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RESUMO

A 4gua residuaria gerada em abrigo de animais, a partir da lavagem das baias, apresentam
poluentes/contaminantes, e, por esse fato, requerem ser tratadas por algum processo. O tratamento de aguas
residudrias para redugdo de microrganismos patogénicos visa evitar disseminacdo de doencas por veiculagéo
hidrica, uma vez que a presenca de bactérias, virus, protozoarios, dentre outras espécies, apresentam risco a
saude. A desinfeccéo, oxidacdo e radiacdo sdo algumas das tecnologias utilizadas em Estagdes de Tratamento
de Efluentes para redugdo de coliformes. Em sistemas de tratamento aerdbio a aeracdo é determinante para a
eficiéncia do decaimento de microrganismos por oxidagdo; portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar pela
técnica de fermentacdo por tubos multiplos, o decaimento dos microrganismos, coliformes totais e coliformes
termotolerantes, de efluente canino ao longo do sistema de tratamento anaerdbio (tanque séptico-filtro
anaerébio-TSFAN) seguido de aerobio (biofiltro aerado submerso-BAS), sob influéncia de diferentes tempos
de aeracdo, e sistemas alagados construidos (SACs), a fim de avaliar a importancia da aeracdo na remogéo de
patdgenos e a deteccdo de protozodrios dos géneros Cryptosporidium e Giardia por meio de PCR utilizando
primers especificos para cada género. Realizou-se amostragens semanais no efluente de cada unidade, em duas
diferentes fases (F) de aeracdo do BAS, com sete e cinco horas de aeragdo ininterruptas (F1 e F2). Na F1
observou-se maiores eficiéncias de remocéo de CT e CTer, de 3 unidades log, na primeira etapa de tratamento,
sistema de tanque séptico-filtro anaerdbio (nos quais é caracteristico o acimulo de s6lidos) por retencdo celular
junto ao lodo, porém, ndo é comum eficiéncias de remocdo de coliformes elevadas. Na F2 houve decaimento de
coliformes nos SAC’s. Portanto evidenciou-se a capacidade do sistema em remover pat6genos, no entanto, com
a elevada densidade de microrganismos encontrada as aeragdes aplicadas no BAS nédo foi suficiente para
inativacdo de um grande nimero de coliformes. A PCR, confirmou a presenca dos géneros de protozoarios
Giardia e Crypostoridium nas amostras analisadas. Portanto, deve ser aplicada aeracdo por um periodo maior
de tempo, a fim manter uma condicdo de oxidagdo do meio satisfatéria e suficiente para promover o decaimento
de patdgenos e protozoarios Giardia e Crypostoridium.

PALAVRAS-CHAVE: Canil, Coliformes, Rea¢do em Cadeia da Polimerase.
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INTRODUCAO

A &gua residuaria de criatério de animais, assim como o esgoto doméstico, é constituida basicamente por
residuos de fezes e urina (animais e/ou humanas). Desse modo, existem microrganismos de diferentes grupos
como bactérias, virus, protozoarios e fungos que podem ser patogénicos. A presenca destes patdgenos devem
ser reduzidos por processos de tratamento para re(so ou langamento no meio ambiente, pois, dependendo da
presenca e/ou abundancia de determinadas espécies, estas podem ser nocivas e representarem risco potencial
para a salde humana (AVELAR et al., 2014).

Os microrganismos transmitidos pela &gua geralmente se desenvolvem no intestino e sdo eliminados pelas fezes.
Assim, em caso de ingestdo acidental de agua contaminada, poderd o patdgeno colonizar o intestino,
ocasionando doenca em um novo hospedeiro. As frutas, legumes e hortalicas que séo ingeridas cruas também
podem ser contaminados pelo uso de 4gua ndo tratada (MADIGAN et al., 2016). Cita-se como alguns patdgenos
bacterianos de veiculacdo hidrica, o Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Shigella, linhagens patogénicas de
E.coli, Campylobacter jejuni, dentre outros. A maioria € responsavel por causar gastroenterites aos pacientes.
Com relagdo aos virus, pode-se citar o virus da Hepatite A, Rotavirus, Poliovirus, sendo que este dltimo, pode
atingir o sistema nervoso central e causar paralisia. Destaca-se ainda doengas ocasionadas por protozoarios como
a disenteria amebiana, ocasionada por Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e/ou pelo Cryptosporidium
parvum (PEPPER et al., 2015).

Uma vez que ndo é possivel detectar e quantificar todos os microrganismos patogénicos presentes em uma
amostra de agua (por questdes de técnica, representatividade do patégeno e custos para analises), a
potencialidade dessa agua transmitir doencas € medida por meio de microrganismos indicadores, cujo mais
comumente usado é o grupo coliforme. Os coliformes sdo bacilos gram negativos, aerbios ou anaerdbios
facultativos que quando em anaerobiose sdo fermentadores da lactose. Podem ser divididos em coliformes totais
(crescimento 6timo a 35°C), representam os microrganismos ambientais, dada sua incidéncia em &reas ndo
contaminadas, termotolerantes, predominantemente do intestino de animais homeotérmicos, caracterizadas pela
atividade da enzima B-galactosidase e fermentacdo a temperaturas mais elevadas (44-45°C). A E. coli é a
principal bactéria do grupo dos coliformes termotolerantes caracterizada pela atividade da enzima B-
glicuronidase e de origem exclusivamente fecal (VON SPERLING, 2017).

Diferente do esgoto doméstico, as caracteristicas de aguas residudrias especificamente de canis, ainda sdo pouco
conhecidas. O primeiro registro sobre o tema foi em 1962 por Jaworski e Hickey que caracterizaram o efluente
produzido na lavagem das baias de canil com 300 cdes em Washington D.C., nos Estados Unidos, e verificaram
valores maximos de demanda bioldgica de oxigénio (DBO), solidos totais e solidos volateis da ordem 660 mg
L?, 1.630 mg L™ e 1.230 mg L%, respectivamente.

Quanto as caracteristicas microbiolégicas desse tipo de efluente, Hartel et al. (2008) verificaram contaminagao
devido ao lancamento de efluentes de alguns canis na bacia hidrogréafica do rio Flint na Georgia, Estados Unidos,
em um dos pontos de coleta no rio Potato Creek, o nimero de Escherichia Coli aumentou de 377 NMP 100 mL"
! para2.481 NMP 100 mL™. Giangaspero et al. (2007) relataram a presenca dos protozoéarios Giardia duodenalis
e Cryptosporidium nas fezes dos cées e que estdo presentes nos efluentes do canil.

Souza et al. (2018) estudaram a agua residuaria proveniente da lavagem das baias do canil Parque Francisco de
Assis (PFA) com 400 caes e o tratamento desta, por sistema de tanque séptico-filtro anaerdébio e tanques de
estabilizacéo, encontrou valores no efluente bruto de 2,06x10'> NMP 100 mL* para coliformes totais (CT) e
1,73x10'> NMP 100 mL* para coliformes termotolerantes (CTer), e eficiéncia de remogdo em cada fase de
tratamento de 1 unidade logaritmica (log).

Sabendo-se que tecnologias de tratamento biolégico de efluentes em reatores aerobios sdo mais eficientes na
inativacdo e decaimento destes microrganismos, comparado as condi¢des anaerdbias, em uma estacdo de
tratamento de efluente (ETE) (JORDAO; PESSOA, 2011), e que processos anaerdbios seguidos de aerobios
garantem melhores desempenhos comparados com sistema unicamente anaerébio (CHERNICHARO, 2007), o
Parque Francisco de Assis incrementou seu sistema de tratamento anaer6bio com uma etapa aer6bia em biofiltro
aerado submerso (BAS), seguido de decantadores secundarios (DS) e sistemas alagados construidos (SAC) de
escoamento subsuperficial horizontal cultivados com capim-Vetiver.
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A aeragdo é de fundamental importancia nos sistemas aerébios de tratamento de efluentes. A taxa de aeracédo
influencia na eficiéncia da remocéo de matéria organica, ou seja, quanto maior, maior a remoc¢do de DQO e
maior sera as condigdes oxidantes para a remogao de organismos patogénicos (PEREIRA, 2008).

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar pela técnica de fermentagdo por tubos multiplos, o
decaimento dos microrganismos, coliformes totais e coliformes termotolerantes, do efluente canino ao longo do
tratamento complementar do PFA, sob influéncia de dois diferentes tempos de aeragdo, a fim de avaliar a
importancia dessa variavel na remocdo de patogenos. Além disso, também detectou protozodrios dos géneros
Cryptosporidium e Giardia nas amostras coletadas ao longo do sistema durante as diferentes fases de operacéo
por meio de PCR.

MATERIAIS E METODOS

O efluente utilizado no estudo é gerado no canil Parque Francisco de Assis, localizado na cidade de Lavras-MG,
que acolhe e trata cées necessitados de cuidados de forma a promover a ado¢do dos mesmos. Atualmente, o PFA
possui uma populacdo de cerca de 450 animais. A agua residuaria é proveniente das atividades diarias de
lavagem das baias. Durante a limpeza, o residuo sélido (fezes) é raspado e encaminhado para compostagem, e
a dgua utilizada na higienizacdo é direcionada ao tratamento em sistema tanque séptico-filtro anaerébio de 15
m® cada tanque, biofiltro aerado submerso (BAS) de 25 m?, seis decantadores secundarios (DS) em série, de 2
m? cada, e trés sistemas alagados construidos de escoamento subsuperficial horizontal (SAC), cultivados com
capim-vetiver, de 2 m® cada. Todas as unidades sio confeccionadas em fibra de vidro. Esta estacio de tratamento
de efluente foi dimensionada para um tempo minimo de detencéo hidraulica de 12 h e vazdo maxima de 20 m®
d. Segundo o monitoramento realizado por Souza (2015), a vazdo média diaria tratada na ETE do PFA é de
0,08 L s™.

Para estabelecer as condi¢des analisadas, foram aplicadas duas fases de aeracdo no BAS, compreendendo o
periodo de geracéo (lavagem) e entrada de efluente na ETE, entre 9 as 16 h, diariamente:

» Fase 1 (F1) com periodo diario de aeracdo igual ao periodo de geracéo do efluente, das 9 as 16 horas (7 horas
ininterruptas), durante 5 meses consecutivos em 2017;

» Fase 2 (F2) com periodo diario de aeragcdo menor que a F1, das 9 as 14 horas (5 horas ininterruptas), durante
6 meses consecutivos em 2018.

Para 0 monitoramento microbioldgico do estudo realizou-se coletas da dgua residuaria, em frasco plastico limpo,
em trés semanas de cada més, de cada fase, nos pontos:

 P1: Entrada do tratamento (Agua residudria bruta);

e P2: Apds tratamento anaer6bio (Sistema tanque séptico-filtro anaerébio);

» P3: Apos tratamento aerébio e decantacdo (BAS e DS);

» P4: Apbs SAC, o qual sofre interferéncias diretas e indiretas das condicOes de aeracao aplicadas.

Realizou-se analise microbioldgica pela técnica de fermentacdo por tubos multiplos e estimativa do nimero
mais provavel (NMP) para quantificacdo de coliformes totais e termotolerantes de acordo com APHA et al.
(2005). Calculou-se a média das fases por meio de média geométrica. Para a deteccéo dos protozoarios Giardia
e Cryptosporidium, via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizou-se o kit FASTDNA Spin Kit for Soil
(MP Biomedicals, EUA) para a extracdo de DNA, e os primers P214F-P214F para Giardia e P702F-P702R para
Cryptosporidium a 30 pmol puL* para a reagdo de PCR, utilizando-se o tamp&o pré-mix da Phoneutria. A
temperatura de anelamento seguiu as especificacfes de cada primer. A presenca e o tamanho dos fragmentos
amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%, com aliquota de 2 uLL do produto da PCR. Os controles
negativos contendo apenas o reagente da PCR e a agua ultrapura utilizada foram realizados para controle de
qualidade das reacGes.

RESULTADOS

O monitoramento microbioldgico apresentou valores de CT e CTer na dgua residudria bruta (P1) diferentes dos
valores encontrados por Souza et al. (2008), que, analisando o mesmo efluente, encontrou nimeros mais
elevados, CT 2,34x10'? e CTer 1,84x10'> NMP 100 mL™, em comparagio ao encontrado no presente estudo
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(Tabela 1). Provavelmente, com nimero de caes inferior, na época do monitoramento do autor, havia menor
consumo de agua, o que pode ter aumentado a concentra¢do de microrganismos no efluente.

Tabela 1: Valores médios e desvio padrdo do monitoramento microbiolégico do tratamento de
efluente do Parque Francisco de Assis, Lavras-MG.

variaveis Primeira Fase Segunda Fase
P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
CT (NMP 1,6x108+ | 2,8x10° | 4,3x10°t 1,6x10% | 7,9x10° + | 9,4x10°% 1,1x10%+ 9,5x10°+
100 ml?) 6,2x1010 6,6x10° 5,6x10° 7,0x10* 5,4x107 1,4x107 4,2x10° 2,0x10°
CTer (NMP | 3,3x10%+ | 1,4x10°% | 2,2x10% 1,1x10%+ 5,7x10%+ 8,3x10%+ 1,1x105+ 7,1x10°+
100 ml?) 3,7x10%° 3,5x10° 5,5x10° 2,4x10* 5,5x10’ 1,4x107 4,1x10° 1,3x10°

A variabilidade das caracteristicas deste tipo de agua residuaria é atribuida a dinamica de caes no PFA, uma vez
que os habitos alimentares e o porte dos animais é diferente, e esses fatores oscilam conforme a entrada e saida
de animais no PFA. Além disso, 0os métodos e demanda de lavagem podem influenciar também, promovendo
diluicdo da agua residuaria. Outro fator que deve ser levantado é o tratamento periédico de vermifugacdo dos
caes, o0 que altera diretamente as caracteristicas microbioldgicas dos dejetos desses animais.

A caracterizacdo do efluente bruto quanto a densidade de coliformes apresentou diferengas entre as fases, com
valores maiores na F1. O que contribui com as maiores eficiéncias de remocdo de CT e CTer, de 3 unidades log,
na primeira etapa de tratamento, sistema de tanque séptico-filtro anaerébio (P2), nos quais é caracteristico o
acumulo de s6lidos. No estudo de Souza et al. (2018) percebe-se que estes tanques funcionaram mais como
unidades de decantacéo, e portanto pode ter promovido o decaimento de microrganismos na saida destes tanques
anaerobios por retencdo celular junto ao lodo. Pois nesse tipo de tratamento, anaerébio, ndo é comum eficiéncias
de remocdo elevadas, e nos demais niveis de tratamento, os quais sofrem interferéncia da aeracéo aplicada, ndo
houve decaimento de coliformes. Foi aplicado um maior tempo de aeracdo nesse periodo, porém, com a elevada
densidade de microrganismos a oxigenacao do meio ndo foi suficiente para inativa¢do de um grande ndmero de
coliformes.

Na F2, com periodo de aeragdo menor, nao houve decaimento de coliformes no sistema anaerébio, como
verificado na primeira fase, e apresentou remocao de CT e CTer de 1 unidades log cada no P4 (SAC). Os SACs
possuem alta capacidade de inativagdo de microrganismos, devido a radiagdo solar na &rea superficial,
toxicidade de algumas substancias das plantas e oxigenacdo pelas raizes, isso foi potencializado com o
incremento de oxigénio na etapa anterior (BAS). Avelar et al. (2014) afirmam este fato com estudo que resultou
em remocdes de CT e Escherichia Coli de 0,9 a 1,3 unidades log, em SAC cultivado, maior do que os obtidos
em experimento ndo cultivado.

Souza et al. (2018) também verificaram eficiéncias de remocdo de CT e CTer de 1 unidade log, no sistema
tanque séptico-filtro anaerdbio e em tanques de estabilizacdo facultativos, totalizando 2 unidades log de
eficiéncia no sistema como um todo, o que evidencia a capacidade do sistema em remover patégenos. No
entanto, a aeracdo aplicada nas novas unidades de tratamento deste estudo pode ndo ter sido suficiente para
remover 0S microrganismos.

No que se refere, a deteccdo, realizada pela técnica da PCR, confirmou-se a presenga dos géneros de protozoarios
Giardia e Crypostoridium nas amostras do efluente nas fases 1 e 2 em todas as etapas analisadas (Figura 1),
ressaltando a importancia de estudos com vistas a avaliacdo de eficiéncia de remog¢do de microrganismos em
sistemas de tratamento e da melhoria da operacdo do sistema de forma a permitir maior eficiéncia na remogéo
de microrganismos.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1%. A parte superior do gel representa o PCR realizado
com o primer P702F-P702F para Cryptosporidium. A parte inferior do gel representa o PCR com as
sequéncias de oligonucleotideos para Giardia (P241F-P214R). As canaletas identificadas como LD
contém o ladder, como padréo de referéncia para a corrida eletroforética e tamanho do fragmento
de DNA. As canaletas identificadas como CN, contém o controle negativo. As amostras 1,5¢ 8
representam, respectivamente o biofiltro (BAS), decantador (DS) e o sistema alagado construido
(SAC) na Fase 1 de aeracgdo (F1). As amostras 2, 6, e 9, representam o biofiltro (BAS), decantador
(DS) e o sistema alagado construido (SAC) na Fase 2 de aeracao (F2).

CONCLUSOES

Concluiu-se com este estudo que como a densidade dos microrganismos do grupo coliformes variam de acordo
com as condicdes de geracdo desse tipo de &gua residudria, proveniente de abrigo provisério de cdes, a aeragao
do sistema de tratamento complementar (BAS-DS-SAC) da ETE do PFA deve ser aplicada por um periodo
maior de tempo, a fim manter uma condicdo de oxidacdo do meio satisfatdria e suficiente para promover o
decaimento de patdgenos, independente da variacdo do ndmero de microrganismos afluente & unidade de
tratamento. Salienta-se ainda a presenca de protozoarios dos géneros Giardia e Cryptosporidium, proveniente
das fezes caninas, presentes no efluente da ETE em todas as etapas mesmo apés o tratamento no SAC.

Portanto, outros experimentos com maiores tempos de aeracdo e periodos de monitoramento deverdo ser
realizados para monitorar a oscilagdo, pontuando as maximas e minimas, das variadas densidades de coliformes
que o efluente do PFA pode conter, num periodo de avaliacdo, para especificar o0 manejo correto da aplicagdo
de aeracdo. Recomenda-se ainda, a quantificacéo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium na entrada
e saida do sistema a fim de correlacionar a densidade desses microrganismos a elevada presenca de coliformes
e buscar formas de melhoria na qualidade do sistema de tratamento, considerando-se além da remocdo de
compostos organicos, a presenca de microrganismos patogénicos.
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