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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar uma analise microbioldgica do lodo, efluente e atividade metanogénica especifica
oriundos do processo da parboilizagdo de arroz, de modo a identificar microrganismos patogénicos que servem de
indicadores de contaminacao fecal. Podemos dizer que grande quantidade do lodo proveniente de processos industriais,
¢ destinado a compostagem e posterior utilizagdo como adubos agricolas. Para a sua utilizagdo segura, o lodo ndo deve
apresentar organismos patogénicos. Portanto, ¢ necessario a realizagdo de uma analise microbiologica de organismos
indicadores de contaminag@o fecal como procedimento de seguranca para a destinagdo do lodo para compostagem. As
analises microbioldgicas realizadas incluiram a determinago de coliformes e presenca ou auséncia de Salmonella spp.
Foram realizadas por meio dos métodos descritos em Apha et al (2001). Realizaram-se analises em trés tipos de amostras:
mistura oriunda do processo finalizado de determinag@o de agdo metanogénica especifica (AME), lodo e efluente oriundo
do processo da parboilizagdo de arroz, cedidos por uma determinada industria de arroz. Dentre os resultados encontrados,
foi detectada a presenga de Salmonella ndo produtora de H»S (sulfeto de hidrogénio) em agar TSI no efluente de arroz e
na mistura oriunda do processo finalizado de AME. Porém, no mesmo teste, devido a sua coloragdo e formagao de gés, o
lodo apresentou E.coli, com crescimento em Agar TSI. Com isso, podemos concluir que o lodo deve receber tratamento
especifico para remocgao destes microrganismos patogénicos de modo a ser destinado a reciclagem agricola.

PALAVRAS-CHAVE: Anélise microbiolégica, Lodo de arroz, Efluente de arroz, Compostagem.

ABSTRACT

The objective of this work was to perform a microbiological analysis of the sludge, effluent and specific methanogenic
activity from the rice parboiling process, to identify pathogenic microorganisms that serve as indicators of faecal
contamination. We can say that a great amount of the sludge coming from industrial processes, is destined to compost
and later use as agricultural fertilizers. For its safe use, the sludge must not contain pathogenic organisms. Therefore, it
is necessary to perform a microbiological analysis of fecal contamination indicator organisms as a safety procedure for
the allocation of sludge to compost. Microbiological analyzes included determination of coliforms and presence or
absence of Sal/monella spp. They were performed using the methods described in Apha et al (2001). Analyzes were carried
out in three types of samples: a mixture from the finished methanogenic action (AME), sludge and effluent from the rice
parboiling process, yielded by a rice industry. Among the results, the presence of non-H2S Salmonella (hydrogen
sulphide) was detected in TSI agar in the rice effluent and in the mixture from the finished SMA process. However, in
the same test, due to its coloration and gas formation, the sludge presented E. coli, with growth in TSI Agar. With this,
we can conclude that the sludge must receive specific treatment for the removal of these pathogenic microorganisms to
be destined to the agricultural recycling.

KEY WORDS: Microbiological analysis, Rice sludge, Rice effluent, compost.

INTRODUGAO

O arroz parboilizado representa 25 % do total de arroz produzido no Brasil. Para cada quilograma de arroz sujeito a esse
processo sdo gerados quatro litros de um efluente que, apos tratado, origina um residuo na forma de lodo, rico em
substancias organicas, N e P, dentre outros nutrientes (FARIA et al., 2006).

O lodo deve ser destinado de forma ambientalmente adequada, por meio da reciclagem, da compostagem, da recuperacao
e do aproveitamento energético, de modo a evitar danos ou riscos a satde publica e a seguranga e a minimizar os impactos
ambientais adversos.

Nos EUA, estima-se que 55% do lodo produzido em 2004 era aplicado em atividades agricolas, silvicultura e recuperagdo
de areas degradadas; na Unido Europeia, estima-se que em 2010 o uso agricola respondesse por cerca de 50% das opgoes
de destino final do lodo produzido; no Reino Unido, de acordo com estimativas de 2008, 67% das 1,5 milhdes de toneladas
de lodo produzidas anualmente eram aplicadas na agricultura (LEBLANC et al., 2008).
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A reciclagem agricola do lodo ¢ a forma de destinagdo mais utilizada atualmente, em fungdo do potencial de geracdo de
matéria prima agricola, devido a alta carga de macro e micronutrientes, e por representar uma solugao definitiva para o
problema.

Apesar dos varios beneficios associados ao uso agricola do lodo, essa pratica ainda € objeto de polémicas, principalmente
no que diz respeito aos impactos potencialmente adversos a satde humana (CHROSTOWSKI, 2002). Em vista disso,
frequentemente, hd uma imposi¢do de normas rigorosas, incluindo critérios exigentes de qualidade dos biossoélidos,
principalmente no que se refere aos microrganismos presentes.

De acordo com Blumenthal et al. (2000), existem, basicamente, trés abordagens para o estabelecimento de critérios de
qualidade para a irrigagdo com aguas residudrias, as quais podem ser extrapoladas para o uso agricola de lodos de esgotos
e industriais: auséncia de patogenos e, ou de organismos indicadores; a medida do risco atribuivel a utilizagdo agricola
do lodo dentre uma populagio exposta e a estimativa do risco mediante o emprego de modelos probabilisticos.

A primeira abordagem objetiva a auséncia de perigos, tem sido referida como abordagem do “risco nulo” e criticada por
rigor excessivo e fragilidade em termos de fundamentagdo epidemiologica (BLUMENTHAL et al., 2000). Na segunda
abordagem, buscam[Jse evidéncias epidemiologicas de associagdo entre o fator de risco ¢ a ocorréncia de doenga na
populagdo por meio de medidas de risco, visando a auséncia de risco atribuivel. Entretanto, esse enfoque apresenta
dificuldades praticas, por, dentre outros aspectos, depender de complexos estudos epidemiologicos (BLUMENTHAL et
al., 2000).

Alternativamente, tomando como referéncia um nivel de risco tido como “toleravel” e baseado na constru¢ao de “cenarios
de exposicao”, limites microbioldgicos podem ser estabelecidos a partir de modelos de Avaliagdo Quantitativa de Risco
Microbioldgico (AQRM) (BLUMENTHAL et al., 2000; WHO, 2006).

A abordagem epidemioldgica também poderia ser utilizada para estabelecer padrdes tendo como referéncia o “risco
toleravel”, mas evidéncias epidemioldgicas podem ser escassas e estudos epidemioldgicos sdo, em geral, restritos ao
estudo especifico, além de apresentar, em alguns casos, baixa sensibilidade na detec¢do de riscos. Para determinadas
situacdes, portanto, a AQRM pode se revelar como a unica abordagem plausivel, sendo especialmente adequada quando
o risco toleravel se encontra abaixo do nivel que pode ser mensurado por estudos epidemiologicos (BLUMENTHAL et
al., 2000).

Idealmente, evidéncias epidemiologicas e AQRM devem ser utilizadas como ferramentas complementares, como nas
Diretrizes da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) para o uso de aguas residudrias na agricultura, em que o padrdo
bacterioldgico (E. coli) para a abordagem de riscos bacterianos, virais e de protozoarios foi definido a partir da AQRM
(risco toleravel) e o padrdo de helmintos foi estabelecido com base em evidéncias epidemioldgicas (auséncia de risco
atribuivel) (WHO, 2006).

OBJETIVOS

Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ realizar uma analise microbiologica do lodo e efluente oriundos do processo da
parboilizagdo de arroz, de modo a identificar microrganismos patogénicos que servem de indicadores de contaminagao
fecal.

METODOLOGIA

As analises microbioldgicas realizadas incluiram a determinagao de coliformes e presenca ou auséncia de Salmonella spp.
Foram realizadas por meio dos métodos descritos em Apha et al (2001). Realizaram-se analises em trés tipos de amostras:
mistura oriunda do processo finalizado de determinagdo de acdo metanogénica especifica (AME) contendo glicose
(12,5mL), macro nutrientes (7mL), micronutrientes (1mL) e dgua destilada (466mL); lodo e efluente oriundo do processo
da parboilizag@o de arroz, cedidos por uma determinada industria de arroz. A tabela 1 mostra os componentes utilizados
na fabrica¢@o das solu¢des de macro e micronutrientes:

Tabela 1. Componentes utilizados na fabricagdo das solu¢des de macro e micronutrientes.
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Solu¢io de macro nutrientes Solu¢io de micronutrientes
Componente Quantidade Componente Quantidade
NaHCO:; lg.L'! FeCl3.6H,O 0,002g
KH,PO, 0,65 g.L'1 (NH4)6M070244H20 0,0002¢g
NH4Cl 0,5g.L! AICI36H,0O 0,0001g
MgCl, 0,1g.L! H3;BO; 0,0001g
CaCl,.2H,0 0,1g.L! EDTA 0,002¢g

H3PO4 1I1’1L.L'1

O agar TSI serve para diferenciar os bastonetes gram negativos, utilizando para isso a fermentagdo de carboidratos e
produgio de sulfeto de hidrogénio. Possui em sua composigao glicose, lactose e sacarose, os quais sofrendo fermentacdo
sdo visualizados através da viragem (de vermelho para amarelo ) do indicador de pH: o vermelho de fenol. Ja o sulfato
ferroso de amonio ¢ usado na detec¢do da produgdo de sulfeto de hidrogénio, formando composto na cor preta.
Composigdo: Esculina (1,0g/L); Bile (40,0g/L); Extrato de carne (3,0g/L); Citrato férrico (0,5g/L); Peptona (5,0g/L);
Agar (15,0g/L); Agua Destilada (q.s.p); pH final (6,6 = 0,2).

DETERMINAGAO DE SALMONELLA SPP

Para o preparo das diluigdes e pré-enriquecimento, transferiu-se ImL da amostra para tubo com 9mL de caldo lactosado.
Incubou-se a 35°C em um periodo de 24h. Para o enriquecimento seletivo, transferiu-se assepticamente 1mL da amostra
para 1 tubo com SmL de Caldo TT (Tetrationato) e 1mL para outro tubo com SmL de Caldo SC (Selenito Cistina).
Realizou-se a incubag@o de ambos a 35°C pelo periodo de 24h. Para o plaqueamento diferencial, agitou-se em vortex e
transferiu-se 1 algada do TT para quma placa de XLD (agar Xilose Lisina Desoxicolato), HE (agar Entérico de Hecktoen)
e BS (agar Bismuto Sulfito).

Repetiu-se o procedimento com o caldo SC e incubaram-se as placas a 35°C pelo periodo de 24h. Removeu-se, com o
auxilio de uma agulha de inoculagdo, uma por¢ao de biomassa do centro de uma col6nia tipica de cada placa com colonias
tipicas e atipicas (estas ultimas somente do XLD) e inoculou-se por picada seguido de estrias na rampa, dois tubos de TSI
(4gar Triplice Agucar-Ferro) grandes. Incubou-se a 35°C por 24h. A partir das colonias puras, procedeu-se a Coloragao
de GRAM. Conduziu-se as coldnias purificadas para provas bioquimicas de fermentacao de carboidratos, VM-VP, Citrato
e Urease.

DETERMINAGAO DE COLIFORMES

Para o preparo das dilui¢des, pesou-se assepticamente 5g de amostra e transferiu-se para 45mL de H,O,. Homogeneizou-
se e transferiu-se uma aliquota de 1mL para tubo de ensaio com 9mL de diluente e, apos, homogeneizou-se em agitador
vortex. Transferiu-se ImL do tubo para outro tubo com 9mL de diluente. Para o teste presuntivo selecionou-se as trés
maiores diluigdes consecutivas e com auxilio de pipeta estéril, inoculou-se uma série de trés tubos de Caldo LST para
cada dilui¢@o. Incubou-se a 35°C por 24h. Os tubos que apresentaram desprendimento de gas passam para os testes de
confirmacao, tubos negativos a formagao de gas sdo incubados a 35°C por mais 24h.

Na auséncia de formacdo de gés apds as 48h, ha indicagdo da auséncia de coliformes totais nas amostras e a analise ¢
encerrada. Para o teste confirmativo, a partir de cada tubo positivo no teste presuntivo, retira-se 1 algada para tubo com
Caldo VB com tubo de Durhan e incuba-se a 35°C por 24h. Em caso de resultado negativo, reincuba-se por mais 24h na
mesma temperatura. A partir de cada tubo positivo nos tubos VB, retira-se 1 algada para o tubo com Caldo EC e incuba-
se a 45,5°C por 24h. Dos tubos de EC com producdo de géas, esfria-se 1 alcada com agar BEM e incuba-se a 35°C por
24h. Se ha presenga de colonias tipicas, transfere-se e cada placa 2 colonias isoladas para tubos com agar PCA inclinado
modificado e incuba-se a 35°C por 24h, obtendo, assim, colonias mais puras. Para o teste bioquimico (IMVC) e
morfologico, a partir das colonias puras, procede-se a Coloragdo de GRAM. As coldnias purificadas sdo conduzidas para
provas bioquimicas de VM-VP e Citrato.
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RESULTADOS

Nos testes microbiologicos realizados para detectar a presenga de Salmonella, o efluente de arroz e a mistura oriunda do
processo finalizado de AME apresentaram salmonella ndo produtora de HoS (sulfeto de hidrogénio) em agar TSI Porém,
no mesmo teste, devido a sua coloracdo e formagdo de gés, o lodo apresensou E.coli, com crescimento em Agar TSI.

Ja no teste microbiologicos para dectetar a presenca de coliformes ndo houve producdo de gas, portanto, ndo houve
presencga de E.coli. Podemos mostrar os resultados na tabela 2:

Tabela 2. Resultados das analises de Salmonella e Coliformes.

Salmonella (mL) E.Coli (mL)
Lodo Ausente Presente
Efluente Presente Presente
AME Presente Presente

Nas proximas figuras 1, 2 e 3, podemos mostrar os tubos com duas devidas coloragdes, indicando a presenga de Samonella
ndo produtora de H>S em agar TSI, na analise do efluente, a presenga de E.coli, na analise do lodo, ¢ presenga de
Salmonella ndo produtora de H,S em agar TSI, na AME, respectivamente.

Figura 1. Analise em efluente indicando Salmonella ndo produtora de H:S em agar TSI. Fonte: Autor do
Trabalho

Figura 2. Analise em lodo indicando Escherichia coli em dgar TSI. Fonte: Autor do Trabalho
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Figura 3. Analise em mistura de AME indicando Salmonella ndo produtora de H:S em agar TSI. Fonte: Autor
do Trabalho

A pesquisa de organismos indicadores de contaminacao fecal tem sido usada ha décadas em programas de monitoramento
e controle de qualidade ambiental (LEBARON et al., 2005), pois, por limitagdes de ordem técnica e econdmica, €
praticamente impossivel investigar, de forma rotineira, todos os organismos patogénicos potencialmente presentes na
agua. Os microrganismos indicadores de contaminag@o fecal mais utilizados na avaliacdo da qualidade da agua sdo as
bactérias do grupo coliforme (coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli) e os enterococos.

As bactérias coliformes sdo os microrganismos mais utilizados como referéncia para indicar e medir a grandeza de uma
contaminac@o. O uso de E. coli para indicar contaminagdo sanitaria mostra-se mais significativo que o uso da bactéria
coliforme total, pois as primeiras sdo restritas ao trato intestinal de animais de sangue quente. Sendo assim, a determinagao
da concentracao dos coliformes pode indicar a existéncia de microrganismos patogénicos, responsaveis pela transmissao
de doengas de veiculacao hidrica, tais como febre tifoide e paratifoide, desinteria bacilar e colera (ORTEGA et al., 2009).
No estudo realizado por Gantzer et.al (2001), foi observado uma diminui¢do de contaminagdo por E.coli apos calagem e
apos o tratamento termofilico. O estudo evidencia a presenca da bactéria anteriormente aos tratamentos, igualmente como
encontrado no estudo em questao.

A salmonela tem sido isolada de uma grande variedade de espécies de animais. Nos paises industrializados, as
gastroenterites causadas por essa bactéria sdo as de maior interesse. Essas doengas sdo resultantes da ingestao de alimentos
contaminados, como bife mal cozido, porco, frango, frutos do mar ¢ ovos (HILBERT et al., 2011). Em pesquisa
desenvolvida por Sahlstrom et al. (2004), Salmonella spp foi encontrada em 67% (43/64) de lodos de esgoto bruto e 55%
(38/69) de esgotos tratados, ressaltando a presenga da bactéria em lodos.

CONCLUSOES

O efluente, o lodo e a mistura oriunda do processo finalizado de determinagdo de agdo metanogénica especifica (AME)
apresentaram tanto a bactéria do género Salmonella, como a presenga de E.coli, indicando contaminagio fecal. O lodo,
portanto, deve receber tratamento especifico para remogao destes microrganismos patogénicos de modo a ser destinado a
reciclagem agricola.

Também, sugere-se realizar novas amostragens para se dispor de resultados estatisticamente significativos, pois o nimero
de amostras analisadas foi pequeno quando comparado com a quantidade de lodo e efluente produzidos.
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