSON et al, 2004).

A Tabela 3 mostra um resumo de varios estudos realizados com informacdes sobre

0S nutrientes que compdem as fezes.

Tabela 3 - Valores de massa excretada e nutrientes

Peso Carbono Nitrogénio Fésforo L
Autores . Peso seco ~ Potassio
umido organico total total
Ippd /ppd
(@ppd)  9PPD (gippd)  (glppd)  (glppd)  9/PPY
Salas
(2005) 150 - - 2 0,6 0,6
Huuhtanen
e
Laukkanen 137 - - 0,25 0,52 0,47
(2006)
Esreyetal 24140 35 21,4 1,5 0.5 1
(2001) ’ ! ’
Chandra
(2007) 180 21,4 2 0,7 0,7
Jonsson et 51 11 _ 151 05 _
al., 2004 1 3
Chaggu
70-520 30-70 44-55 5-7 0,69-2,5 -

(2004)
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O estudo realizado por Chaggu (2004) apresenta a caracterizacdo fecal com amplo
espectro de parametros, conforme pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 4 - Quantidade, composicéo e caracteristicas de fezes e urina.

Quantidade aproximada Fezes Urina
Peso l]mido(r;%&e)ssoa por dii 70-520 1000-1500
Peso seco ?g/rp?:j:;soa por dia 30-70 50-70

ica 0,
Comp05|§ggoz;1r[])1r;>é.ri(£ de pest 88-97 65-85
Umidade 66-85 93-99,5
Matéria organica 88-97 65-85
Nitrogénio (N) 5,0-7,0 15-19
Fosforo total 0,69-2,5 1,08-2,2
Carbono (C) 44-55 11-17
Proteina (g) 4-12 0,28
Lipideos totais (g) 4-6 -
Polissacarideos (g) 4-10 0,68

Adaptado de Chaggu (2004).

3.4.2 Patogenicidade

As fezes possuem grande quantidade de microrganismos, independente da origem
ter sido de individuos saudaveis ou ndo. A flora bacteriana normal do trato
gastrointestinal, segundo Silva (1999), tem sido motivo de muitos estudos, pois a
composicdo dessa flora difere entre as varias espécies e ainda dentro de uma

mesma espécie.

A flora do intestino grosso é qualitativamente similar a encontrada nas fezes, as
populacdes chegam a alcancar niveis de 1000/mL de fluido (SILVA, 1999). As mais
comumente encontradas sdo Coliformes, estreptococoos, clostridios e lactobacilos,

conforme pode ser visualizado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Bactérias comumente encontradas no intestino grosso humano.

Bactérias Incidéncia (%)

Bacteroides metaninogenicus 100

Lactobacillus 20-60

Clostridium septicum 5-25

Bifidobacterium bifidum 30-70

Enterococcus faecalis 100

Salmonella enteritidis 3-7

Klebsiella spp. 40-80

Proteus mirabilis 5-55

Peptostreptococcus Comum

Metanogénicos Comum

Fonte: Silva, 1999.

Silva (1999) acrescenta que a flora existente nas fezes é influenciada pela idade,
dieta alimentar e condi¢des culturais, a Tabela 6 apresenta o nUmero de bactérias

encontradas na fezes em algumas espécies animais.
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Tabela 6 — NiUmeros de bactérias viaveis encontradas nas fezes de animais adultos (logaritmo
de bactérias viaveis por grama de fezes).

Escherichia Clostridium

Animal coli perfringens Streptococus  Bacterioides  Lactobacilos
Gado bovino 4.3 2.3 5.3 0 24
Carneiros 6.5 4.3 6.1 0 3.9
Cavalos 4.1 0 6.8 0 7.0
Porcos 6.5 3.6 6.4 5.7 8.4
Galinhas 6.6 24 7.5 0 8.5
Coelhos 2.7 0 4.3 8.6 0
Cées 7.5 8.4 7.6 8.7 4.6
Gatos 7.6 7.4 8.3 8.9 8.8
Ratos 6.8 0 7.9 8.9 9.1
Homem 6.7 3.2 5.2 9.7 8.8

Fonte: Silva, 1999.

A variedade de microrganismos e o0 potencial patogénico faz com que a exposi¢ao a
fezes sem tratamento seja considerada arriscada, e por isso 0s tratamentos devem
assegurar uma grande eficiéncia, uma vez que além de bactérias, ha ainda outros

microrganismos causadores de doencas como virus, protozoarios e helmintos.

As doencas infecciosas despertam preocupacdes porque causam um quarto do total
de doencas do mundo, além disso, sdo a maior causa de morte em criancas e
jovens adultos, cerca de 13 milhdes de mortes por ano. Uma a cada duas pessoas
nos paises em desenvolvimento morre jovem devido a uma doenca infecciosa.
Criancas e imuno-deprimidos sdo o0s mais vulneraveis, especialmente a
contaminacdo por bactérias, virus e parasitas. Alguns desses microrganismos

sobrevivem no ambiente por longos periodos (ESREY et al., 2001).

Chandra (2007) informa que a variedade de virus encontrados nas fezes supera o
namero os 120 tipos. Os mais comuns Sao enterovirus, rotavirus, adenovirus e

noroviroses e também o virus da Hepatite A e E.

Dentre as bactérias causadoras de doencas, Chandra (2007) destaca Salmonella,
Campylobacter, E. coli enterohemorragica (EHEC), Vibrio cholera e Shigella,
microrganismos muito encontrados em local onde ha pouca higiene e falta

saneamento.
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O autor ainda enfatiza que dentre os protozodrios parasitas, os mais estudados na
tltima década sédo Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia/intestinalis, por
apresentarem alta resisténcia ambiental, grande problema devido a persisténcia dos
ovos de, especialmente, Ascaris e Taenia, e necessitar de um namero pequeno de
organismos para causar infeccdo. Entamoeba histolytica, Cyclospora e Isospora
também sdo responsaveis por inUmeros casos de enfermidades nos paises em

desenvolvimento.
A

Tabela 7 apresenta os ambientes e o tempo em dias de sobrevivéncia de alguns

microrganismos.

Tabela 7 - Tempo de sobrevivéncia (em dias) de patdgenos em diferentes condi¢cbes de
tratamento/disposicao.

Condicao Bactéria Virus Protozoario* Helmintos**
Solo 400 175 10 Muitos meses
Colheita 50 60 Desconhecido Desconhecido
Solo a noite
(night soil), 90 100 30 Muitos meses
fezes, lodo
Compostagem
(ambiente 60 60 30 Muitos meses
anaer6bio)
Compostagem
estagio 7 7 7 7
termofilico
Lagoa de 20 20 20 20

estabilizacéo

* Excluindo Cryptosporidium parvum
** Principalmente Ascaris, other ovos normalmente morrem rapido
Fonte: Esrey (1998).

3.4.3 Tratamentos para fezes propostos pelo Ecosan

Segundo Jonsson et al. (2004), antes da aplicacdo visando o reaproveitamento dos
nutrientes, o tratamento das fezes deve ser feito em duas etapas: tratamento

primério e tratamento secundario. Muitos autores divergem a respeito da distingdo
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entre esses tratamentos, mas, de maneira geral, o tratamento primario € descrito
como aquele que acontece durante a coleta. Nos sistemas secos, isto normalmente

acontece em baixo do banheiro durante o periodo da coleta.

O tratamento primario tem muitos objetivos: a) diminuir o risco de mau cheiro; b)
diminuir o risco de moscas; e c) reduzir o niumero de patdgenos potencias nas fezes.
No sistema seco, esse tratamento primario pode ser a adi¢cdo de cinza depois de
cada defecacdo. E notavel a importancia do tratamento primario na diminui¢io dos
riscos de contaminacdo por patdgenos para a etapa seguinte, o tratamento

secundario.

O tratamento secundério acontece depois da etapa de coleta e tem como objetivo
principal transformar as misturas das fezes num estado sem cheiro e visualmente
nao repulsivo. Isto € importante quando o produto fecal € manuseado manualmente

mas menos importante quando € manuseado mecanicamente.

Como opcgdes para o tratamento secundario Jonsson et al. (2004) destacam:
compostagem, digestdo, armazenamento tratamento quimico e incineracdo. Os
tratamentos que envolvem aumento de temperatura (compostagem, digestéo,
incineragéo) exigem que todos 0s materiais atinjam uma temperatura alta a um
tempo suficientemente longo para assegurar que os patdgenos morram. Este tempo
varia de segundos de incineracdo para dias, até mesmo semanas, para

compostagem.

O tratamento tem efeitos no conteddo e na disponibilidade de plantas dos nutrientes
das fezes, e esse efeito varia entre 0s nutrientes e tratamentos. O, N e S podem ser
gases perdidos nas formas de N;, SO, e H,S durante alguns tratamentos, mas

outros nutrientes permanecem no produto tratado desde que nao ocorra lixiviagao.

Esrey et al. (2001) afirmam que os trés principais fatores que interferem na
sobrevivéncia dos microrganismos patogénicos sao pH, umidade e temperatura.
Uma das formas mais simples de tratamento fecal, podendo, inclusive, ser realizado
no local de coleta, € o armazenamento. Nesse caso, a inativagdo de patdégenos é,

geralmente, lenta — os microrganismos competem entre si e morrem naturalmente.

E muito comum o uso de sanitarios compostos por duas camaras, enquanto uma
serve para uso a outra € usada para armazenamento (tratamento) (ESREY et al.,
2001).
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O aumento da temperatura ambiente, do pH e da aerac&o ajudam na inativagao bem
como na competicdo bioldgica, acelerando a reducdo de patdgenos. Alguns
elementos — como a cal, o solo e cinzas — podem ser adicionados ao material fecal

para reduzir microrganismos. Eles podem auxiliar na desidratacdo e aumentar o pH.

As condi¢bes ambientais (temperatura, umidade, pH, entre outros) afetam todos os
patdbgenos. Entretanto, os microrganismos apresentam diferentes resisténcias
guando expostos a métodos diferentes de tratamento (ESREY et al.,1998); por isso,
dos métodos de destruicdo, a alta temperatura e a baixa umidade, por favorecerem a
desidratacdo, consistem nos mais eficazes, jA& que promovem a destruicdo rapida da
maioria dos patdgenos.

Esrey et al. (1998) escrevem que a combinacdo de baixa umidade, pouca
guantidade de matéria organica/nutrientes e alto pH ajudam a acelerar a
degradacdo, sendo a desidratacao considerada o mais efetivo método destruicdo de

patégenos.

Esrey et al. (2001) informam que a destruicdo de patdgenos em teoria € simples de
alcancar, mas na prética requer cuidado e atencéo através de uma série de etapas.
Recomenda-se que sejam seguidos 4 passos para tornar as excretas seguras para

manuseio e reciclagem (tratamentos primario e secundario):

- Mantenha um volume pequeno de material contaminado separado da urina e néo
adicione agua,

- Impeca a dispersdo do material que contém patdgenos através de armazenamento

em um tipo de plano ou lugar seguro até estar apto a reciclagem;

- Reduza o volume e o peso do material patogénico através de desidratacdo e/ou

decomposicao para facilitar o armazenamento, o transporte e o pos-tratamento;

- Reduza os patégenos para um estado inofensivo, através de sanitizacao:
tratamento primario no local de coleta (desidratacdo/decomposicéo, retencéo),
tratamento secundario no local ou fora (posterior desidratacdo, compostagem em
alta temperatura, alteracédo de pH por acréscimo de cal) e, se necessario, tratamento

terciério (incineracao).
Os tratamentos secundarios indicados por Jonsson et al. (2004) séo:

- Incineracao;
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- Compostagem — temperatura alta e baixa;
- Armazenamento;
- Digestéo;

- Quimico.

3.5 BIODEGRADACAO

De maneira geral, os microrganismos desempenham um importante papel no
tratamento de esgotos. Dessa forma, isso ndo seria diferente no tratamento de
material fecal, tendo em vista as caracteristicas das fezes citadas no item 3.4.1. A
Figura 10 representa o fendbmeno da degradacdo dos compostos presentes no

esgoto doméstico.

Produtos
finais

Carbono | Energia
organico

Sintese Reslduo
celular organico

Nutrientes

Figura 10 — Diagrama do metabolismo de microrganismos heterotréficos
Fonte: Piveli e Kato, 2005

Os  microrganismos  heterotréficos  metabolizam  compostos  organicos
biodegradaveis, transformando em produtos finais mais estaveis como agua, gas
carbonico, sulfatos, fosfatos, amoénia, nitratos, etc. Nesse processo, ha consumo de
oxigénio da agua e liberacdo de energia contida nas ligacdes quimicas das

moléculas decompostos (Piveli e Kato, 2005)
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Von Sperling (2005) afirma que a base de todo tratamento biolégico € o contato
efetivo entre 0os microrganismos e o material organico, de tal forma que este possa
ser utilizado como alimento por aqueles. Um bom exemplo deste fenbmeno é a
estabilizacdo da matéria organica contida no material fecal. A reacdo representada

na Figura 11 exemplifica a oxidagdo da matéria organica:

outros

Matena organica + O; + bacténas —> CO, + H,O + NH; + energia

produtos

Figura 11 — Esquema explicativo da oxida¢gdo da matéria orgénica

As fezes possuem inUmeros microrganismos, 0S quais, por sua vez, ndo servem
apenas como transmissores de doencas: podem atuar no tratamento de poluentes e
contaminantes. Essa atuacdo é denominada biorremediacdo (PEDROTI, 2007).
Muito se tem estudado em microbiologia para aproveitar melhor a capacidade de uso

dos microrganismos em processo de tratamento de residuos.

Como o0s microrganismos necessitam de energia e nutrientes para desempenhar
suas funcdes vitais — segundo Von Sperling (2005), a microbiota, através do
metabolismo, obtém energia (catabolismo) e depois a utiliza para crescer e se
reproduzir (anabolismo) —, tem-se estudado meios de fornecer-lhes residuos como
alimento, para que se possa eliminar ou reduzir o potencial poluidor desses

residuos.

Através do catabolismo, a energia armazenada em forma quimica nos compostos
organicos (substratos) é liberada, sendo convertida no anabolismo em material

celular.
A matéria organica presente no meio pode ser inerte ou biodegradavel:
- Inerte: ndo biodegradavel.

- Biodegradavel: pode ser rapidamente biodegradavel se constituida por moléculas
simples e lentamente biodegradavel quando se constitui de moléculas complexas.
Nesse caso, 0 material precisa passar por um processo de hidrélise para ser
convertido em moléculas mais simples e assim serem assimilados pelas bactérias
(VON SPERLING, 2005).
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Lopez Zavala et al. (2004), ao realizarem a caracterizagao fecal, perceberem que a
fracdo biodegradavel das fezes € constituida de matéria organica de degradacédo
lenta. Essa matéria € transformada em moléculas mais simples (rapidamente
biodegradavel) por hidrélise e assimilada pela biomassa heterotrofica. Em seguida,
uma porcdo da matéria consumida é oxidada para fornecer energia, e o restante é
usado na criagcdo de novas células. Apés o processo descrito anteriormente, o
decaimento da biomassa € dividido em duas fracdes: matéria inerte e matéria
organica de degradacdo lenta. O ultimo € hidrolisado em substrato facilmente

biodegradavel.

A hidrélise, de acordo com Cassini (2003), consiste no processo de ruptura ou
guebra de moléculas organicas complexas, caracterizadas pelos polimeros de
carboidratos, proteinas, lipideos e suas combinacdes, convertendo-os em moléculas

menores, passiveis de assimilacao e utilizacdo pelas células microbianas.

A biodegradacdo pode ocorrer tanto por via aerdbia quanto anaerébia, dependendo
da atividade microbiana. Entretanto, vale ressaltar que processos aerébios possuem
uma faixa maior de substancias degradaveis e ocorrem em uma escala de tempo
menor (PEDROTI, 2007)

Quando se trata de modificacbes substanciais na estrutura e composi¢cao molecular
de substratos organicos, utilizam-se os termos digestdo, decomposicéo,
biotransformacdo e biodisponibilidade. Essas modificacdes sdo catalisadas por
enzimas especificas, as quais produzidas pela microbiota presente nesse ambiente,
e capazes de transformar substratos complexos em substratos disponiveis para a
assimilacao pela microbiota ou biomassa microbiana (CASSINI, 2003).

O autor ainda destaca que o conceito de biodegradabilidade, quando se trata de
processos ambientais, pode ter varias conotacdes. E, geralmente, o termo € utilizado
para referir-se a tendéncia ou suscetibilidade de transformacé&o de determinados

substratos, substancias ou compostos pela microbiota ambiental.

Hohener, Hunkeler e Hess (1998) acrescentam uma informacdo sobre a existéncia
de, no minimo, quatro vias de degradagdo bacteriana: a) a microbiota natural é
exposta ao composto por tempo suficiente para induzir mudancas nos genes
capazes de codificar enzimas para degradacdo do composto — evolucéo lenta. Como

consequéncia, a comunidade microbiana passa a ter vias degradativas, mas a
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degradacdo pode ser insuficiente devido ao nimero reduzido de células ou a baixa
atividade; b) a microbiota natural encontra-se adaptada as condi¢fes locais e, em
condicbes ideais, passa a degradar o composto; c) uma vez conhecido o
contaminante, a microbiota natural é “equipada” artificialmente através de introdugao
de um grupo de genes que degrade o composto ou estimule o processo de
degradacdo; d) a bactéria degradadora é isolada em laboratério e inoculada no
ambiente que deseja ser atenuado, precisando, dessa forma, competir com a biota

do composto a ser degradado.

Existem muitos métodos padronizados internacionalmente para testar a
biodegradabilidade de residuos. Entretanto existem poucas informacées confiaveis e

uniformes sobre a biodegradacdo de compostos organicos (MILES, 2001).

3.6 RESPIROMETRIA AEROBIA

Pirovani (2006) afirma que a respiracdo € um dos mais antigos parametros utilizados
para quantificar a atividade microbiana. Ela representa a oxidacdo da matéria
organica por microrganismos aeroébios, que, portanto, utilizam O, como aceptor final
de elétrons e transformam o carbono organico em CO,. Dessa forma, é possivel

avaliar tanto o consumo de O, quanto a producéo de CO..

O consumo de O, pode ser medido indiretamente pela DBO. Von Sperlig (2005)
comenta que a DBO € uma indicacédo indireta do carbono orgéanico biodegradavel:
ela retrata a quantidade de oxigénio requerida para estabilizar, através de processos
bioguimicos, a matéria organica carbonacea, por isso pode ser considerada um

método indireto de medir a respirometria.

A Figura 12 representa uma curva de DBO onde é representado o decréscimo dos
teores de oxigénio dissolvido causado pela respiracdo dos microrganismos que se

alimentam da matéria organica.
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DBO
(mg/L)

Tempo (dias)

Figura 12 — Evolu¢cdo da DBO em uma amostra ao longo do tempo
Fonte: VON SPERLING (2005).

A determinacdo de CO, pode ser feita por titulacdo ou condutividade elétrica,
cromatografia gasosa, espectroscopia de infravermelho (IRGA) ou por “C.
(PIROVANI, 2006)

Brito (2009) afirma que a respirometria, com base na liberagédo de CO,, tornou-se
uma metodologia adequada para a quantificacdo do carbono degradado,
determinando a velocidade de respiracdo da biomassa degradadora. Indicado pela
Norma Brasileira Regulamentadora (NBR) 14283 (1990), o método de Bartha
determina o indice de biodegradacdo da matéria organica contida em residuos a

serem tratados em solos, avaliando a tratabilidade de residuos.

O método respirométrico de Bartha, adaptado de uma norma holandesa, € um
meétodo simples e economicamente viavel para determinar a atividade microbioldgica
pela geracdo de gas carbdnico e, indiretamente, a biodegradacdo de matéria
organica (PEDROTI, 2007)

O oxigénio pode ser fornecido sem fluxo de ar, com retencéo passiva de CO,, e com
fluxo de ar continuo ou intermitente, pelo sistema chamado de aeragao forcada. O
primeiro processo é de simples utilizac&o, principalmente quando se tem um grande
namero de tratamentos envolvidos; porém, pode se tornar limitado em ensaios
prolongados (CALDEIRA, 1997).
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O CO; liberado na respirometria € capturado pelo NaOH e determinado por
condutivimetria. O método da condutivimetria usa a relacdo direta entre as
producdes de CO, e as mudancas de condutividade da solucdo basica receptora

para analise de biodegradabilidade.

Junto com os ions de uma solucdo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH), o CO,
gerado produz carbonato de sodio (Na,CO3). O carbonato € menos dissociavel que
a base, e mostra uma menor condutividade. A relacéo linear entre a quantidade de
CO; liberada e as mudancas na condutividade pode ser usada para determinar a
formacao de CO, com bastante precisdo (PEDROTI, 2007).

Os métodos utilizados para a determinacdo da eficiéncia de biodegradacéo
baseiam-se na medicdo de CO, gerado nesse processo e na construcdo de uma
curva da massa acumulada desse CO, em funcao do tempo, que devera apresentar
fases distintas, tais como: inicio da curva com baixissima inclinacdo, que devera
corresponder a fase de adaptacdo dos microrganismos; elevado crescimento
exponencial, uma vez que nesta fase estara ocorrendo elevada atividade
microbiana; e, por fim, a formacdo de um patamar, onde a eficiéncia da
biodegradacéao é drasticamente reduzida (BORGES, 2006).

A respirometria € uma metodologia bastante adequada para quantificacdo da
atividade biolégica aerdbia, a qual determina a velocidade de respiracdo de uma

biomassa ativa.

Neste estudo, foram usados os dados de CO, produzido e acumulados ao longo do
periodo de incubacao para obter a curva de degradacado dos residuos por meio da
leitura da condutividade elétrica. Para a obtencdo da curva de calibragdo, foi
utilizada uma mistura de solugcbes padrao de NaOH e Na,COs; (RODELLA e
SABOYA, 1999).

As principais rea¢des quimicas que ocorrem no sistema de respirometria aerobia séo

apresentadas nas Equacbes 1 e 2 :

C02 + HZO —> H2C03 Equacéo 1
H,CO, + 2NaOH — Na,CO, + 2H,0 Equacio 2
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A Equacao 3 apresenta o método usado para calcular a quantidade em miligramas
de CO; absorvido (mg):

[Cl _Cx]
[Cl o Cz]

Equacédo 3

CO,(mg)=V -M-22.

Onde:

e V é 0 volume da solucdo de NaOH em mL empregada na absor¢cdo do CO; e

M, sua concentragdo em mol/L;

e C; é a medida da condutividade elétrica da solucdo padrdo de NaOH em
mS/cm;

e C,é a medida da condutividade elétrica da amostra (mS/cm) e C, é a medida
da condutividade elétrica do Na,CO3 (mS/cm).

As medidas de condutividade elétrica foram realizadas em condutivimetro marca
Jenco, modelo 1671, China.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CONTEXTUALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Saneamento do Centro Tecnoldgico
da Universidade Federal do Espirito Santo (CT-UFES), localizado no Campus

Universitario de Goiabeiras, em Vitoria.

Para a realizacdo desta pesquisa, foi utilizado material fecal bruto proveniente do
Laboratdrio Central da Secretaria Municipal de Saude e de estudantes voluntarios da
universidade. O laboratdrio atende a pacientes encaminhados pelo Sistema Unico
de Saude (SUS), residentes do municipio de Vitoria — ES, de ambos o0s sexos, com
faixa etaria, situacdo econdmica e grau de escolaridade variada. Também foi usado
composto de fezes misturadas a serragem, procedente de reatores de
compostagem, localizados na Estacdo de Tratamento de Esgotos (ETE) do CT-
UFES.

Os reatores foram feitos de caixas de poliestireno expandido (isopor) com volume de
40 L, dimensdes internas 395x305x350 mm e paredes com a espessura de 25 mm.
O interior dos reatores era revestido com fibra de vidro. Dentro dos reatores, a
massa fecal recebeu serragem adquirida de madeireira da cidade de Vitéria-ES
(Figura 13). ApoOs trés a cinco dias no reator, uma amostra de 30 g foi recolhida e

encaminhada para o Laboratério de Saneamento.

Figura 13 — Reator de compostagem com fezes misturadas a serragem.
Fonte: REBOUCAS (2010).
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Nos ensaios de respirometria foram testadas misturas de materiais como papel
higiénico e serragem, com material fecal bruto. A utilizacao do papel higiénico se deu

devido ao seu uso na higiene pessoal.

A serragem tem propriedades importantes, como a alta porosidade, a alta retencéo
de ar e 4gua e capacidade de drenagem (0 que controla a umidade), caracteristicas
que criam um bom ambiente aerdbio para o crescimento da atividade de
microrganismos. Além disso, assume a funcdo de material estruturante (Lopez
Zavala et al., 2004), pode ser facilmente encontrada e ajuda na reducédo de odor

desagradavel.

A serragem € proveniente da mesma serraria anteriormente citada e o papel
higiénico utilizado foi do tipo neutro (Carrefour®). Foi feita caracterizacdo fisico-
guimica também desses materiais segundo 0s mesmos parametros usados para o

material fecal bruto que serdo apresentados no item 4.3.1.

A pesquisa foi dividida em quatro etapas: caracterizagéo fisico-quimica dos residuos
fecais, isolamento das bactérias, caracterizacdo bioquimica das bactérias isoladas e
avaliacdo da biodegradabilidade através de respirometria aerdbia. O fluxograma

apresentado na Figura 14 resume as etapas descritas.

fecal bruto

Preparacio das
amostras fecais

Caracterizacio fisico- Isolamenta de
quimica microrganismos

Caracterizaciio ]

[Aquisiu_:ﬁu:u de Material ]

bioguimica dos isolados

r'Testes de Hidralise de
Lgelatina e de amido &

Montagem do ensaio de
respirometria asrobia

Avaliacio da
biodegradabilidade

Figura 14 — Fluxograma das etapas da pesquisa.
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4.2 AQUISICAO DE MATERIAL FECAL BRUTO

As amostras fecais provenientes da Central da Prefeitura de Vitoria eram separadas
pelo laboratério e, no final do dia, recolhidas em carro oficial e trazidas até a UFES.
As amostras dos doadores voluntarios eram recolhidas, armazenadas e

posteriormente levadas ao LABSAN.

A maior parte das amostras recebidas ficava armazenada em freezer a - 4°C para,
no dia seguinte, serem retiradas dos frascos de coleta individual e misturadas,
compondo uma unica massa fecal. Uma pequena porcdo era separada assim que
possivel para ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e isolamento de bactérias,

recebendo o tratamento de acordo com 0s ensaios a serem realizados.

4.3 ETAPAS DA PESQUISA

A pesquisa consistiu em quatro etapas sequenciais: caracterizacao fisico-quimica,
isolamento de bactérias, caracterizacdo bioquimica dos isolados bacterianos e

avaliacdo da biodegradacéo aerdbia, conforme descrito a seguir.

4.3.1 Caracterizacao fisico-quimica

Os ensaios de caracterizacdo do material fecal bruto, de serragem, de papel
higiénico foram feitas segundo os seguintes parametros: Umidade, Sélidos Totais,
Solidos Volateis, Nitrogénio Total, Fésforo Total e Oleos e Graxas (O&G) segundo
as metodologias descritas no “Standard Methods for the Examination of Water and
Waster” (APHA, 1995) e Carbono Organico, (Kiehl, 1985). Os métodos encontram-se

referenciados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Resumos das metodologias usadas nas analises fisico-quimicas

Parametros Métodos Referencias
Umidade Método gravimétrico SRR S 1OID s
1995
Solidos Totais Método gravimétrico STANDARD EAQISTS-HODS 2540,
Solidos Voléateis Método gravimétrico SUANPARD) EAQI;EHODS 2L,
Nitrogénio Total Método Tilitrimétrico STANDARD METHODS 2540,
Fosforo Total Método do &cido ascoérbico STANDARD %ISEHODS 2540,
- ~ STANDARD METHODS 5520-
Oleos e Graxas Extracéo por solvente
D, 1995
Carbono Organico Método sulfo-cromico KIEHL, 1985
4.3.2 Isolamento de bactérias

As bactérias foram isoladas a partir das amostras de material fecal bruto, composto
de fezes e serragem proveniente da ETE-UFES e hidrolisado. O material fecal bruto
era proveniente de amostras do Laboratério Central e de voluntarios. O composto
era originario dos reatores de compostagem da ETE, e o hidrolisado era resultado do
material fecal bruto coletado e armazenado em recipiente fechado, recoberto com

papel aluminio até a formacéo de um liquido (30 dias).

Os meios utilizados na etapa de isolamento foram de amido-caseina, caldo de carne
e Oleo de soja. Com a utlizacdo desses meios, 0 intuito era selecionar
microrganismos capazes de se alimentar de diferentes fontes energéticas para que
fossem obtidas bactérias com caracteristicas heterogéneas e com capacidade de
degradar fezes.

O isolamento ocorreu em duas formas. Em uma delas, procedeu-se a inoculacéo
direta em placas de Petri do hidrolisado e do composto de fezes com serragem
proveniente da ETE - UFES. O hidrolisado foi coletado com pipeta automatica e, em
seguida, espalhado com alca de Drigalsky em placas de Petri que continham os

seguintes meios: Agar Nutriente e Agar Amido-caseina. O composto de fezes com
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serragem proveniente da ETE — UFES era espalhado com alga (loop) nas placas de
Petri contendo os meios descritos.

Transcorrido um periodo de aproximadamente 96 horas em estufa a 30 °C, col6nias
que apresentaram crescimento visivel eram novamente isoladas. Assim que
houvesse a constatacédo de colonia pura, elas eram mantidas em refrigeracdo para
estoque, e utilizadas conforme a demanda.

A outra forma adotada consistiu na inoculacdo, apds o enriguecimento em meios
especificos, do composto de fezes com serragem proveniente da ETE - UFES e do
material fecal bruto, sendo que estes eram introduzidos em trés erlenmeyers de 250
mL, contendo os seguintes meios liquidos: Meio Minimo (MM), com 5% de 6leo de

soja Liza®, Caldo Nutriente (CN) e Amido-caseina.

Em cada erlenmeyer foram colocados 3 g de amostras (composto de fezes com
serragem proveniente da ETE — UFES e material fecal bruto). Os frascos ficaram
incubados a uma temperatura de 30°C sob agitacdo de 120 rpm por um periodo de
120 horas.

Apods essa fase de enriquecimento, 0s microrganismos crescidos nos meios liquidos
foram inoculados em meio sélido (Meio Minimo sélido com fonte de carbono (5%),
Agar Nutriente, Agar amido-caseina) com alca (loop). Transcorrido um periodo de
aproximadamente 96 horas em estufa a 30 °C, colonias que apresentavam
crescimento visivel eram novamente isoladas até que houvesse a constatacdo de
colénia pura, que ficou mantida em refrigeracdo para estoque e utilizada conforme a

demanda.

A variacdo no método de isolamento, bem como na origem (material fecal bruto,
composto de fezes com serragem proveniente da ETE — UFES e hidrolisado) teve a
finalidade de buscar maior heterogeneidade de bactérias possivel para dar

andamento aos objetivos propostos pelo estudo.

A Figura 15 apresenta de forma resumida o processo de isolamentos das bactérias.
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Material fecal Composto de fezes com Hidrolisado
serragem ETE - UFES

Enriguecimento em meios liquidos: Meio Isolamento direto
Minimo (MM) com 5% de dleo de soja Liza

R, Caldo Nutriente (CN) e Amido-caseina ‘

Inoculados em placas de petri com meio salido (Meio Minimo sdélido
com fonte de carbono (5%), Agar Nutriente, Agar amido-caseina)

Crescimento apds 96 horas
em estufa a 30 °C

Novo isolamento até
observacéo de colénias
puras

Figura 15 — Fluxograma do isolamento das bactérias.

4.3.3 Caracterizacdo bioguimica dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram submetidos ao teste de Gram, vermelho de metila,
coagulase, indol e catalase, todos conforme Silva (1999), com a finalidade
caracterizar as cepas bacterianas e permitir sua diferenciacdo. Além desses,
também foram feitos os testes de hidrélise de amido e hidrdlise de gelatina, segundo
Mota (1977), e ainda o teste de Rodamina B (HABA et al., 2000). Os trés ultimos
mencionados tiveram a funcdo de auxiliar na selecdo das bactérias que seriam

inoculados no ensaio de respirometria aerobia.

4.3.3.1 Método de Gram.

Para cada cepa foi feito um esfregaco homogéneo em uma lamina, o qual, depois de
seco, foi fixado na chama do bico de Bunsen. O esfregaco foi corado por cerca de 1
minuto com solugcao de cristal violeta (Laborclin, Brasil) e em seguida lavado com

agua corrente. Cobriu-se o esfregaco com solugédo de lugol (Laborclin, Brasil) por
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cerca de 1 minuto e depois lavou-se com agua corrente. O esfregaco foi descorado
com solugéo de etanol + acetona 50% v/v (Laborclin, Brasil) e novamente lavado
com agua corrente. Por altimo, foi feita a coragcdo com safranina (Laborclin, Brasil)
por 1 minuto e lavagem final com agua corrente. ApOs a secagem, observaram-se as
laminas em objetiva de 40 no Microscopio Meiji (ML7100, Japéo). As bactérias que
fixam o composto iodo-pararrosanilina formado pela violeta de genciana (cristal
violeta) e o lugol sdo denominadas gram-positivas. As bactérias que ndo fixam o
composto e deixam-se descorar pela solucdo descorante, apresentando-se

posteriormente coradas por safranina, recebem o nome de gram-negativas.

4.3.3.2 Teste de Vermelho de Metila (V.M.)

Para esse teste foram dissolvidos 7,0g de Peptona (Oxoid, Brasil), 5,0g de Dextrose
(Reagen, Brasil) e 5,0g de Hidrogenofosfato dipotassico (K;HPO,4 — Quimex, Brasil)
em 1L de agua destilada até completa dissolucdo. Distribuiu-se cerca de 8mL da
solucéo por tubos de ensaio que em seguida foram autoclavados (15min/121°C). O
cultivo puro foi semeado por meio de alca de inoculagdo e incubado por 48h-120h a
37°C. O indicador de pH vermelho de metila foi preparado pela dissolu¢do de 0,19
de vermelho de metila (Reagen, Brasil) em 300 mL de alcool etilico 95% (QM, Brasil)
e 200 mL de agua destilada. Ao final, 5 gotas da solucdo de vermelho de metila
foram adicionadas aos tubos contendo o crescimento bacteriano de, no minimo, 48
horas. A cor resultante foi interpretada imediatamente: teste positivo para formacao
de cor vermelha na superficie do meio (pH < 4,4) e teste negativo para coloragéo
amarela no meio de cultura (pH = 6,0). Este método é util para testar a habilidade de
um microorganismo em produzir 4cidos detectaveis a partir da fermentacdo da
glicose, sendo importante na distincdo entre bactérias, pois determina a diferenca

gue ocorre na metabolizacéo da glicose entre 0os microrganismos.
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4.3.3.3 Teste de Coagulase conjugada (teste em lamina)

A lamina de vidro foi dividida ao meio com lapis dermatografico. Em uma parte
colocou-se 1 gota de agua destilada e na outra, 1 gota de plasma de coelho. Em
cada uma delas, fez-se uma suspensao da amostra da cepa bacteriana. A leitura do
teste é imediata e a observacdo de grumos apenas na metade onde se colocou o
plasma indicou a prova positiva, pois em um resultado negativo a suspensao

bacteriana permaneceria homogénea em ambas as metades.

4.3.3.4 Teste de indol

Este teste serve para determinar a habilidade de um microorganismo em formar
indol (um metabdlito organico heterociclico) a partir do aminoacido triptofano. Foram
dissolvidos 2,0g de Peptona (Oxoid, Brasil), 0,5g de NaCl (Synth, Brasil) e 1,0g de L-
Triptofano (Merck, Alemanha) em 100mL de &gua destilada até a completa
dissolucéo e distribuidos cerca de 4mL da solucdo por tubo de ensaio. Esses tubos
foram posteriormente autoclavados (15min/121°C). O cultivo puro foi semeado por
meio de alca de inoculacéo e incubado por 24h a 37°C. Adicionou-se, entéo, cerca
de 6 gotas do reativo de Kovac’s (Newprov, Brasil) diretamente ao caldo com
bactéria em estudo, com pelo menos 24h de incubacdo prévia a 37°C. Apds a
adicao do reativo, o teste foi interpretado como positivo quando houve a formacéao
de um anel vermelho intenso na camada superior do caldo, e como negativo quando
houve a formagédo de um anel amarelo na camada superior do caldo. Pode ocorrer
um resultado intermediario de coloracdo alaranjada na superficie do caldo devido a
producéo de escatol, um composto metilado que pode ser um precursor da formacao

de indol.

4.3.3.5 Teste de catalase

Uma gota de peréxido de hidrogénio a 10%(v/v) (Cromoline, Brasil) foi depositada
numa lamina de microscépio; uma amostra (uma colénia colhida com uma alca de

inoculacao) foi entdo esfregada nessa gota. O aparecimento de bolhas caracteriza o
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organismo como catalase-positivo, caso contrario, € catalase-negativo. As bolhas
sao formadas pelo oxigénio molecular libertado na reacao da catalase.

4.3.3.6 Hidrélise de Amido

As bactérias anteriormente isoladas foram inoculadas em placas de Petri com meio
amido especial sélido. A quebra do amido € detectada utilizando-se culturas em agar
amido as quais sdo cobertas com uma solucdo de iodo (3 a 4 mL por placa). O iodo
reage com o amido para formar um complexo azul escuro. As colbnias capazes
hidrolisar o amido apresentaram uma zona clara a seu redor. A habilidade para

hidrolisar esse polimero depende da producéo e secrecao de varias amilases.

4.3.3.7 Hidrdélise de Gelatina

As bactérias isoladas foram inoculadas por picada hum meio de cultura nutritivo, em
tubo, suplementado com 12% de gelatina. ApGs incubacéo a 37° C durante 24 a 48
horas, as culturas foram colocadas na geladeira a 4° C durante 30 minutos. Quando
a gelatina era hidrolisada pela gelatinase, o meio se mantinha liquido apos
refrigeracdo (reacdo positiva). Nos tubos em que o microrganismo ndo possuia

gelatinase, o meio resolidificava durante o periodo na geladeira (reacdo negativa)

4.3.3.8 Teste da Rodamina B

As bactérias isoladas anteriormente foram inoculadas em placas de Petri com meio
minimo solido, emulsdo 6leo e Tween 80 (Vetec, Brasil) e indicador Rodamina B
(C.l. 45170 — Synth, Brasil) a 10mg/mL a 30°C por 24 a 48 horas. O método de
Rodamina B evidencia bactérias lipoliticas atravées da presenca da enzima
extracelular lipase (HABA et al., 2000). Apds esse periodo, as colbnias de bactérias
foram submetidas a luz U.V. (Spectroline model EA — 160, EUA) de 350 nm. As que

apresentaram um halo de coloracdo laranja-fluorescente formado ao redor das
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colénias foram identificadas como bactérias lipoliticas, evidenciando a producéo de

lipase extracelular que degrada lipideo.

4.3.4 Avaliacdo da biodegradacdo aerdbia através de respirometria
aerObia

A realizacdo do ensaio de respirometria aer6bia precedeu uma série de
procedimentos com o intuito de realizar a estruturacdo dos experimentos. Segue
relato detalhado de como se deu a preparacao de todos os elementos utilizados nos

ensaios.

4.3.4.1 Preparo do substrato

Foi preparado substrato composto de uma mistura de areia e vermiculita, com intuito
de manter o ambiente aerado. Foi adotada a proporcao 1:1 em volume, 50 mL cada.
A areia foi passada pela peneira de malha 2 mm (ABNT), lavada por uma solucao de
HCI 0,1M e posteriormente lavada repetidas vezes com &agua corrente. Apos a
lavagem foi feita a secagem na estufa (100°C, por 48 horas) e a esterilizacdo na
autoclave (60min/121°C). A vermiculita foi lavada em agua corrente, levada a estufa
(100°C, por 48 horas) e depois a autoclave (60min/121°C) para o processo de
esterilizacdo. Foi utilizado Meio Minimo Liquido (MML) para ajustar o substrato a
50% da capacidade de campo. A lavagem teve o objetivo de manter o substrato

estéril evitando interferéncias de microrganismos indesejados.

4.3.4.2 Preparo do Material fecal bruto

As fezes foram armazenadas em freezer a — 4°C até o0 momento de uso. Foi feita a
esterilizacdo fecal através de pasteurizacdo. As fezes eram retiradas do freezer e
colocadas em banho-maria a 70 °C por 30 mim, depois eram submetidas a

resfriamento a 0°C durante 20 min.
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Apds o resfriamento elas eram armazenadas a temperatura ambiente em pote
esterilizado e hermético para ser novamente esterilizado no dia seguinte. O

procedimento foi repetido durante quatro dias seguidos.

Essa metodologia foi escolhida apds uma série de tentativas de esterilizacbes do
material fecal adquirido, buscando a menor interferéncia possivel de microrganismos

que ndo fossem as bactérias isoladas no ensaio de respirometria aerdbia.

4.3.4.3 Preparo dos Tratamentos

Foram elaborados quatro tipos de Tratamentos, usando Material fecal bruto,
esterilizado, Serragem e Papel higiénico neutro (Carrefour®). Esses materiais
foram combinados, conforme diagrama apresentado na Figura 16, compondo o
Tratamento 1 (T1), o Tratamento 2 (T2) , o Tratamento 3 (T3) e o Tratamento 4 (T4).
Posteriormente, foram adicionadas as bactérias em cada um dos tratamentos. Além
disso, para efeito comparativo, foram mantidas unidades experimentais sem

bactérias, chamadas de Controle (C).

-|- 1 Material fecal bruto

Material fecal bruto Serragem 60 %

Material fecal bruto

T e o

Material fecal bruto Serragem 60 % i Papel higiénico 4 % !

T 4

—— e ———————

_I
(¥
OO

F

B

s

3

&

Figura 16 - Diagrama representativo dos Tratamentos adotados no ensaio de respirometria
aerébia.

Os Tratamentos receberam as cepas de bactérias que obtiveram resultado positivo
para o teste de Hidrélise de Amido, Hidrdlise de Gelatina e teste da Rodamina B,

simultaneamente. Para todos foram feitas trés repeticoes.
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A composicao da Serragem e Papel higiénico € apresentada na Tabela 9. A

Tabela 10 traz a relacdo C:N:P da cada Tratamento.

Tabela 9 — Caracterizacao fisico-quimica da serragem e do papel higiénico

PARAMETROS (g/L)

Nitrogénio  Fosforo Carbono Oleos &  Solidos Solidos Umidade
Total Total Organico Graxas Totais Volateis
Serragem - - 210,5 0,008 0,916 0,163 0,083
Papel
Higiénico - - 310,2 0,0003 0,933 0,028 0,066
Tabela 10 — Relacdo C:N:P nos Tratamentos propostos
Tratamentos Composicéo Quantidade (g) C:N:P
325:25:
C NTotaI F)Total 1
T1 Material fecal bruto (10 g) 13 0,1 0,04 90:02:01
T2 Material fecal bruto (4 g) + serragem 60% (6g) 1,8 0,04 0,02 02:25,2
. A 0
T3 Material fecal bruto (9,6 g) + papel higiénico 4% 14 009 0,04 90:02:01
(0,4 9)
T4 Material fecal bruto (_4Ag_) + serragem (5,8 g) + 18 004 0,02 32,5:25:
papel higiénico (0,2 g) 1

4.3.4.4 Preparo das cepas bacterianas

Para selecionar as cepas bacterianas utilizadas no ensaio de respirometria aerébia,

foram usados os resultados dos testes de Hidrélise de Amido, Hidrélise de Gelatina
e Rodamina B, descritos no item 4.3.3.6, 4.3.3.7 e 4.3.3.8..
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As cepas selecionadas foram inoculadas em 50 mL de caldo amido-caseina ou de
caldo nutriente de acordo com as caracteristicas obtidas no item 4.3.2. O
enriquecimento foi realizado no agitador de mesa a 120 rpm durante 120 horas e
mantido a temperatura de 28°C. Apos o periodo de incubacéo, uma aliquota de 15
mL foi transferida para tubos tipo Falcon de 50 mL estéreis e centrifugada. Cada 1
mL do precipitado obtido foi usado na inoculagéo dos Tratamentos T 1, T2, T3 e T
4.

4.3.4.5 Estruturacdo do processo de biodegradacao aerdbia

A estruturacdo do sistema de respirometria aerébia se deu conforme o seguinte
procedimento: as amostras de 100 mL da mistura areia-vermiculita foram
adicionados 50% de sua capacidade de campo de Meio Minimo (MM) liquido, 1 mL
com as cepas centrifugadas e 10g de material, de acordo com o Tratamento, foram
incubadas em potes plasticos herméticos de 900 mL e colocadas ao abrigo da luz
(sistema dark) por um periodo de 35 dias. Para cada Tratamento foram preparados
controles contendo apenas o material do Tratamento (serragem/papel higiénico)

mais areia e vermiculita, sem inéculo bacteriano.

Haviam outros recipientes no ensaio: branco (potes de 900 mL contendo somente 0s
potes de 50 mL com NaOH), necessario para verificar se 0s potes utilizados eram
realmente herméticos; potes de 900 mL com areia e vermiculita, para avaliar se
havia producédo de CO; no substrato; e potes de 50 mL com NaOH, para servir de

comparacao com o branco, conforme pode ser visualizado na Figura 17.

Figura 17 — Unidades experimentais: potes com NaOH, branco e areia + vermiculita.
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Todo o experimento foi montado com trés repeticdes de cada unidade experimental,
totalizando por 54 unidades experimentais e trés frasco de 50 mL com NaOH. A
escolha do numero de repeticdes teve como base o fato de que a quantidade final
de potes precisava ser suficientemente representativa para a conclusdo de
resultados e possibilitar a realizacdo de leituras. Uma grande quantidade de
repeticdes poderia tornar o experimento inviavel e de dificil realizacéo.

O fluxograma do delineamento experimental pode ser visualizado na Figura 18.

T1
| T1Aa 1A | 1A [ T19 | T1a | T | TaN][TAIN]| TIN ]| T1Cc | T1c ]| T1C |

T2

| T2A ]| T2Aa | T2A || T20 | T20 || T20 || T2N | T2N | T2N || T2C | T2C | T2C |

T3

| T3A | T3Aa | T3Aa|[ T30 T30 T3u | 73N T3N | T3N | T3c | T3c | T3C |

T4
| Tan | Tan | Tan|[ T4y | T4y | T4y | TaAN | TaN | TaN || T4c | T4c | Tac |

AREIA + VERMICULITA BRANCO NaOH
| Av || av | Av | | B | B | B | | NaOH || NaOH || NaoH |

Figura 18 — Esquema representativo do sistema de respirometria aerdbia

4.3.4.6 Quantificacdo do CO,produzido

A quantificacdo do CO, produzido no processo de biodegradacdo da matéria
organica foi adaptada de acordo com o método proposto pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 1990). A norma prop0e a captura
do CO, produzido pela respiracdo bacteriana utilizando uma solucdo padronizada de
hidroxido de sédio (NaOH) e a posterior quantificacdo pelo método titulométrico.
Entretanto, nos ensaios realizados neste estudo, foi feita a quantificacdo do CO, por
meio de leitura de condutividade elétrica (RODELLA E SABOYA, 1999). Para cada
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unidade experimental, foi utilizado um pequeno frasco de polietiieno de 50 mL
contendo 20 mL de solucédo padronizada de Hidréxido de sodio (NaOH) entre 0,5 e
1,0 mol/L para a absorcéo do CO; no interior do pote. A solucdo de NaOH contida no
interior dos frascos de plastico era trocada periodicamente por uma nova solucéo de

NaOH para a captura de CO, durante um periodo pré-estabelecido (35 dias).

Durante os 35 dias de incubacgao, a captura de CO; na solucdo de NaOH e a
posterior quantificacdo foram realizadas diariamente nos primeiros trés dias, tendo

essa frequéncia diminuido no periodo restante. A

Tabela 11 apresenta um resumo dessas medigoes.

Tabela 11 — Resumo das medicdes realizadas durante o experimento

Quantidade de Concentracéo de

medicoes Dia do experimento Data NaOH (mol/L)
1 1° 22/fev 1,0
2 20 23/fev 1,0
3 3° 24/fev 1,0
4 5o 26/fev 1,0
5 7° 28/fev 1,0
6 90 02/mar 1,0
7 12° 05/mar 1,0
8 15° 08/mar 1,0
9 17° 10/mar 0,5
10 19° 12/mar 0,5
11 22° 15/mar 0,5
12 25° 18/mar 0,5
13 30° 23/mar 0,5
14 35° 28/mar 0,5

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Foram calculadas as estatisticas descritivas (média, desvio-padrédo e coeficiente de
variacao) e elaborados graficos de média para as variaveis estudadas. Foi realizada
uma analise de variancia (ANOVA), denominada teste F (a=0,05), dos dados para
estudar as variacdes e significancias da producdo de CO, entre os tratamentos; em

seguida, foi feito o teste Tukey (5%), para a comparagdo entre as medias dos
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tratamentos. Os dados de respirometria foram analisados durante os 35 dias, uma
vez que o0s experimentos sdo cumulativos. Esses experimentos sdo inteiramente ao
acaso: trata-se de Ensaios Randdémicos, nos quais os tratamentos foram designados
as unidades experimentais por puro e simples sorteio. A Unica exigéncia, para que

seja possivel adotar este tipo de delineamento, € a similaridade das unidades

experimentais em relacdo a variavel que se deseja estudar.

5. ANALISE DE RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo traz a andlise dos resultados referentes a caracterizacdo do material
fecal, isolamento de bactérias, caracterizacdo bioquimica dos isolados e avaliacéo

da biodegradabilidade do material fecal através de respirometria aerébia.

5.1 CARACTERIZACAO DO MATERIAL FECAL

O caracterizacdo do material fecal foi realizada através dos parametros descritos no

item 4.3.1. Os valores médios obtidos sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12— Caracterizagao fisico-quimica do material fecal bruto

PARAMETROS
BEUSI Nitrogénio  Fdosforo Carbono Oleos &  Sélidos Sélidos :
Fecal ~ : Y Umidade
Bruto Total Total Organico Graxas Totais Volateis
g/L 9,8 4,3 134 0,004 239 25 761
g/ppd* 15 0,7 20,1 0,001 35,9 3,8 1141

* foram consideradas 150 g de fezes por pessoa por dia

O material fecal apresentou elevada concentragdo de Carbono Orgéanico (134,0 g/L).

Esse parametro possui relevancia pois essa concentracdo € uma das principais
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responsaveis pela poluicdo das &guas, devido aos processos metabodlicos
microbianos que requererem grande consumo de oxigénio (VON SPERLING, 2005).

Os solidos volateis também auxiliam na estimativa indireta da matéria organica, o
gue torna relevante a avaliacdo de sua concentracdo. Nesse caso, o0 valor obtido foi
de 25 g/L, inferior a concentracdo do Carbono orgéanico. Isso é previsivel pois um

parametro trata de uma representacao direta da matéria organica e o outro nao.

Os valores encontrados para Nitrogénio total e Fosforo total sdo de grande
importancia por se tratarem de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia dos
microrganismos responsaveis pela estabilizacdo da matéria organica (VON
SPERLING, 2005). Neste estudo, os microrganismos utilizados para estabilizacéo

foram bactérias previamente isoladas.

As taxas de 1,5 g/ppd para N € 0,7 g/ppd para Py S840 importantes — além da
nutricdo das bactérias — para a reciclagem de nutrientes, considerando que essas
taxas, ao serem multiplicadas pelo nimero de habitantes de uma cidade num
periodo de um ano, podem significar uma economia em gastos com producdo de

alimentos.

Chaggu (2004) cita como exemplo a Tanzania — pais que possui 36 milhdes de
habitantes —, onde cada individuo produz aproximadamente 25-50 kg de fezes
Uumida por ano, com até 0,55 kg de N e 0,18 kg de P. La, o consumo de fertilizante
vem aumentando com passar dos anos. Em 1972 foram 53.883 toneladas; em 1991
os valores alcancaram 142.676 toneladas e em 1994, 200.000 toneladas. Desse
total, 25% foram N, P, K. Essas condicbes mostram que a reutilizacdo adequada de

nutrientes das fezes poderia melhorar muito a producéo de alimentos no pais.

Os valores obtidos para Oleos & Graxas ndo foram significativos quando
comparados aos demais parametros e estao abaixo da literatura, que estima valores
entre 3,75 e 7,5 g/ppd. Segundo Aires (2008), cerca de 10 a 20% da fracdo sdlida
das fezes é composta de gorduras. A variacdo desse parametro pode estar
associada a habitos alimentares, e ainda ao tempo transcorrido desde a coleta. Além

disso, o transporte pode ter causado interferéncia nos resultados encontrados.

A umidade verificada esta de acordo com o encontrado em literatura, uma vez que &
conhecido o fato de 75 % das fezes serem agua, que € absorvida pelo intestino

durante o processo de digestédo (AIRES, 2008).
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A Tabela 13 apresenta os valores médios (taxas em g/ppd) dessa pesquisa e 0s
valores obtidos por outros autores. E possivel observar que eles s&o proximos.

Tabela 13 - Caracterizagdo fisico-quimica do material fecal em comparagdo com outros
estudos.

Nitrogéni Fosforo Carbono Oleos e Sélidos Soélidos

Autores o Total Total Organico Graxas Totais Volateis Umidade
g/ppd
Tonani
(2010) 1,472 0,65 20,1 0,001 35,857 3,771 114,143
s 5.7 0,69-25 4455 : 30-70 : :
(2004) ; ,
Jonsson
et al., 2004 151 0,5 - - 11 ; )
Esrey et al
(2001) 1,5 0,5 21,4 - 35 ) )
Huuhtanen
e
Laukkanen 0,25 0,52 - - - - -
(2006)
Salas,
2005 2 0,6 - - . ) )

Nos estudos apresentados na Tabela 13, verifica-se que a maioria dos autores
analisou Nitrogénio total, Fosforo total e Carbono Orgéanico nos residuos fecais. Esse
interesse se deve, provavelmente, a importancia desses nutrientes na degradacéo

da matéria organica e nutricdo de microrganismos.

Os valores de Nitrogénio Organico foram semelhantes ao estudo de Jonsson et al.
(2004), Esrey et al. (2001), Salas (2005) e Chandra (2007). Para o parametro
Fosforo Total, todos os valores obtidos pelos demais autores se assemelham ao

obtido durante essa pesquisa.

O carbono organico obteve resultado similar aos estudos de Esrey et al. (2001) e
Chandra (2007). E a para Sodlidos Totais, Chaggu (2004) e Esrey et al. (2001)

possuem valores proximos ao obtido nos ensaios deste estudo.

Os parametros Oleos e Graxas, Solidos Volateis e Umidade n&o foram analisados

pelos autores citados, por isso ndo foi possivel realizar estudos comparativos.
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Dos autores apresentados, Esrey et al. (2001) possui todos os valores aproximados
ao que foi obtido durante esta pesquisa. Isso pode indicar que as amostras fecais
deste estudo possuem caracteristicas similares; logo, € provavel que os habitos das

populacdes, como alimentacao e estilo de vida, sejam parecidos.

5.2 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

O isolamento de bactérias procedeu conforme descrito no item 4.3.2, obtendo-se 12

cepas bacterianas com caracteristicas apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14 — Caracteristicas bioquimicas das bactérias isoladas

Cepas Forma Teste Teste Teste Catala- Coagu- Teste Teste Teste
Gram Indol VM se lase Roda- Hidroli- Hidrdéli-

mina sede se de

Amido  Gelati-

na
A2A Cocos - + - + + + + +
A5 Cocos - - - + + + + _
AD1 Cocos - - + + + + 5 -
J3C Cocos - - + + + + + +
LAl Bacilos - - + + + 5 - -
LA2 Bacilos + - - + + - - +
LA3 Bacilos + - = + + . - +
MN3 Cocos - + - + + + - +
MN4 Cocos - + + + + + + o
MN5 Cocos - + + + + + + -
N1 Cocos - - + - + + + +

N2 Cocos - - + + + - + +
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As bactérias receberam denominacdes aleatérias, visando apenas a sua
diferenciacdo para descricdo. A maioria sdo gran negativas e, de acordo com Silva
(1999), grande parte das bactérias encontradas no intestino delgado sdo gran

negativas, o que confirma a origem fecal que todas essas cepas isoladas possuem.

A Tabela 15 apresenta as cepas isoladas, sua origem e seu meio de
enriguecimento/cultivo, com o objetivo de identificar semelhancas entre 0s grupos.
Vale ressaltar que todos os ambientes de onde se buscaram os isolados eram
material fecal ou continham fezes em sua composicéo, sendo este Ultimo o caso das
bactérias isoladas do composto de fezes com serragem da composteira localizada
na ETE-UFES.

Tabela 15 — Origem das cepas isoladas

Cepas Origem Meio de cultivo
A2A Material fecal bruto Amido
A5 Material fecal bruto Amido
AD1 Composto ETE Amido
J3C Composto ETE Amido
LAl Hidrolisado Amido
LA2 Hidrolisado Amido
MN3 Composto ETE Meio minimo com 6leo de soja
MN4 Composto ETE Meio minimo com 6leo de soja
MN5 Composto ETE Meio minimo com Oleo de soja
N1 Composto ETE Nutriente/caldo de carne
N2 Composto ETE Nutriente/caldo de carne

As bactérias isoladas, apds passarem por testes bioquimicos que permitiram sua
caracterizacdo, foram submetidas aos testes de Rodamina b, Hidrdlise de amido e
de gelatina, para selecionar as bactérias capazes de usar esses trés tipos de

substratos como alimento.
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As cepas A2A e A5 foram enriquecidas em meio a base de amido, e obtiveram
resultado positivo no teste de Hidrolise de amido, confirmando a capacidade de

degradar o amido.

MN3, MN4 e MN5 foram isoladas e, posteriormente, enriquecidos em meio minimo
com Oleo de soja. Quando submetidos ao teste de Rodamina B, os resultados foram

positivos, 0 que também confirma o esperado.

N1 e N2 tiveram seu enriquecimento em meio nutriente, rico em proteina. Como era
previsto, ambos tiveram resultados positivos no teste de Hidrélise de gelatina. O J3C
foi enriguecido em meio amido-caseina e, apdés a realizagdo dos testes, foi

constatada a capacidade de degradar lipideos, amido e gelatina.

As bactérias LAL1l, LA2 e LA3 foram isoladas do hidrolisado formado a partir da
decomposicdo do material fecal em recipiente ndo hermético. Presumiu-se, entao,

que possuiam a capacidade de hidrolisar proteinas ou lipideos.

ApoOs a realizacado do teste de Hidrolise de gelatina, o LA1 mostrou-se sem atividade
hidrolitica. No entanto, por considerar que a gelatina € formada por um tipo de
proteina especifico, ndo seria correto afirmar que LAl ndo possui capacidade
hidrolitica — seria necessaria a realizacdo de testes com outras proteinas para que
isso fosse verificado.

A bactéria ADL1 foi isolada e enriquecida em meio amido, mas ndo obteve resultado
positivo no teste Hidrélise de amido. Contudo, como no caso do LA1l, seria
necessario realizar novos testes, e, assim, certificar-se acerca da capacidade de

hidrélise ou ndo de amido.

As bactérias denominadas A2A, J3C e N1 obtiveram resultados positivos nos trés
testes (Hidrélise de amido, Hidrélise de gelatina e Rodamina b); foram, por isso,
selecionadas para serem inoculadas nos Tratamentos T 1, T 2, T 3 e T 4, na etapa

de respirometria aerobia.
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5.3 ENSAIO DE RESPIROMETRIA AEROBIA

Os Tratamentos T 1, T 2, T 3 e T 4 foram inoculados com as bactérias A2A, J3C e
N1. Para facilitar a exposicdo dos resultados, nessa etapa elas serdo abreviadas,

recebendo as denominacdes A,Je N .

Durante os 35 dias do ensaio de respirometria aerdbia foram feitas observacdes
guanto aos aspectos visuais do experimento para verificar interferéncias externas
causadas por microrganismos presentes no ambiente. Nos primeiros 5 dias, os
Tratamentos tinham odor semelhante: pouco intenso e ligeiramente semelhante a
comida estragada. A partir do 5° dia, os Tratamentos T 1 e T 3 passaram a ter um
odor parecido com mofo, enquanto os Tratamentos T 2 e T 4 se caracterizavam por
odor intenso semelhante a amoénia. Ap0s o quinto dia, também comecaram a

aparecer fungos, que até entdo nao haviam sido observados.

O aparecimento de fungos pode ter sido causado por uma modificacdo nas
condic¢des climaticas apds o terceiro dia, quando se iniciou um periodo chuvoso e,
portanto, mais Uumido. A umidade no ambiente provoca o crescimento de fungos, os
quais, por sua vez, podem influenciar nos resultados do ensaio de respirometria

aerobia.

A Figura 19 mostra as unidades experimentais onde a ocorréncia de fungos foi
visivel. O numero de unidades experimentais para o0 mesmo Tratamento, em alguns
casos, deve-se ao fato de que cada um teve trés repeticbes para garantir a

confiabilidade do ensaio.
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Figura 19 — Unidades experimentais com ocorréncia de fungos visiveis

Além das observacgfes foram realizadas medi¢cdes na quantidade de CO, em mg/L
das unidades experimentais de todos os Tratamentos e dos potes com NaOH,

branco e areia com vermiculita.

A ocorréncia de fungos pode ter contribuido para aumentar a heterogeneidade no
ensaio, pois cada Tratamento possuia trés repeticdes, e essas repeticdes formavam
unidades experimentais distintas. Ap0s cada leitura, era realizado o célculo da média
entre os valores de CO, em mg acumulados por Tratamento com e sem inoculo;
assim, as variacdes ocorridas dentro de cada unidade experimental acabavam
sendo reduzidas. Mesmo assim, em alguns casos foi possivel constatar grande
margem de erro, como pode ser visualizado na Figura 20 .
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Figura 20 — Quantidade de CO, (mg) produzida no final dos 35 dias de incubac¢éo considerando
as variacdes obtidas com uso da estatistica descritiva. Foram feitas 3 repeticbes por
tratamento.

Os Tratamentos com maior margem de erros foram T4 A, T4Je T 3C.

As producdes médias acumuladas de CO, em mg, em todas as unidades
experimentais, sdo apresentadas simultaneamente na Figura 21, e percebe-se que
alguns Tratamentos possuem quantidades de CO, (mg) mais proximas do que

outros.
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Figura 21 - Produgdo de CO, média em mg acumulada ao longo dos 35 dias. Foram feitas 3

repeticdes por tratamento.

A Tabela 16 apresenta os valores obtidos durante o periodo de realizacdo do

experimento.

Tabela 16 — Valores de producado de CO, (mg) acumulados durante o periodo do experimento

(35 dias)
Valores acumulados de CO, (MQ)
Tratamentos
In6culos T1 T2 T3 T4
A 2234,6 786,5 2486,3 1157,3
J 2419,1 849,9 2378,5 1569,6
N 2250,6 565,7 2536,2 905,5
C 2725,2 506,2 2355,3 2341
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A observagao da Figura 21 e da Tabela 16 destaca que os Tratamentos T1 C, T 3
N, T3A, T1J,T3J, T3C, T1NeT1A possuem alta producao de CO,, (entre
2725,2 e 2234,6 mg). O Tratamento T 4 J se localiza mais ao meio do grafico, com
uma producéo de 1602,1 mg/L. Ja os Tratamentos T4 A, T4N, T2J, T2A, T 2N,
T2 CeT4C apresentam menor produgéo — entre 1157,3 e 234,1 mg/L.

Ha uma formacdo aparente de dois grupos: os Tratamentos T 1 e T 3 possuem
maior quantidade de CO, (mg) acumulado; por outro lado, os Tratamentos T2 e T 4
possuem menor quantidade de CO, (mg) acumulado, independentemente do in6culo

utilizado.

Essa semelhanca pode ter sido causada pela composicdo de Tratamentos. Os
Tratamentos T 1 e T 3 sdo formados, respectivamente, por material fecal bruto e
material fecal com adicdo de papel higiénico. A pouca quantidade de papel higiénico
(4%), comparada a massa fecal, pode ter deixado o Tratamento T 3 bem semelhante
ao Tratamento T1, tornando as condicdes ambientais de sobrevivéncia e
disponibilidade de nutrientes bem préximas, o que faz com que a atividade

microbiana se apresentasse de forma similar nesses dois Tratamentos.

Os Tratamentos T 2 e T 4 eram compostos por material fecal adicionado a serragem
e material fecal adicionado a serragem e papel higiénico, respectivamente. A
pequena quantidade de papel higiénico adicionada pareceu ndo causar interferéncia
nos Tratamentos T 2 e T 4, assim como nos Tratamento T 1 e T 3, indicando que a
guantidade de papel higiénico é pequena quando comparada a massa fecal, e por

isso néo interfere na biodegradabilidade das fezes.

Para facilitar a visualizacdo e discussédo dos resultados obtidos por Tratamento,
seguem os graficos de producdo de mg de CO, (Figura 22, Figura 23, Figura 24,
Figura 25).

A Figura 22 apresenta o grafico da producdo de CO, em mg para o Tratamento T 1
com os inéculos bacterianos, controle e unidade experimental contendo areia com

vermiculita.




75

Tratamentos T 1

2 2500 -

:5 oY A
£ 2000 - T1-A
=

£ ——T1-J
s @EDD i ——T1-M
o=

2 ®1000 - ——T1-C
=

g 500

S

n I:I T T T T T T T T T T T T T T 1

1° 2* 3= A% 7o 4o {2e R e q9e 2% 2R° 30° 3E°
Dias

Figura 22 — Producé&o acumulada de CO, em mg no cenario T1

O comportamento dos Tratamentos T 1 para todas as bactérias foi semelhante,
incluindo o controle, em que era esperado uma producdo menor de CO;, (mg). A
elevada atividade do Tratamento T 1 C pode ser explicada pela presenca de fungos

a partir do dia 2 de margo de 2010, ou seja, a partir do nono dia de experimento.

O experimento foi realizado numa sala fechada com os potes herméticos, sendo
que, para a realizacdo da leitura no condutivimetro, os potes eram abertos
rapidamente. Esse curto espaco de tempo pode ter sido suficiente para permitir a

entrada de esporos, provocando o crescimentos de fungos.

Foi observado que pouco antes do nono dia de experimento, no inicio do més de
marc¢o, ocorreu um periodo de chuvas, e por consequéncia, houve um aumento da
umidade do ambiente. Esse fator pode ter sido relevante para o aparecimento de

fungos.

A Figura 23 apresenta os Tratamentos T 2, em que, diferente dos Tratamentos T 1,

h& uma producéo de CO, em mg, com menor intensidade.
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Figura 23 - Produgdo acumulada de CO, em mg no cenério T2

O T 2 C se manteve abaixo dos demais Tratamentos T 2, sendo que o T 2 J
apresentou os maiores valores de CO,, (849,9 mg), logo seguido de T 2 A, com
786,5 mg de CO..

E valido destacar que os Tratamentos T 2 sdo compostos por material fecal e
serragem e, no caso de T 2 J, o inGculo foi isolado a partir de composto de fezes
com serragem proveniente da ETE. E provavel que esse microrganismo ja estivesse

adaptado a um ambiente composto por fezes e serragem.

A Figura 24 representa os Tratamentos T 3, compostos de Material fecal e Papel

higiénico.
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Figura 24 - Produgao acumulada de CO, em mg no cenario T3
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Na Figura 24, percebe-se novamente a producao elevada de CO,emmg, eo T3 C
se mantém abaixo dos demais tratamentos — como era esperado, pois ndo recebeu
nenhum in6culo. O Tratamento com maior producéo de CO, foi o T 3 N, seguido do
T3 AeT3J, com os valores respectivos de 2536,2 mg, 2486,3 mg e 2378,5 mg,
bem proximos aos valores obtidos pelos Tratamentos T 1.

A Figura 25 traz o grafico dos Tratamentos T 4, com uma curva diferente das obtidas
para os Tratamentos T 1, T 2 e T 3, apresentados anteriormente, e com valores de

CO; (acumulado) em mg proximos aos valores obtidos na Figura 23.
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Figura 25 - Produgao acumulada de CO, em mg no cenério T4

Na Figura 25, percebe-se que os Tratamentos T 4 demoraram um tempo maior para
entrarem em fase de crescimento: a atividade microbiana ficou estavel e sem
atividade respiratéria de destaque durante os seis primeiros dias. O Tratamento T 4
C obteve producéo de CO, (mg) semelhante ao substrato areia com vermiculita, A
producdo de mg de CO, foi bem menor que nos Tratamentos T 1 e T 3 e proxima ao
T 2. Ha uma diferencga visivel entre T4 J, T 4 Ae T 4 N. E novamente, num cenario
composto de material fecal, serragem e papel higiénico, a bactéria J se destaca. E
provavel que a origem do isolado seja o0 motivo desta atividade microbiana e

respiracdo maior que as outras duas A e N.
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E relevante também que a adicdo do papel higiénico ndo parece causar diferenca
nos Tratamentos em que esta presente — 0 que ndo se pode dizer da serragem, que,
nesse caso, parece interferir na atividade microbiana, causando baixa atividade.
Sabe-se que a Serragem auxilia na reducdo de umidade e talvez a quantidade
utilizada possa ter interferido de forma negativa, do ponto de vista do crescimento e
atividade microbiana. O 6timo teor de umidade, de maneira geral, compreende-se entre
os valores de 50 a 60% (Lopez Zavala et al., 2004). Misturas com umidade inferior a
40% podem ter taxa de compostagem lenta, sendo que a lentiddo do processo resulta
na reducao da atividade biolégica (Kiehl, 1985)

As analises estatisticas — analise de variancia (ANOVA), considerando um nivel de
significancia de 5% -, todavia, permitem afirmar que, comparando a composicado dos

Tratamentos, ha diferenca entre T1 e T3 e entre T2 e T4.

Os Tratamentos T 1 e T 3, apesar de diferentes em sua composi¢cao, apresentaram
0 mesmo comportamento, e, provavelmente, a maior producédo de mg de CO; indica
maior atividade bacteriana. JA os T 2 e T 4 ndo apresentam semelhancas entre si e
com os demais, sendo que T 2 apresentou o pior resultado, com menor atividade

bacteriana, conforme a Tabela 17.

Tabela 17 — Comparacdo de médias entre os Tratamentos T1, T2, T3 e T4

Tratamentos Médias
T1 2317,8 a
T2 676,8 c
T3 2421,7 a
T4 11228 b

Quando comparados os resultados individuais dos Tratamentos, dando énfase aos
indculos de bactérias e composicao (material fecal, serragem e papel higiéncio),
observa-se que quase todos os Tratamentos se comportaram da mesma forma. As
excecdes s@o T 4 N e T 4 C (Tabela 18); este ultimo apresentou baixissima atividade
bacteriana, o que leva a conclusédo de que, nesse caso, ou seja, quando o material

fecal esta misturado ao papel higiénico e a serragem, ha pouca umidade, tornando
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dificil a sobrevivéncia de microrganismos, incluindo os fungos presentes no

ambiente.

A baixa atividade bacteriana para T 4 N pode ter ocorrido devido a caracteristica da
bactéria. Apesar de ter apresentado resultado positivo para os testes de Hidrolise de
amido e proteina, ela foi seleciona por meio nutriente de caldo de carne e, no caso

dos Tratamentos T 4, hd uma quantidade significativa de serragem.

Tabela 18 - Médias das producdes acumuladas de CO, (mg) durante o experimento,
comparando os in6culos (A, J N e C) Tratamentos T1, T2, T3eT4.

Tratamentos
In6culos T1 T2 T3 T4
A 2234.6 a 786,5 a 2486,3 a 1157,3 a
J 2419,1 a 849,9 a 23785 a 1569,6 a
N 2250,6 a 565,7 a 2536,2 a 905,5b
C 27252 a 506,2 a 2355,3 a 234,1c

Quando se avalia o desempenho por bactérias, percebe-se que A e J possuem a
mesma eficiéncia e diferem do Controle, mas, ao mesmo tempo, sdo semelhantes a
N; esta, por sua vez, ndo difere do Controle e se assemelha a A e J, conforme
apresenta a tabela 18. Disso se conclui que, nesse ensaio, utlizando as
composicdes de material fecal, serragem e papel higiénico, a diferenca maior esta

na composicao do substrato do Tratamento e ndo no inoculo.

Tabela 19 — Médias das produ¢bes acumuladas de CO,, em mg, durante o experimento,
comparando os inoculos (A, J,Ne C)

In6culos Médias
A 1266,6 a
J 1254,8 a
N 1085,5 ab

C 965,3 b
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Observando todos os dados, percebe-se que a inoculacdo com bactérias ndo fez
diferenca, sendo a diferenca maior a composi¢do dos Tratamentos. Além disso, o
crescimento de fungos pode ter influenciado toda a producédo de CO,, em mg, dos
Tratamentos com e sem indculo, pois o controle ndo o possuia e, portanto, nao

deveria ter ocorrido nenhuma producéao de CO; (mg).
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6. CONCLUSOES

A caracterizacdo do Material fecal se aproximou dos valores encontrado na
literatura, com excecdo dos valores obtidos para o parametro Oleos & Graxas. A
falta de outros sobre teores de O&G nas fezes impossibilitou uma melhor analise
comparativa. Além disso, os teores de O&G podem ser muito variaveis pois estdo
relacionados aos habitos alimentares.

As bactérias obtidas apresentaram caracteristicas semelhantes, 0 que
provavelmente se deve ao isolamento, pois todas eram provenientes de fezes em
diferentes estagios de degradacdo (Material fecal bruto e hidrolisado) ou de
compostos de fezes misturadas a serragem (composto proveniente da composteira
da ETE-UFES).

A avaliacdo da biodegradabilidade através de ensaio de respirometria aerdbia
mostrou que o fator composi¢do dos Tratamentos teve maior importancia do que o
tipo de bactéria inoculada. Os Tratamentos com controle — ou seja, sem inoculo —
apresentaram atividade microbiana e producdo de CO,, em mg, indicando a

contaminacgao por microrganismo externos.

Foram observados em algumas unidades experimentais colonias de microrganismos
com caracteristicas visuais semelhantes as dos fungos; isso ocorreu apo6s dois dias

do inicio do periodo das chuvas, o que provocou maior umidade no ambiente.

A quantidade de serragem apresentou grande interferéncia nos ensaios de
respirometria, pois os Tratamentos T 2 e T 4, que continham 60% de serragem, nao
obtiveram grande producdo de CO,, em mg, evidenciando que a atividade

microbiana foi pequena.

-

O Tratamento T 4 C obteve a menor producdo acumulada de em mg de CO,. E
possivel que a quantidade de serragem tenha deixado o ambiente com baixa
umidade, que prejudicou o desenvolvimento de microrganismos, inclusive os que

causaram a contaminagao nas outras unidades experimentais.
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7. RECOMENDACOES
Para dar continuidade aos estudos seguem as seguintes recomendacoes:

- verificar a biodegradabilidade usando outras propor¢cdes entre Material

fecal/Serragem/Papel higiénico;
- verificar a biodegradabilidade usando outros materiais como fonte de carbono;

- avaliar a biodegradabilidade usando fungos ao invés de bactérias devido a

facilidade de disseminacdo daqueles no material fecal e nos tratamentos adotados;

- verificar o uso de bactérias e fungos combinados na avaliacdo da

biodegradabilidade de material fecal.
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9. ANEXOS

Valores de Condutividade (mS/c)

1178 112,0 121,1 1185
6 9 0 8

127,9

1° 22/fev 1 7,21 11,53 5

63,43 4145 32,44 60,19 11,17 75,69 0,00 2,16 0,00 0,00 13,70

248,4  229,7 2240 2265
9 9 3 5

276,8 3232 3319 1909

3° 24/fev 1 31,29 16,54 9 P 1 5

14,74 4495 41,71 36,68 23,37 2,52 0,00 20,50

242,6 2832 266,1 2317
0 1 7 2

3191 2763 301,3 3009

(s]
7 28/fev 1 4,35 8,34 2 2 5 8

50,41 45,69 11,97 48,23 39,89 29,74 0,00 24,30

05/ma 2394 2494 2304 6222
o ) ) ) )
12 r 1 1541 12,54 > 6 6 2

103,2
3

2634 262,0 2483 3039 2623 3720 2225

76,34 4 1 9 4 6 4 8 59,14

52,33 49,46

17° 10/ma 0,5 2,13 3,76 51,15 48,92 36,33 8505 47,50 15,93 7,51 0,51 49,73 47,80 44,65 57,44 4577 76,22 43,74 0,00

920 18/Ma 45 388 357 61,53 7602 6357 8724 4510 7357 37,65 490 7531 8643 8500 115 ggqe 1175 1054

r 3 5 1 0.00

123,7
8

116,9 127,7 1138 1773 128,7 160,8

23/ma 138,1
1 7 4 2 4 6 7

30° 0,5 9,25 4,27 72,76 81,60 73,88 81,50 59,25 37,50 66,06 8,33
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Quantidade de CO, em mg/100 g de substrato

10 22/fev 7,21 11,53 117,86 112,09 121,10 118,58 63,43 41,45 32,44 60,19 11,17 75,69 127,95 0,00 2,16 0,00 0,00 13,70

3°  24/ffev 31,29 16,54 248,49 229,79 224,03 226,55 14,74 44,95 41,71 36,68 276,89 323,28 331,91 190,95 23,37 2,52 0,00 20,50

7°  28/fev 4,35 8,34 242,60 283,21 266,17 231,72 5041 45,69 11,97 48,23 319,12 276,32 301,35 300,98 39,89 29,74 0,00 24,30

12° O5/mar 15,41 12,54 239,42 249,46 230,46 622,22 76,34 103,23 52,33 49,46 263,44 262,01 248,39 303,94 262,36 372,04 22258 59,14

17°  10/mar 2,13 3,76 51,15 48,92 36,33 85,05 47,50 15,93 7,51 0,51 49,73 47,80 44,65 57,44 45,77 76,22 43,74 0,00

22° 15/mar 3,88 3,57 61,53 76,02 63,57 87,24 45,10 73,57 37,65 4,90 75,31 86,43 85,00 111,53 98,16 117,55 105,41 0,00

30°  23/mar 9,25 4,27 72,76 81,60 73,88 138,11 81,50 123,78 59,25 37,50 116,97 127,74 113,82 177,34 128,76 160,87 66,06 8,33




92

Quantidade de CO, (mg) acumulada nos 35 dias

63,43 41,45 32,44 60,19 11,17 75,69 127,95

24/fev 37,82 704,67 51551 14532 134,41 117,11 157,51 402,50 470,09 587,65 238,96 25,54

1359,0 1227,4 1403,8
28/fev. 108,01 74,56 259,00 240,86 178,33 273,69 0 ) 0 946,54 103,53 57,78

1716,7 1863,3 1781,0 18819 1818,5 1684,0 1856,5 1472,0
12° 123,43 93,93 8 1 0 5 353,66 366,35 252,56 324,95 4 9 4 8 423,00 553,01 381,71 187,34
r

10/ma 1944,3 2090,4 1964,2 2259,6 2075,9 1937,0 2084,7 17714
17° 138,88 112,08 1 1 0 5 494,75 461,11 298,59 327,62 . . 8 1 623,20 975,51 556,12 200,66
r

15/ma 2044,8 2212,3 2067,3 2400,0 2192,6 2067,3 22239 1933,5 1187,4
22° 151,67 120,22 6 4 0 1 589,00 559,82 351,24 341,53 3 8 0 ) 802,75 ) 735,61 209,37
r

23/ma 2159,0 2336,2 2177,9 2596,7 2363,8 2254,7 24109 2179,2 1445,8
166,01 129,78 8 692,81 747,98 442,37 385,04 0 993,03 8 854,53 223,61

1 5 9 9 1 6




