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RESUMO

A esporotricose, causada por S. brasiliensis, representa um significativo desafio de
salde publica, especialmente no Brasil, onde elevadas taxas de mortalidade felina e infeccao
humana sdo registradas. O descarte adequado dos cadaveres de felinos infectados € essencial
para prevenir a disseminagdo do patégeno e minimizar impactos ambientais. Neste contexto, o
presente estudo investigou a compostagem como alternativa sustentavel a incineracdo, para a
inativacdo de S. brasiliensis. O estudo foi desenvolvido em dois momentos. Primeiramente,
avaliando a viabilidade do fungo sob diferentes condicGes térmicas e os desafios enfrentados
no processo. Inicialmente, foi confirmada a presenca do fungo nos cadaveres por meio de
imprint e cultura fungica. Em seguida, trés experimentos de compostagem foram conduzidos
com monitoramento continuo da temperatura. As composteiras, construidas com materiais
residuais de construcao civil, atingiram temperaturas superiores a 50°C, um indicativo potencial
de inativacdo do patdgeno. No entanto, ao longo do processo, nao foi possivel isolar novamente
o fungo em nenhum momento, evidenciando desafios metodoldgicos na verificacdo da sua
inativacdo completa, ainda que as analises do biocomposto indicassem potencial para aplicacao
em solos acidos, ampliando as perspectivas de aproveitamento do material resultante. Visando
testar a viabilidade fungica sob estresse térmico, uma segunda etapa do estudo foi desenvolvida:
col6nias de leveduras, in vitro, foram submetidas a diferentes temperaturas (< 0°C, 22°C, 37°C,
43°C, 56°C, 63°C e 67°C). ExposicOes a temperaturas de até 63°C, por cinco horas, ainda
resultaram em relativa viabilidade, sendo a ndo sobrevivéncia comprovada somente ap0s
alcancar 67°C por um periodo de cinco horas. Isso sugere que a temperatura letal para S.
brasiliensis encontra-se entre 63°C e 67°C, podendo sofrer, ainda, a interferéncia do tempo de
exposicdo. Dessa forma, este estudo contribui para a formulacdo de estratégias sustentaveis no
manejo de residuos bioldgicos contaminados, destacando a compostagem como uma alternativa
promissora para a inativacdo segura de S. brasiliensis. Porém, sdo necessarios aprimoramentos
nos protocolos experimentais e novas investigacgoes, reforcando a importancia da continuidade
dessa abordagem em estudos futuros, pois a implementacdo de diretrizes baseadas em
evidéncias cientificas podera otimizar a seguranga do procedimento e mitigar riscos ambientais

e a saude publica.

Palavras-chave: Zoonose; Compostagem; Viabilidade flngica; Uma s6 salde;

Sustentabilidade; Biosseguridade; Manejo de residuos bioldgicos.



ABSTRACT

Sporotrichosis, caused by S. brasiliensis, represents a significant public health
challenge, particularly in Brazil, where high rates of feline mortality and human infection are
recorded. Proper disposal of the carcasses of infected cats is essential to prevent pathogen
dissemination and minimize environmental impact. In this context, the present study
investigated composting as a sustainable alternative to incineration for the elimination of S.
brasiliensis. The study was conducted in two phases. First, the viability of the fungus under
different thermal conditions and the challenges encountered in the process were evaluated.
Initially, the presence of the fungus in the carcasses was confirmed through imprinting and
fungal culture. Subsequently, three composting experiments were conducted with continuous
temperature monitoring. The composting units, built using construction waste materials,
reached temperatures above 50°C, a potential indicator of pathogen inactivation. However,
throughout the process, it was not possible to re-isolate the fungus at any time, highlighting
methodological challenges in verifying its complete elimination, even though the analysis of
the biocompost indicated potential for application in acidic soils, expanding the perspectives
for utilizing the resulting material. To assess fungal viability under thermal stress, a second
phase of the study was conducted, in which yeast colonies were subjected in vitro to different
temperatures (< 0°C, 22°C, 37°C, 43°C, 56°C, 63°C, and 67°C). Exposure to temperatures up
to 63°C for five hours still resulted in relative viability, with non-survival confirmed only after
reaching 67°C for five hours. This suggests that the lethal temperature for S. brasiliensis is
between 63°C and 67°C, and may also be influenced by the duration of exposure. Thus, this
study contributes to the development of sustainable strategies for managing contaminated
biological waste, highlighting composting as a promising alternative for the safe elimination of
S. brasiliensis. However, improvements in experimental protocols and further investigations
are necessary, reinforcing the importance of continuing this approach in future studies, as the
implementation of evidence-based guidelines could optimize procedural safety and mitigate

environmental and public health risks.

Keywords: Zoonosis; Composting; Fungal viability; One Health; Sustainability; Biosafety;

Biological waste management.
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| APRESENTACAO

A presente dissertagdo investiga a compostagem como uma alternativa sustentavel
para 0 descarte de cadaveres de felinos contaminados com Sporothrix brasiliensis,
microrganismo responsavel pela esporotricose, uma zoonose de relevancia crescente no Brasil.
O estudo parte da premissa de que o adequado manejo desses residuos bioldgicos pode
minimizar os impactos ambientais e reduzir a disseminagdo do patogeno, contribuindo tanto
para a saude publica quanto para a biosseguranca. Diante disso, a pesquisa foi estruturada em
dois capitulos interligados, que, em conjunto, analisam ndo apenas a Vviabilidade da
compostagem como método de inativagdo do fungo, mas também os desafios associados a
confirmacéo de sua inativagdo ao longo do processo.

O primeiro capitulo se concentra na avaliacdo da inativacdo de S. brasiliensis
durante a compostagem de cadaveres de felinos diagnosticados com esporotricose, destacando
0s parametros ambientais e metodoldgicos que influenciam a eficacia do processo. A anélise
inclui o monitoramento das condi¢des térmicas e microbioldgicas, evidenciando tanto a
capacidade da compostagem de atingir temperaturas potencialmente inativadoras do fungo
quanto as dificuldades associadas a sua posterior deteccdo. Além disso, sdo discutidas as
limitacdes metodoldgicas para a reavaliagdo da presenca do patdgeno, apontando a necessidade
de aprimoramentos nas técnicas de isolamento e cultura fungica.

O segundo capitulo complementa essa abordagem ao aprofundar a analise da
viabilidade do S. brasiliensis sob diferentes condi¢Ges térmicas verificadas durante a
compostagem. Por meio de experimentos in vitro, foram testadas temperaturas especificas para
determinar o limite térmico letal para o fungo e avaliar a influéncia do tempo de exposicao
sobre sua sobrevivéncia. Os resultados obtidos reforcam a relevancia da temperatura no
controle microbioldgico e destacam a complexidade do processo de inativacdo flungica,
sugerindo que a inativacdo completa pode depender de varidveis adicionais, como a umidade e
a aeracdo do material compostado.

Ao integrar essas duas abordagens, a dissertacdo contribui para a formulagédo de
diretrizes baseadas em evidéncias cientificas para 0 manejo seguro de cadaveres contaminados.
A compostagem se mostra uma alternativa promissora a incinera¢do, combinando viabilidade
econdmica e ambiental. No entanto, Sdo necessarios aprimoramentos nos protocolos
experimentais e novas investigacOes, para garantir que esse método possa ser aplicado de
maneira eficaz e segura, minimizando riscos para 0 meio ambiente e também para a salde

publica.
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II. CAPITULO 1: COMPOSTAGEM DE CADAVER FELINO COM
ESPOROTRICOSE: viabilidade da inativacdo de Sporothrix spp. e barreiras no

isolamento do fungo

RESUMO

A esporotricose, uma infeccdo fangica causada por Sporothrix spp., € um relevante problema
de saude publica, especialmente no Brasil, onde altas taxas de mortalidade entre gatos afetados
e infecgbes humanas tém sido relatadas. O descarte adequado dos cadaveres de felinos que
morreram em detrimento dessa infeccdo fungica é essencial para evitar a propagacdo do
patdgeno e, assim, minimizar os impactos ambientais. Este estudo propde a compostagem de
felinos mortos, que possuiam diagnostico de esporotricose, como alternativa a incineragédo para
a inativacdo de Sporothrix spp., explorando os desafios envolvidos nesse processo.
Inicialmente, a presenca do fungo foi confirmada nos cadaveres por meio da técnica de imprint
e cultura fangica, e a compostagem foi conduzida com monitoramento continuo. Trés
experimentos foram realizados. O primeiro tratou-se da composteira-piloto, que teve sua
temperatura monitorada duas vezes ao dia, por um periodo de 205 dias, umedecida sempre que
necessario. O segundo, iniciado no 35° dia do experimento-piloto, foi realizado em triplicata e
teve duracdo de 171 dias, com a afericdo da temperatura e umedecimento nas mesmas condicdes
da composteira-piloto. O terceiro experimento abordou a compostagem de tecidos lesionados,
caracteristicos da infeccdo por Sporothrix spp., com monitoramento continuo da temperatura a
cada hora, por um periodo de 45 horas. Todas as cinco composteiras foram construidas em
alvenaria, com materiais residuais de construcéo civil. Durante o processo, foram alcancadas
temperaturas superiores a 50°C em todas as composteiras, 0 que pode ser um bom indicador
para ainativacao do patdgeno, uma vez que ele é termossensivel. No entanto, durante o processo
de compostagem, ndo foi possivel isolar novamente o fungo em cultura em nenhum dos
momentos de acompanhamento e verificagdo. A significativa dificuldade em isolar o fungo
apos introducdo nas composteiras ressalta as limitagdes enfrentadas no protocolo aplicado,
indicando a necessidade de cautela na interpretacdo dos dados. Essa dificuldade evidencia a
necessidade de melhorias nos protocolos de compostagem e de metodologias mais robustas para
garantir a eficacia do tratamento desse tipo de residuo, abordando adequadamente as limitacdes
técnicas identificadas. Por fim, a analise preliminar revelou que, além das consideracGes de
biosseguranca, o biocomposto final possui caracteristicas quimicas que sugerem seu potencial

para aplicacdo em solos &cidos.
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Palavras-chave: Zoonose. Descarte sustentivel. Seguranca ambiental. Avaliacdo de impacto

ambiental.
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ABSTRACT

Sporotrichosis, a fungal infection caused by Sporothrix spp., is a significant public health
concern, particularly in Brazil, where high mortality rates among affected cats and human
infections have been reported. Proper disposal of the carcasses of felines that succumbed to this
fungal infection is essential to prevent pathogen dissemination and minimize environmental
impacts. This study proposed composting deceased felines diagnosed with sporotrichosis as an
alternative to incineration for the elimination of Sporothrix spp., exploring the challenges
involved in this process. Initially, the presence of the fungus in the carcasses was confirmed
through imprinting and fungal culture, and composting was conducted with continuous
monitoring. Three experiments were performed. The first involved a pilot composting unit, with
temperature monitored twice daily for 205 days and moisture adjusted as needed. The second
experiment, initiated on the 35th day of the pilot experiment, was conducted in triplicate over
171 days, following the same temperature monitoring and moisture adjustment protocols as the
pilot unit. The third experiment focused on composting lesion tissues characteristic of
Sporothrix spp. infection, with temperature monitored hourly for 45 hours. All five composting
units were built using masonry with residual construction materials. Throughout the process,
temperatures above 50°C were achieved in all composting units, which may be a strong
indicator of pathogen elimination, given its thermosensitivity. However, during composting, it
was not possible to re-isolate the fungus in culture at any monitoring or verification point. The
significant difficulty in isolating the fungus after its introduction into the composting units
highlights the limitations of the applied protocol, indicating the need for caution when
interpreting the data. This challenge underscores the necessity for improvements in composting
protocols and the development of more robust methodologies to ensure the effectiveness of this
waste treatment approach, adequately addressing the identified technical limitations. Finally,
preliminary analysis revealed that, beyond biosafety considerations, the final biocompost

possesses chemical characteristics suggesting its potential for application in acidic soils.

Keywords: Zoonosis; Sustainable disposal; Environmental safety; Environmental impact

assessment.
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1 INTRODUCAO

A compostagem é um processo bioldgico que ocorre de modo natural, resultante do
metabolismo de grupos bacterianos e fungicos, caracterizando 0 processo com a presenca de
temperaturas crescentes e decompondo o material organico em minerais, agua, dioxido de
carbono e matéria organica estabilizada (SINGHE et al., 2018). O biocomposto gerado, quando
produzido de maneira correta, € um insumo de alto valor para a producéo agricola. O processo
passa por trés fases distintas. Na primeira, denominada mesofilica, com temperaturas variando
entre 20 e 45 °C, ocorre a fase latente da matéria organica, quando 0s microrganismos estdo se
adaptando ao ambiente em que foram alocados; j& na segunda fase, a termofilica, ha expressiva
atividade microbiologica, com temperaturas acima de 45 °C e inferiores a 65 °C. Temperaturas
abaixo deste intervalo ndo destroem patdgenos e, acima, finalizam ou retardam o processo; na
terceira fase, de resfriamento, a temperatura se estabelece um pouco acima da ambiental. Essa
fase do processo é mais lenta, e é quando acontece a mineralizacdo da matéria organica, até
guando o composto se estabiliza, atingindo a quarta fase, a de maturacdo (SCHALCH V.;
MASSUKADO L. M.; BIANCO C. I., 2015).

A técnica de compostagem é uma alternativa as formas usuais para destinacao de
cadaveres, como a deposicdo em fossas, enterramento, abandono ao ar livre e incineracdo, que
podem poluir solo, &gua e ar, e ainda predispor a disseminacdo de doencas (OTENIO; CUNHA,;
ROCHA, 2010). De acordo com Cancelado (2014), além da temperatura, outros parametros sao
de relevancia de mesmo teor para que o desenvolvimento do composto pelo processo de
compostagem ocorra de modo adequado. Entre esses fatores, podem ser citados: aeragéo,
umidade, pH, relacdo carbono e nitrogénio e, notoriamente, a microbiologia da compostagem.

No entanto, métodos tradicionais de descarte, como a incineracdo e o enterro,
apresentam limitacGes significativas. A incineracdo, embora eficaz na destruicao de patdgenos,
envolve altos custos operacionais e logisticos, além de emitir gases poluentes que podem
impactar negativamente o meio ambiente (ZHANG et al., 2021). O enterro, por sua vez, ndo
garante a inativacdo do patdgeno e tem, como consequéncia, a disseminacdo de microrganismos
no solo e nas aguas subterraneas (KWON et al., 2017).

A esporotricose € uma doenca causada pelo fungo do género Sporothrix, que
possuia alta incidéncia sobre trabalhadores da terra, pelo fato de este microrganismo ter seu

habitat no solo, em plantas e em matéria organica em decomposi¢do (COLOMBO, 2022).
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Ao longo das ultimas décadas, o fungo vem se adaptando como parasitos de gatos
domeésticos, de modo que esta espécie tem sofrido danos clinicos severos e de dificil tratamento,
além de serem os principais transmissores da esporotricose no ciclo zoonotico, tornando este
quadro um importante problema de saude unica. Segundo Almeida-Paes et al. (2015), para
sucesso da infecgdo, € necessario que a cepa fungica tenha fatores de viruléncia, destacando-se
a termotolerancia, quando o fungo resiste a temperaturas maiores que 37 °C, e, somente assim,
¢ capaz de percorrer o sistema linfatico do hospedeiro. Além disso, a incidéncia de fungos
resistentes a medicamentos tem aumentado de forma geral, o que destaca a urgéncia de se
encontrar alternativas para combater as infec¢Bes fungicas. Igualmente, é crucial adotar
medidas preventivas, como o descarte adequado de cadaveres contaminados e a intervengdo no
ciclo de vida do parasito, especialmente no que diz respeito aos cuidados com o0s gatos,
principais portadores da esporotricose em sua forma zoonética (GARCIA-CARNERO et al.,
2022).

Diante dessas limitagdes, a compostagem surge como uma alternativa
ecologicamente e economicamente viavel. Este processo, quando conduzido de forma
adequada, pode alcancar temperaturas elevadas suficientes para inativar patégenos como
Sporothrix spp., transformando os residuos organicos em um biocomposto util para a
agricultura. A compostagem, além de ser uma solugdo mais acessivel financeiramente, promove
a reciclagem de nutrientes e minimiza o impacto ambiental associado ao descarte de residuos
bioldgicos perigosos.

Enterrar os cadaveres dos animais mortos em decorréncia da esporotricose pode se
configurar como um grande problema para a sociedade devido a disseminacao fungica (SILVA
etal., 2012), e, somado a isso, S0 escassos 0s numeros de pesquisas sobre impactos ambientais
e riscos a saude ocasionados por essa pratica (MENEZES W. B., 2021). Entretanto, dentro dos
requisitos de boas praticas para lidar com esse tipo de residuo sélido, a acdo correta passa pelo
acondicionamento de cadaveres em saco plastico branco leitoso, identificado com o simbolo
adequado, que mostre se tratar de um material que oferece risco bioldgico, sendo mantido sob
refrigeracdo até o momento da realizacdo da incineragdo (SILVA et al., 2012).

A incineracdo, em sintese, € a queima dos residuos organicos a temperaturas que
podem alcangar 1.250 °C, até atingir a combustdo completa, de modo que os gases gerados na
reacao sdo oxidados a COz e H20, reduzindo a praticamente zero a existéncia de moléculas com
grande numero de atomos nocivos. Apesar do bom funcionamento do processo, ele possui
desvantagens, como altos custos de investimentos, de operacdo e manutencao; necessidade de

mé&o de obra qualificada; problemas operacionais; inviabilidade com residuos de menor poder
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calorifico, havendo necessidade de combustdo auxiliar; metais tdxicos podem ficar
concentrados nas cinzas (BERTICELLI; PANDOLFO; KORF., 2017).

Diante do exposto, este estudo buscou avaliar a compostagem como uma forma
alternativa de descarte de cadaveres de gatos contaminados com esporotricose, considerando
que 0 processo atinge temperaturas superiores as temperaturas maximas relatadas como limite
para crescimento de Sporothrix spp., que giram em torno dos 40 °C (FERREIRA, 2018). Essa
indicacdo se da devido a eficacia da compostagem para alcance de temperaturas acima dos 50
°C e pelo fato de o procedimento ser menos oneroso, pensando especialmente nas populagdes
mais carentes, quando este quesito € mais preponderante. Para avaliar a eficicia da inativacéo
fangica pelo processo de compostagem, foram construidas cinco composteiras, sendo
monitoradas diariamente as temperaturas durante a compostagem, efetuando-se a coleta e a
cultura de amostras organicas para verificar a inativacdo do Sporothrix spp. em meio ao
composto.

Para garantir a seguranca do processo de compostagem e oferecer um servico a
sociedade, aproximando a academia do publico, foi elaborado um Procedimento Operacional
Padrdo (POP) para o manuseio de carcacas de gatos com esporotricose durante a compostagem
(CAPITULO 3).

1.1 Justificativa

As zoonoses sdo um problema de saude Unica, uma vez que podem afetar, em algum
grau, o meio ambiente, os animais e 0s seres humanos. O caso da esporotricose ndo se difere,
apresentando justamente essa caracteristica. Os custos emocionais e financeiros tém se
mostrado elevados, uma vez que os tratamentos ocorrem por longos periodos, e a manifestacao
clinica do paciente pode se apresentar de maneira grave (SILVA et al., 2024).

Deste modo, tdo importante quanto o aprimoramento dos tratamentos € a acédo
preventiva, pretendendo reduzir ocorréncias futuras desta doenca. Dentre as formas
preventivas, a adequada destina¢do das carcagas contaminadas reduz a perpetuacdo do fungo
no ambiente e, consequentemente, reduzird os novos casos de infeccdo. De acordo com
Fernandes (2020 apud OMS 2017), para cada real investido em saneamento, 0 governo chega
a economizar cerca de R$ 9,00 em saude. Assim, com as ac¢les preventivas, a gestdo estaria
condizente com os pilares da sustentabilidade econémica, social e ambiental.

A compostagem de cadaveres felinos contaminados com esporotricose contribui

diretamente para diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela



24

ONU. Especificamente, a compostagem esta alinhada com o ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ao
prevenir a disseminagéo de doengas zoon6ticas, e com o0 ODS 6 (Agua Potavel e Saneamento),
ao promover 0 manejo seguro de residuos biologicos que poderiam contaminar o solo e 0s
recursos hidricos. Além disso, a compostagem contribui para o0 ODS 12 (Consumo e Producéo
Responsaveis) e 0 ODS 15 (Vida Terrestre), ao transformar residuos perigosos em compostos
Uteis para a agricultura, fechando o ciclo de nutrientes de forma sustentavel e minimizando a
necessidade de técnicas como a incineracdo, que possuem altos custos e impactos ambientais
negativos. Dessa forma, a pratica da compostagem ndo sO atende as necessidades de
biosseguranca, mas também promove a economia circular, reutilizando residuos que, de outra
forma, seriam descartados de maneira menos sustentavel.

Este estudo propde a compostagem como alternativa para o descarte de cadaveres
de gatos com esporotricose. Essa abordagem esta alinhada a linha de pesquisa Tecnologias
Ambientais, do Mestrado em Sustentabilidade e Tecnologia Ambiental do IFMG-Bambui, e

contribui diretamente para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU.
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2 PROBLEMA

A disposicdo inadequada de cadaveres de felinos infectados por Sporothrix spp.
constitui um desafio critico para a saude publica, 0 bem-estar animal e a preservacao ambiental,
uma vez que pode favorecer a persisténcia e disseminagdo do patdgeno no ecossistema.
Métodos tradicionais de descarte, como 0 enterro e a incineracdo, apresentam restricdes
significativas, incluindo elevado custo operacional e impactos ambientais adversos.

Diante desse cenario, a compostagem pode ser considerada uma alternativa
sustentavel, como estratégia segura e eficiente na reducdo da propagacdo do patdgeno,
garantindo a biossegurancga do composto final e minimizando os riscos sanitarios e ambientais

associados ao manejo desses residuos?



26

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficicia e a seguranca ambiental da compostagem como método de
manejo de cadaveres de felinos infectados por Sporothrix spp., visando reduzir a propagacao

do patégeno e proteger a saude humana, animal e ambiental.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficacia da compostagem na inativacdo de Sporothrix spp. em
cadaveres de felinos contaminados, considerando a influéncia da temperatura ao longo do
tempo;

e Realizar andlises microbioldgicas do composto resultante, determinando a
viabilidade residual de Sporothrix spp.;

e Efetuar andlises quimicas do composto resultante, especificando as
caracteristicas quimicas do biocomposto;

e Desenvolver e validar um Procedimento Operacional Padrdo (POP) para a
compostagem segura de cadaveres contaminados, garantindo a replicabilidade do método e a

seguranca ambiental e sanitaria.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Esporotricose

A esporotricose € uma doenca causada pela infeccdo de fungos do género
Sporothrix. Esse fungo foi descrito a primeira vez h4 mais de um século (Figura 1) pelo
estudante de medicina Benjamin Schenck (OLIVEIRA, 2009; BARROS et al., 2010;
FERREIRA, 2018).

Figura 1 - Linha do tempo - evolucédo da esporotricose
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Cronograma dos principais eventos inovadores que contribuiram aos 120 anos de histdria da esporotricose
humana e animal. Apesar de uma doenca centenéria, o surgimento do Sporothrix brasiliensis como
principal agente durante a esporotricose felina, doengas epizo6ticas e consequente transmissao zoonotica
no Sul e Sudeste do Brasil s6 foi observado em décadas recentes (1998-2020).

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2020
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Mesmo apés todo esse tempo de conhecimento, a esporotricose ainda pode ser
considerada uma doenga emergente em varias regiées do mundo (Figura 2), especialmente no
Brasil (Figura 3), no que diz respeito as Gltimas décadas (GREMIAO et al., 2017).

Figura 2 - Casos de esporotricose felina em todo o mundo, 1952-2016.
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Desde meados do século 20, a esporotricose felina ocorre tipicamente em casos isolados e pequenos surtos, e
apenas alguns relatos de transmissao zoonotica foram descritos na literatura. A regido Sudeste do Brasil possui o
maior nimero absoluto de casos com prevaléncia esmagadora de S. brasiliensis durante surtos epizoéticos. Fora
do Brasil, a maioria dos casos felinos se deve ao agente classico S. schenckii.

Fonte: Adaptado de GREMIAO et al., 2017.



Figura 3 - Evolucgéo dos casos de esporotricose felina no Brasil, 1950-2022.
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Sporothrix sp. € um fungo termodimorfico, que apresenta diferentes formas quando

presente no ambiente na forma parasitaria. No ambiente, esse fungo pode ser encontrado no

solo, em plantas e em materiais em decomposi¢éo na sua forma micelial, quando a temperatura

se mantém em torno dos 25 °C. No hospedeiro, o fungo permanece na forma leveduriforme,
podendo suportar temperaturas acima dos 40 °C (Figura 4) (ETCHECOPAZ, 2021.; CAMPOS,

R. M. S., 2022).



Figura 4 - Termodimorfismo Sporothrix spp. visto & microscopia eletrénica
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Quando crescido em meio Sabouraud sélido (25 °C), exibe coldnias com superficie rugosa e coloragdo
variando do branco ao creme, com bordas regulares. Ao crescer a 37 °C, surgem células leveduriformes
também com coloragdo branca/creme. Nas microscopias a esquerda (25 °C), estdo interessados como
hifas, hialinas e septadas, onde os conidios com crescimento simpodial estdo fixados. Na imagem a
direita, observamos as leveduras (37 °C) com formato oval ou de bastdo, medindo em torno de 5 um.

Fonte: Adaptado de CAMPOS, R. M. S., 2022
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Vérias espécies cripticas sao descritas como patogénicas (Figura 5), sendo as

principais: S. globosa, muito comum no continente asiatico; S. mexicana, relatada no México

e em alguns paises Europeus; e, especialmente, S. brasiliensis, que esta se disseminando pela

América do Sul a partir do Brasil, cursando com quadros graves da doenca, principalmente nos

gatos, seu principal hospedeiro, e em humanos (Figura 6) (ZHANG et al., 2015).
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Figura 5 - Distribuicdo geografica das espécies de Sporothrix spp.
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Distribuicdo geografica da esporotricose causada por S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa segundo relatos de
casos publicados ao longo de 70 anos, em comparagdo com isolados sequenciados e com expressdo de
probabilidades estatisticas de que a espécie endémica prevalente relatada em publicagdes historicas sem dados de
sequéncia. As amostras foram categorizadas como espécimes sequenciados e nao sequenciados. Os tamanhos das
circunferéncias sdo aproximadamente proporcionais ao nimero de casos/cepas incluidos. Os nimeros relatados
dentro das pizzas denotam o nimero de cepas examinadas. Principais areas endémicas indicadas por linhas
pontilhadas.

Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2015.

No Brasil, a partir da década de 1990, a esporotricose passou a ser uma importante
zoonose, criando um grave problema de satde publica no Rio de Janeiro (DA SILVA et al.,
2012; FERREIRA, 2022). A partir de entdo, a doenca se espalhou para diversas regides do pais
e até outros paises da América do Sul, como Argentina e Chile (ESCOBAR, RAMOS, ROJAS.,
2024; ETCHECOPAZ, 2021). Nesse cenario, a esporotricose deixou de ser uma doenca
ocupacional. A maioria dos casos, que eram decorrentes do trabalho com a terra (OROFINO-
COSTA et al., 2017; BATISTA, 2023), passaram a ser urbanos. O gato doméstico passou a
atuar como o principal disseminador da doenca, uma vez que 0 agente etiologico se adaptou
muito bem a essa espécie (BISON; PARENTONI; BRASIL., 2020). Contudo, apesar da doenca
ganhar um carater mais urbano, ela ainda deve ser considerada como ocupacional, pois atinge,

substancialmente, médicos veterinarios (COSTA, 2023).
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Figura 6 - Distribuicéo global do Sporothrix spp.
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A recente distribuicdo global de espécies de Sporothrix representa um risco substancial para a saude publica.
Observe que as diferentes espécies tém uma distribuicdo geogréafica muito particular, sendo S. brasiliensis
um fungo restrito ao Sul e Sudeste do Brasil até meados de 2010. Por outro lado, S. globosa € uma espécie
emergente na Asia, embora seja encontrada com menos frequéncia em outras partes do mundo, como nas
Américas e na Europa. A pesquisa é baseada, principalmente, em uma série de dados publicados na literatura.

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2020.

Dentre as medidas de controle, existem as a¢des socioeducativas para a populagéo,
principalmente na conscientizag¢do da tutoria responsavel, uma vez que 0s gatos possuem vida
semidomiciliada, tendo contato com diversos outros animais e com o meio ambiente, estando
susceptiveis as doencas infecciosas, como € o0 caso da esporotricose, que ainda € uma doenca
zoondtica (BISON; PARENTONI; BRASIL., 2020).
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O tratamento da doenca e o0 adequado descarte do cadaver do animal quando vem a
Obito devido a esporotricose sdo medidas que contribuem para reduzir a propagacao da doenca.
Quanto ao tratamento, diversas abordagens podem ser utilizadas, como a resseccdo cirargica da
lesdo, a utilizacdo dos farmacos Fluconazol, Terbinafina e Anfotericina B, associados a
termoterapia local. Todavia, o farmaco de eleicdo para o tratamento da esporotricose felina e
humana tem sido o Itraconazol, na dose de 100 mg/dia (LYRA et al., 2021). Em relacdo ao
descarte, ha relatos de tutores que, apds o Obito de seu gato infectado pelo Sporothrix spp.,
enterram ou abandonam seus cadaveres em terrenos baldios, o0 que pode favorecer a propagacgéo
do fungo no meio ambiente (DUVAL, 2019). De acordo com Silva et al. (2012); Santos (2018);
Duval (2019), a adequada forma de descarte de material contaminado com secregdes e sangue,
juntamente com os cadaveres, deve ser em saco branco leitoso com simbolo de risco bioldgico,
encaminhado, em seguida, para incineracdo. Essa demanda pode ser levada as clinicas

veterinarias e, principalmente, ser acionado o servigo de zoonose.

4.2 Compostagem e inativacdo microbiolégica

Segundo Pillai; Ricke (2002), as principais origens de patdgenos presentes em
residuos animais advém do trato intestinal dos animais. A quantidade e as variedades de
patdégenos humanos encontrados variam conforme a espécie animal, a localizacdo geografica
da propriedade e as caracteristicas fisico-quimicas dos residuos.

A compostagem é um processo controlado de decomposicdo aerébica e
estabilizacdo da matéria organica. Esse processo ocorre em condi¢fes que permitem a elevacao
da temperatura acima de 50 °C devido a producéo de calor por atividade bioldgica. O resultado
é um produto final estavel, higienizado, rico em compostos humicos e seguro para uso no solo,
sem causar danos ao meio ambiente. Esse método de sanitizacdo satisfatorio de cadaveres é
uma solucéo ja utilizada em setores como a avicultura, suinocultura e bovinocultura (ORRICO
JUNIOR et al., 2010; MURRAY et al., 2007; OTENIO et al., 2010 apud SOUZA et al., 2019).

Conforme Heck (2013); Souza (2019), a legislacdo brasileira ndo estabelece
parametros especificos para as caracteristicas microbioldgicas ou fisicas no processo de
compostagem de residuos animais. Contudo, alguns estudos adotam as diretrizes estabelecidas
pela Resolucdo 375/2006 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), que diz:
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“...desde que a biomassa atinja uma temperatura minima de 40°C, durante pelo menos
cinco dias, com a ocorréncia de um pico de 55 °C, ao longo de quatro horas sucessivas
durante este periodo” (BRASIL, 2006).

A compostagem passa por quatro fases distintas (Figura 7). A primeira € a fase
mesofilica, em que as temperaturas sdo moderadas (até aproximadamente 40 °C) e dura entre
dois e cinco dias. Em seguida, vem a fase termofilica, durante a qual a temperatura do material
sobe acima de 40 °C, acelerando a degradacdo; pode durar de alguns dias a até
aproximadamente quatro meses. A terceira € a de resfriamento, marcada pela reducdo da
temperatura até niveis proximos a temperatura ambiente. Finalmente, na fase de maturacao, o
composto se estabiliza completamente, resultando em um material humificado e isento de
toxinas (VILHENA, 2018).

Figura 7 - Fases de um processo de compostagem
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Valente et al. (2009); Bidone (2001); de Jesus (2018) afirmam que, devido a
compostagem ser um processo puramente microbiolégico, a sua eficiéncia depende da acdo e
interacdo de microrganismos, os quais séo dependentes da ocorréncia de condi¢des favoraveis,
como a temperatura, a umidade, a aeracdo, o pH, o tipo de compostos organicos existentes, a

relacdo carbono/nitrogénio (C/N), a granulometria do material e as dimensdes das leiras.
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4.2.1 Umidade

A presenca de agua é essencial para o adequado desenvolvimento do processo de
compostagem. Sendo um processo biologico, a dgua é crucial para as necessidades fisiologicas
dos microrganismos. Em teoria, o nivel de umidade ideal para promover a decomposic¢do dos
residuos organicos seria de 100%. No entanto, na pratica, busca-se equilibrar e manter a
umidade da massa de compostagem entre 40% e 60% (Figura 8) (MERKEL,1981; INACIO &
MILLER, 2009 e PEREIRA NETO, 2007).

Figura 8 - Nivel de umidade no processo de compostagem e no produto acabado
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Fonte: Vilhena, 2018

4.2.2 Aeracgéo

A compostagem aerdbica precisa de oxigénio ou ar para atender a necessidade de
oxigénio dos microrganismos durante a primeira e segunda fases do processo, além de ajudar a
controlar a umidade e a temperatura do material que estd sendo compostado (PAIVA, 2008).
Parte dessa energia € consumida no metabolismo dos microrganismos, enquanto o restante €
liberado em forma de calor. A aeracdo também atua como um método para controlar a
temperatura, reduzir a emissdo de odores e, assim, aumentar a eficiéncia do processo (DE
JESUS, 2018).
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4.2.3 Temperatura

A temperatura desempenha um papel crucial, especialmente na velocidade de
biodegradacao do material e na inativacdo de patdgenos presentes no inicio do processo. Manter
uma temperatura elevada (entre 50 e 75 °C) no inicio do processo, com um tempo de exposicao
adequado, é essencial para eliminar certas espécies (Tabela 1) (DAL BOSCO, 2017).

Tabela 1 - Tempo de contato (minutos) e temperatura (°C) para a destruigdo de alguns
microrganismos patogénicos

Microrganismo Tempoecr:f;Itura ( Ir?w?n?;)
Salmonella typhy 46 30

Salmonella spp. 60 15a30
Shigella 55 60

Escherichia coli 60 15a20

Entamoeba histolytica 68 instantaneo

Taenia saginata 71 5
Trichinella spiralis 50 60
Necatur americanus 45 50
Brucella abortus 45 50
Estreptococos fecais 70 60
Coliformes fecais 70 60
Ascaris spp. 55 60

Fonte: Adaptado de EPA (1986 apud SILIA, 2015)

4.2.4 Granulometria

O tamanho das particulas dos materiais destinados a compostagem influencia
significativamente o processo. Particulas menores oferecem uma maior superficie para a acéo
microbiana, o que acelera a decomposi¢do e aumenta a eficiéncia do processo. Contudo, se as
particulas forem muito pequenas, podem se compactar, prejudicando a aeracdo essencial para a
compostagem (KIEHL, 1985).
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4.2.5pH

O pH do composto pode servir como indicador do estagio de compostagem de
residuos organicos. Segundo a literatura, ocorre uma queda inicial do pH para aproximadamente
5,0 nas primeiras horas do processo de compostagem. Posteriormente, a medida que 0 processo
evolui e o composto se estabiliza, observa-se um aumento gradual do pH, alcangando valores
finais entre 7 e 8 (REZENDE, 2015). A faixa de pH considerada 6tima para 0s microrganismos
responsaveis pela compostagem varia de 5,5 a 8,5. Valores extremos de pH no inicio do
processo podem resultar em uma diminuicdo da eficiéncia e atrasar a decomposi¢do em alguns
dias. No entanto, ao final do processo, o pH tende a se estabilizar na faixa de 7,0 a 8,5, indicando

condicdes ideais para a conclusdo eficiente da compostagem (FIALHO, 2005; KIEHL, 1985).

4.2.6 Relagdo C/N

Esses dois elementos quimicos desempenham papéis essenciais na atividade
microbiana, pois o carbono € a principal fonte de energia, enquanto o nitrogénio é fundamental
para a respiracdo celular. Essa relacdo € um indicador das diferentes etapas do processo de
compostagem, em que, inicialmente, a absor¢do segue uma proporcdo de, aproximadamente,
30 partes de carbono para uma de nitrogénio, reduzindo-se para 10 partes de carbono para uma
de nitrogénio ao final. Na fase inicial, a microbiota consome trinta partes de carbono para cada
parte de nitrogénio. O carbono assimilado é utilizado como energia, com dez partes
transformadas de mineral para forma organica e incorporadas ao protoplasma celular dos
organismos, enquanto as outras vinte partes sdo liberadas na atmosfera como didxido de
carbono (KIEHL, 1985).

4.3 Parametros quimicos gerais do solo

A anélise dos parametros quimicos do solo, como pH, teores de calcio (Ca),
magnésio (Mg), fosforo (P) e potéssio (K), é fundamental para se compreender a fertilidade e a
salde do solo, influenciando diretamente a produtividade agricola. A importancia desses
nutrientes na fertilidade do solo € amplamente reconhecida. Por exemplo, o calcio e 0 magnésio
desempenham papéis cruciais na formacdo de agregados do solo, melhorando sua estrutura

fisica e facilitando a aeracdo e a drenagem. Além disso, o fosforo é essencial para o
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desenvolvimento radicular e a floragdo das plantas, enquanto o potéassio atua na regulagao
osmatica e na ativagdo de enzimas (MOREIRA; HEINRICHS; FREITAS, 2008).

4.3.1 pH do Solo

A classificagdo quimica e agronémica do pH do solo é uma ferramenta crucial para
se entender a acidez ou alcalinidade de um solo, influenciando diretamente a disponibilidade
de nutrientes essenciais para as plantas e, portanto, a produtividade agricola. O pH do solo é
definido como a medida da concentragdo de ions de hidrogénio (H*) presentes na solugdo do
solo. Ele pode ser classificado em trés categorias principais: acido, neutro e alcalino, com base
no valor do pH (RALJ et al., 2001).

4.3.1.1 Classificagdo Quimica do pH

A classificacdo do solo quanto ao pH é um fator determinante para a disponibilidade
de nutrientes essenciais as plantas. Solos com pH inferior a 7 sdo considerados acidos, uma
condicdo resultante do aumento da concentracdo de ions de hidrogénio (H") na solugéo do solo.
Essa acidez pode comprometer a absorgdo de elementos essenciais, como célcio (Ca), magnésio
(Mg) e fésforo (P), influenciando negativamente o desenvolvimento vegetal. Para mitigar esse
efeito, a aplicacdo de corretivos, como o calcéario, € uma pratica comum, promovendo a
elevacdo do pH e melhorando a fertilidade do solo. Quando o solo apresenta pH igual a 7, €
classificado como neutro. Essa condi¢cdo favorece um equilibrio quimico adequado para a
disponibilidade e absor¢do dos nutrientes, proporcionando um ambiente propicio ao
crescimento das plantas e adequado para uma ampla gama de culturas agricolas. Por outro lado,
solos com pH superior a 7 sdo denominados alcalinos. A alcalinidade decorre da presenca de
compostos que elevam a concentracdo de ions hidroxido (OH), o que pode limitar a
disponibilidade de nutrientes como ferro (Fe), manganés (Mn) e fésforo (P), afetando a nutricdo
vegetal. Para reduzir a alcalinidade e restabelecer a disponibilidade de nutrientes, a aplicagéo
de agentes acidificantes, como o enxofre elementar, pode ser recomendada (SOUSA,
LOBATO, 2004).

4.3.1.2 Classificagdo Agronémica do pH
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Do ponto de vista agronémico, a classificagdo do pH do solo estd diretamente
relacionada a sua adequacdo para o cultivo vegetal, influenciando a escolha dos corretivos e as
praticas de manejo agricola. Solos com pH entre 4,0 e 5,5 sdo predominantemente encontrados
em regides tropicais e subtropicais, onde a elevada lixiviacdo favorece a acidificacdo. Embora
algumas leguminosas sejam adaptadas a essas condicOes, a acidez excessiva pode limitar a
disponibilidade de nutrientes essenciais, exigindo a aplica¢do de corretivos, como o calcério,
para elevar o pH e melhorar a fertilidade. Ja a faixa de pH entre 5,5 e 7,0 é considerada ideal
para a maioria das culturas agricolas, pois proporciona um equilibrio adequado na
disponibilidade de nutrientes e favorece a atividade bioldgica do solo, sendo minima ou
inexistente a necessidade de correcdo em valores proximos a 6,5. Por outro lado, solos com pH
entre 7,0 e 8,5 sdo classificados como alcalinos, podendo apresentar restricdes para diversas
culturas, devido a menor solubilidade de micronutrientes como ferro (Fe), zinco (Zn) e
manganés (Mn). Nesse caso, 0 manejo pode envolver a aplicacéo de acidificantes, como acidos
organicos ou enxofre elementar, além da selecdo de espécies vegetais adaptadas a essas
condi¢des. Dessa forma, compreender a influéncia do pH na dinamica do solo e no
desenvolvimento vegetal é essencial para a implementacédo de praticas agricolas mais eficientes
e sustentaveis (SOUSA; LOBATO, 2004; NOVAK et al., 2021; SCREEN AGRO, 2024).

4.3.2 Calcio (Ca) e Magnésio (Mg)

Caélcio e magnésio sdo cations basicos que contribuem para a inativacdo da acidez
do solo e sdo essenciais para o crescimento das plantas. A disponibilidade desses nutrientes esta
associada a soma de bases (SB) e a capacidade de troca catidnica (CTC) do solo. Pesquisas
indicam que areas com diferentes usos do solo apresentam variacdes nos teores de Ca e Mg,
refletindo as préaticas de manejo adotadas (NOVAK et al., 2021); (SANTOS; GONTNO;
NICOLE, 2012).



40

4.3.3 Fosforo (P)

O fosforo € um nutriente vital para o desenvolvimento radicular e a floragdo das
plantas. Entretanto, sua mobilidade no solo € limitada, tornando sua distribuicdo espacial
bastante heterogénea. Estudos de variabilidade espacial mostram que os teores de P podem
apresentar alta variabilidade, influenciada por fatores como adubacdo e caracteristicas
intrinsecas ao solo (SANTOS; GONTIJO; NICOLE, 2012).

4.3.4 Potéssio (K)

O potassio atua na regulacdo osmdtica e na ativacéo de enzimas nas plantas. Assim
como o fdsforo, o K pode apresentar distribuicdo espacial variavel no solo. Pesquisas
demonstram que os teores de K podem ser classificados como elevados em determinadas areas,
refletindo praticas de adubacdo especificas e manejo do solo (SANTOS; GONTIJO; NICOLE,
2012).

4.4 Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel — ODS

De acordo com a NagGes Unidas — Brasil (2024), os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel representam um chamado mundial para eliminar a pobreza, preservar 0 meio
ambiente e o clima e assegurar que todos, em qualquer lugar, possam viver em paz e
prosperidade.

Ao todo, somam-se 17 objetivos (Figura 9) arrojados e interdependentes que tratam
das principais questdes de desenvolvimento enfrentadas por pessoas no Brasil e ao redor do

mundo.
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Figura 9 - Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU
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Fonte: Adaptado de Na¢6es unidas — Brasil, 2024.

Dentre 0s 17 objetivos, o de numero seis trata das questfes de saneamento, que tém
sido um desafio na gestdo nacional. Segundo o SNIS (Sistema Nacional de Informagfes em
Saneamento Basico) (2020), 93,4% da populacdo urbana possuem abastecimento de dgua, com
0 agravante de que 40,1% da &gua potavel disponibilizada ndo sdo contabilizados ou sdo
perdidos na distribuicdo. Apenas 63,2% possuem atendimento de coleta de esgoto sanitario, e
somente 50,8% do esgoto gerado no pais sdo tratados. Da populacdo urbana, 98,7% tém coleta
domiciliar dos residuos solidos, contudo, 14,6% dos residuos solidos urbanos coletados séo
dispostos em lixdes, e apenas 36,3% dos municipios brasileiros possuem coleta seletiva.

Um saneamento precério esta diretamente ligado ao maior risco de doencas para a
populacdo, como € o caso da esporotricose, que, de acordo com Silva et al. (2012), na ultima
década, havia se tornado evidente como uma doenca urbana na regido metropolitana do estado
do Rio de Janeiro, especialmente em areas com infraestrutura e saneamento deficientes.

Assim, 0s objetivos estdo interligados, ou seja, 0 saneamento precario esta
diretamente ligado a pessoas em estado de maior vulnerabilidade. Como dito por Vieira (2023),
a pobreza intensifica a disseminacéo de zoonoses por varios fatores, resultando na auséncia de
saneamento basico, no dificil acesso aos servicos de salde e na falta de acesso a informacéo.

O aumento no surgimento de doengas infecciosas tem sido relacionado a pressao
humana sobre o meio ambiente. A destruicdo de habitats, a poluicdo, a extin¢do de espécies, a
propagacdo de espécies invasoras e as mudancas climaticas sao exemplos dessa pressdo, que
pode facilitar o aparecimento de novas doencas ou a disseminacao de patdgenos para fora de

seus ambientes naturais. Aproximadamente dois tergos das doencas infecciosas emergentes sao
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zoondticas, com cerca de 70% delas originando-se de animais selvagens. Nesse contexto, o
conceito de salde Unica torna-se cada vez mais utilizado. Salde Unica é definida como um
esforco colaborativo e multidisciplinar, operando em niveis locais, nacionais e globais para
garantir a satide ideal para humanos, animais e o meio ambiente (CARVALHO; GUIMARAES,
2021).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Composteira-piloto e composteiras em triplicata

Neste estudo, visou-se verificar a capacidade de inativacdo do fungo do género
Sporothrix, presente nos cadaveres de gato doméstico (Felis silvestris catus), por meio do
processo de compostagem estatica com aeracdo passiva e a avaliacdo das caracteristicas
quimicas do composto.

Todos os cadaveres deste experimento vieram do Centro de Controle de Zoonoses
do municipio de Contagem. Os animais recebidos por este setor publico eram previamente
diagnosticados com esporotricose. Ainda assim, ap0s periodo de estadia, os cadaveres
congelados foram submetidos a exame citolégico e de cultura fangica para confirmacdo do
diagndstico antes que fossem transportados para 0 municipio de Bambui.

A conducdo do experimento ocorreu em um galpdo nas dependéncias do Instituto
Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais (IFMG) - Campus Bambui. Esse
galpdo possuia barreira fisica impedindo o0 acesso de humanos e animais, como aves e cées que
circulam pelo instituto, conferindo biosseguridade ao experimento. O processo de
compostagem foi realizado em estrutura de alvenaria com dimensdes internas de 400x600x600
mm, seguindo dois modelos de composicao estrutural da compostagem.

O primeiro modelo, que serviu como projeto-piloto, foi realizado empiricamente
conforme alguns modelos utilizados em descarte de aves, em que € forrada uma base de 5 cm
de altura com casca de arroz; acima desta camada, foram despejados outros 5 cm de cama de
frango e, sobre essa camada, foi depositado o cadaver a ser decomposto. Em seguida, 0s
cadaveres foram cobertos por cama de frango até uma altura de 5 cm acima deles e, por fim,
outra camada de 5 cm de casca de arroz. A escolha dessas camadas baseou-se na necessidade
de proporcionar uma adequada aeracdo e drenagem, além de criar uma barreira fisica que
ajudasse na retencdo de calor, essencial para atingir as temperaturas necessarias a inativacéo de
patégenos (OTENIO et al., 2010).

O segundo modelo foi realizado em triplicata com a composic¢do estrutural
semelhante a utilizada por Irfan et al. (2020): 1:10 partes em peso de casca de arroz como agente
de volume, 1 parte em peso do cadaver de gato, 2 partes em peso de cama de frango, e 1/2 parte
de agua em peso (Figura 10). Apenas um cadaver de gato previamente diagnosticado com

esporotricose foi compostado em cada uma das trés composteiras.
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Figura 10 - Composicdo estrutural das composteiras e identificacdo dos pontos de aferi¢do de
temperatura
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Fonte: O autor

A escolha dos tempos de compostagem foi baseada em estudos anteriores, que
indicam que a fase termofilica, necessaria para a inativacdo de patdégenos, pode durar de varias
semanas a meses (SCHALCH et al., 2015). Por isso, as composteiras foram mantidas por 205
dias, no caso do piloto, e 170 dias nas demais, para garantir que todas as fases da compostagem
fossem completas. A temperatura foi monitorada duas vezes ao dia, em cinco pontos distintos,
a uma profundidade de 12 cm (Figura 10), pelo periodo de 115 dias na composteira-piloto e 86
dias nas demais. Posteriormente a esse periodo, as composteiras ndo foram manuseadas por 60
dias. Apds esses dois meses, elas foram revolvidas uma vez por semana no periodo de quatro
semanas. Em seguida, uma fracdo do composto de cada uma foi coletada para que fossem
realizadas as analises quimicas, as quais ocorreram no Laboratério de Solos do IFMG-Bambui.

A frequéncia das coletas de amostras para analise foi definida com base na
literatura, que sugere que a maioria dos patégenos, incluindo fungos, pode ser inativada em
temperaturas superiores a 50°C em um periodo continuo de alguns dias a semanas (SOUZA et
al., 2019). As coletas iniciais foram planejadas para 24 horas ap6s o inicio da compostagem,
seguidas de coletas periddicas durante o periodo termofilico, para avaliar a persisténcia de
Sporothrix spp. No 15° dia de compostagem do piloto, uma amostra biolégica foi coletada com
swab esteril sobre o local onde se encontravam as lesdes no cadaver e mantida em meio Stuart

até o momento de se realizar a cultura fingica. Esta cultura foi realizada pelo Laboratério de
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Biologia Molecular e Micologia (LABIOMIC) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), utilizando-se o0 meio Mycosel, que apresenta alta seletividade e isola Sporothrix spp.
Com as demais composteiras, as coletas comecaram apds 24 horas do inicio da compostagem
de modo idéntico, sendo que as culturas dessas amostras foram realizadas no Laboratorio de
Biologia Molecular do préprio IFMG-Bambui. Ap6s 10 dias de cultivo, as placas cultivadas
foram encaminhadas para a UFMG para averiguacao de possivel crescimento fungico.
Consideraram-se a média de valores de temperatura, o tempo de permanéncia com
valores da temperatura acima de 50 °C e os parametros quimicos do composto dos dois
modelos. A andlise quimica do composto foi realizada no Laboratério de Anélise de Solos do
IFMG-Bambui. Os valores serviram apenas como parametros, uma vez que a metodologia
utilizada pelo laboratério é especifica para solos, e ndo para compostos organicos. Como nao
h& uma padronizacdo nacional quanto aos métodos de analise, o laboratério segue na linha da
EMBRAPA, sendo certificado ha varios anos pela PROFERT. Essa analise foi solicitada a fim
de se avaliar o potencial desse composto para incorporacdo segura ao solo, dando, assim,

destino adequado para o residuo sélido gerado ap6s a compostagem.

5.2 Compostagem dos fragmentos de tecido

No segundo experimento, optou-se pela compostagem dos fragmentos de tecido
contendo lesdes indicativas de esporotricose, em vez da compostagem integral dos cadaveres.
Todas os cadaveres de felinos utilizados nesta etapa estavam sob custddia do Setor de Patologia
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para a realizagdo do experimento, foram
extraidos fragmentos teciduais compostos por pele e tecido muscular da regido correspondente
as lesdes, considerando uma margem adicional de 1 cm além dos limites aparentes da ferida
(Figura 11). Os cadaveres selecionados pertenciam a animais que haviam sido diagnosticados
com esporotricose, independentemente da causa do 6bito.

Antes da extracdo dos fragmentos, procedeu-se a técnica de imprint das lesdes,
permitindo sua anélise microscopica para confirmacdo diagndstica da esporotricose. Apds essa
etapa, foi realizada a coleta de material bioldgico com auxilio de um swab estéril, que foi
imediatamente acondicionado em meio Stuart para posterior processamento. A amostra inicial,
denominada "amostra zero", foi semeada em meio agar Mycosel e incubada a 26 °C até a
observagdo do crescimento fungico.

A metodologia empregada possibilitou a rastreabilidade dos espécimes por meio do

registro fotografico, estabelecendo correlagéo entre a lesdo macroscépica no cadaver, aimagem
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microscopica do imprint e o desenvolvimento da cultura fangica, garantindo a integridade e a

confiabilidade dos dados experimentais.

Figura 11 - Aspecto dos cadaveres durante o processo de coleta das amostras dos tecidos
lesionados suspeitos de esporotricose

Fonte: O adtor

Foram coletadas 30 lesdes, todas foram avaliadas por citologia, almejando
confirmar a presenca do fungo ao menos em 18 amostras.

O cultivo das amostras no dia zero complementaria 0s dados obtidos na primeira
andlise. Porém, como o crescimento flngico pode demorar até 10 dias, as lesdes foram para
compostagem antes desses resultados. Essa circunstancia se traduzia na possibilidade de uma
amostra estar negativa antes mesmo de ser submetida ao processo de compostagem

Em seguida, os fragmentos de tecido da regido lesionada foram acondicionados em
frascos individuais com tampa e mantidos em um cooler para se conservarem resfriados durante
o transporte entre a UFMG, em Belo horizonte, e o IFMG, localizado em Bambui. O cadaver e
os fragmentos de tecido foram compostados em estruturas de alvenaria, em um galpdo, nas
dependéncias do IFMG-Bambui, que possuia vedacdo com tela e restricdo de acesso, impedindo
que animais vagantes e pessoas adentrassem ao acaso.

Para a compostagem, utilizou-se a estrutura de Irfan et al. (2020): 1:10 partes em
peso de casca de arroz como agente de volume, 1 parte em peso do cadaver de gato, 2 partes
em peso de cama de frango e 1/2 parte de agua em peso. A compostagem das lesdes foi
precedida pela sua acomodacdo em pequenas bolsas (Figura 12), totalizando 18, produzidas
artesanalmente com tela mosquiteiro de poliéster, malha 1,6 x 4,8 mm, com dimens6es de 100
x100 mm, juntamente com uma camada de cama de frango que a envolvia. Essas bolsas foram

depositadas no mesmo nivel do cadaver, em seu entorno, e estavam ligadas a um barbante cuja
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ponta se localizava fora da composteira (Figura 13), de modo que cada bolsa pudesse ser

retirada individualmente, sem grandes manipulagdes na composteira.

Figura 12 - Modo como os tecidos lesionados extraidos dos cadaveres de gato foram
acomodados para serem submetidos & composteira

Fonte: O autor
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Figura 13 - Distribuigdo das 18 amostras dos tecidos lesionados, extraidos dos cadaveres de
gato, por toda a area da composteira

Fonte: O autor

A frequéncia de remocéo das bolsas foi definida para permitir o0 monitoramento
continuo do processo de compostagem em diferentes estagios de temperatura, permitindo a
avaliacdo da eficdcia da compostagem na inativacdo do fungo ao longo do tempo. A
temperatura foi monitorada a cada hora até que atingisse o valor minimo de 30 °C a partir do
momento em que a primeira bolsa contendo lesdo fosse removida. Desse ponto de partida, a
cada duas horas, uma nova bolsa era removida, resultando em 34 horas até que a ultima leséo
fosse retirada. Essa logistica se deu deste modo pois foi planejado que o tempo de
monitoramento estivesse entre 24 e 48 horas.

Apos a retirada de cada lesdo, elas eram transportadas do galpéo para o laboratdrio,
e la depositadas em uma placa de vidro. Com uma seringa, 4 ml de solucéo fisioldgica eram
despejados sobre a lesdo, e esta, fragmentada com um bisturi (Figura 14). Com outra seringa,
aspirava-se toda a parte liquida remanescente e, juntamente com um fragmento da lesdo, eram

semeados em tubo Falcon (Figura 15) contendo caldo Saboraud com cloranfenicol.
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Figura 14 - Tratamento dos tecidos lesionados ap06s o periodo determinado & composteira —
maceracao dos tecidos umedecidos com solucéo salina
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Fonte: O autor

Figura 15 - Tratamento da amostra ap0s periodo na composteira — maceracao dos tecidos
umedecidos com solucdo salina e inoculacdo em caldo Saboraud

Fonte: O autor
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Apos o tratamento das 18 leses, elas foram encaminhadas para a UFMG para que

fosse realizado o isolamento e cultivo.

5.3 Analise quimica do biocomposto

A andlise quimica do composto foi realizada no Laboratdrio de Andlise de Solos do
IFMG-Bambui, com o intuito de avaliar seu potencial como adubo. Devido a especificidade da
metodologia aplicada, que € voltada para a analise de solos, e ndo para compostos organicos,
0s valores obtidos serviram apenas como referéncia. Em razdo da auséncia de padronizacao
nacional para métodos de analise de compostos organicos, o laboratério adota os protocolos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), sendo certificado ha varios anos
pelo Programa de Desenvolvimento da Industria de Fertilizantes (PROFERT). Os métodos
utilizados em cada anélise estdo detalhados no ANEXO A. Destaca-se que a analise teve como
objetivo principal avaliar a viabilidade do composto como adubo, proporcionando uma
destinacdo adequada ao residuo sélido gerado apds o processo de compostagem de cadaveres

de felinos.

5.4 Andlise sensorial durante o processo de compostagem

Durante o processo de compostagem, foram realizadas, também, andlises sensorial,
visual e olfativa. Para a analise olfativa, alguns alunos foram convidados a permanecerem
préximo ao galpdo onde o experimento se desenvolvia e relatarem se percebiam algum odor. A
analise foi um tanto quanto subjetiva, mas de maior valor do que apenas a percepcao do autor,
pois, como ele lidava diariamente com as composteiras, poderia se acostumar com os odores.
Na percepcao visual, foi avaliada a presenca de moscas, roedores ou quaisquer outros vetores,
a formacdo de chorume e também o aspecto do biocomposto ao final do periodo de
compostagem.



o1

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Compostagem dos cadaveres

6.1.1 Monitoramento da temperatura

As temperaturas das composteiras foram monitoradas ao longo de todo o processo
de compostagem. Observou-se que todas as composteiras atingiram a fase termofilica, com
temperaturas superiores a 50°C (APENDICE B), que sd0 essenciais para a inativacdo de
patdégenos como Sporothrix spp. (SCHALCH et al., 2015). As composteiras em triplicata
apresentaram temperaturas maximas superiores em compara¢ao com a composteira-piloto,
mantendo-se acima de 50°C por um periodo mais prolongado (Figura 16). Para plotagem do
gréfico, utilizaram-se as médias das temperaturas dos cinco pontos aferidos nas composteiras e
também a média das duas medicGes diarias. O experimento em triplicada iniciou-se no 35° dia
de compostagem do experimento-piloto. As falhas no final do grafico representam os dias 101,

103 e 110 de compostagem, quando nao puderam ser aferidas as temperaturas.
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Figura 16 - Monitoramento da temperatura ambiental e das composteiras ao longo dos dias de
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aumento de temperatura consequente.

Fonte: O autor
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Como a temperatura ambiente também esteve sendo monitorada, tornou-se possivel
identificar que, por mais que a temperatura ambiente possa influenciar a temperatura da
compostagem, ambas possuem comportamento ndo paralelo. Essa independéncia das
temperaturas pdde ser verificada no grafico acima.

A composteira | demonstrou um comportamento independente da temperatura
ambiente pelos primeiros 25 dias de compostagem, enquanto as composteiras I, Il e 1V
seguiram, aparentemente, um comportamento independente da temperatura ambiental por
quase todo o periodo monitorado.

O comportamento das temperaturas das composteiras em triplicata é visivelmente
semelhante entre si e diferente do da composteira-piloto. Para que essa analise ndo fosse
puramente subjetiva, empregou-se um método estatistico considerando-se os primeiros 75 dias
de compostagem das quatro composteiras.

Para avaliar a significncia dessas diferengas, foi realizada uma analise estatistica
utilizando-se o teste ANOVA de uma via, cujos resultados estdo apresentados nas Tabelas 2 e
3. A anadlise revelou que, embora as temperaturas médias variem entre as composteiras, essas
variacdes ndo foram estatisticamente significativas (p > 0,01) entre as composteiras em
triplicata, mas foram entre elas e a composteira-piloto, ndo obstante, todas as composteiras
foram eficazes em alcangar temperaturas adequadas para a inativacdo de Sporothrix spp. de
maneira consistente (IRFAN et al., 2020; SCHALCH et al., 2015).

Tabela 2 - Teste de Tukey para verificar se havia diferenca estatistica significativa entre as
temperaturas das composteiras

Composteiras

I I i v

Meédias das 33 a|42,08 b|41,72 b|43.66 b
temperaturas

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (1%).

Fonte: O autor
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Tabela 3 - Teste de tukey para verificar se havia diferenca estatistica significativa entre as
temperaturas das composteiras e em relacéo a temperatura ambiental

Composteiras

I I "I v Ambiente

Medias das 133 514208 b|41,72 b|4366 b| 3035 ¢
temperaturas

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(1%).

Fonte: O autor

6.1.2 Variabilidade dos Resultados

A anélise da duracdo da fase termofilica revelou que, embora todas as composteiras
tenham atingido essa fase, a duracédo variou significativamente entre elas. A composteira-piloto,
por exemplo, manteve a temperatura acima de 50°C por um periodo mais curto do que as
composteiras em triplicata. Essas diferencas na duracdo da fase termofilica podem ter um
impacto direto na eficécia da inativacao de Sporothrix spp., pois a inativacdo de patégenos esta
diretamente relacionada tanto a temperatura quanto ao tempo de exposicao a essas temperaturas
elevadas (FERNANDES et al., 2020).

Para compreender melhor essa variabilidade, foram tabulados os dados que cruzam
informacdes entre as temperaturas médias e os dias de compostagem (Tabela 4). A variabilidade
observada nas condicGes de compostagem pode ser atribuida a fatores como a composicao e a
distribuicdo inicial dos materiais nas composteiras, aeracdo natural e o manuseio das
composteiras durante o processo (OTENIO et al., 2010). Essas variacGes sdo essenciais para a
interpretacdo dos resultados, pois podem afetar a consisténcia da inativacéo do fungo. Portanto,
as conclusdes sobre a eficicia da compostagem na inativacdo de Sporothrix spp. devem ser
interpretadas com cautela, e mais estudos sdo necessarios para padronizar 0 pProcesso
(SCHALCH et al., 2015).
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Tabela 4 - Relagdo entre temperatura e dias de compostagem - considerando as composteiras

em triplicata
Maior Dia de NUmero de NUmero de Maior nimero de Dia de medicio
medida compostagem dias com medi¢Bes com | dias consecutivos inicial da me?ior
de em que ocorreu temperatura | média entre 0s5 | com temperatura sequéncia acima dos
temperat | a maior medida | acima de 50 °C | pontos acima de | média acima dos 4 509G
ura (°C) © no ponto 5 50°C 50°C
Composteira
N 71 30 48 20 3 30
Composteira
i 69 30 35 24 3 30
Composteira
N 72 30 55 32 3 30/44
Média 70,7 - 46,0 25,3 -

Fonte: O autor

Na composteira-piloto (composteira I), a temperatura maxima atingida foi de 63 °C,
ocorrida no ponto de medicéo 5 nos dias 7° e 10° de compostagem. Dentre os cinco pontos onde
se aferiu a temperatura, o ponto 5 apresentou maiores valores, mantendo-se acima de 50 °C pelo
periodo de 8 dias consecutivos, entre os dias 5° e 13°, e voltando a atingir valores acima desse
limite no 15° dia apenas. Em média dos 5 pontos, a temperatura so atingiu a marca de 50 °C nos
dias 10° e 12° de compostagem.

Nas compostagens em triplicata (composteiras 11, 111 e V), a temperatura maxima
atingiu 72 °C, ocorrida no ponto 5 da composteira 1V no 30° dia de compostagem. Foi possivel
verificar temperaturas acima de 50 °C logo nas primeiras 24 horas de compostagem - ocorréncia
esta no ponto 4 da composteira 1V, nos pontos 2, 3 e 4 da composteira Il e no ponto 5 da
composteira Il. Na média dos cinco pontos, a temperatura se manteve acima dos 50 °C por 20
medi¢cdes na composteira Il, por 24 medi¢bes na composteira Il e por 32 medicGes na
composteira V.

Houve diversas oscilacbes de temperatura ao longo do periodo de monitoramento.
Em ocasifes em que a temperatura das composteiras seguia baixando, percebeu-se um aumento
abrupto devido ao fato de se ter umedecido a composteira. Esse fendmeno reforca a importancia
da umidade para adequacdo do ambiente para 0s microrganismos decompositores, que, de
acordo com a revisao de Valente et al. (2009), precisa estar entre 40 e 70%. Houve momentos,
por exemplo, no 45° dia geral de compostagem, em que a temperatura da composteira se elevou
apos seu umedecimento, ao passo que a temperatura ambiental estava em queda, o que
enfraquece a ideia da influéncia da temperatura ambiente sobre a temperatura da composteira e

reforca o pensamento de que o impacto se deu pelo fato de elas terem sido umedecidas.



56

As diferencas de comportamento entre o experimento-piloto e o experimento em
triplicada trazem a ideia de que a composigéo estrutural das composteiras importa, uma vez que
0 comportamento entre as trés composteiras do segundo experimento foi similar.

Nota-se que a temperatura média inicial, que se deu 24 horas a partir da montagem
da composteira, foi muito baixa na composteira I, proxima dos 20 °C, e nas composteiras em
triplicata ja foram aferidas temperaturas préximas dos 50 °C. Essa ocorréncia pode ter sido
consequéncia de se ter posto o cadaver de gato congelado na composteira I, e, nas demais,
descongelado. Esse fato, além de atrasar o processo de fermentacdo pelos microrganismos
decompositores, que possuem temperatura ideal para seu metabolismo, em média, entre 50 e
60 °C, segundo Miytake e Iwabuchi (2006), for¢ou ainda o valor da média da temperatura para
baixo, uma vez que o ponto 5 de aferi¢do se localizava exatamente sobre o cadaver, e, estando

congelado, o termémetro marcou 0 °C.

6.1.3 Anélise sensorial do processo de compostagem

Além da temperatura, foi possivel efetuar uma analise sensorial dos aspectos do
composto e do odor ao longo do experimento. Para que o parecer ndo fosse influenciado pelo
costume do operador do experimento, outras pessoas foram convidadas a estarem préximas ao
galpao onde o experimento foi desenvolvido. Nos dias iniciais da compostagem, foi percebida
a presenca de moscas, mas ndo houve a percepcao de odor fétido nem de formacéo de chorume.

Ao término do processo (205 dias para a composteira-piloto e 171 dias para as
composteiras em triplicata), foi possivel avaliar também a eficAcia do processo para a
decomposicdo do cadaver. Na compostagem |, a aparéncia do composto se destacou pela
intensa presenca de casquinhas de arroz, apesar de bem mais escuras do que antes do processo,
e a presenca de varias partes do esqueleto do cadaver do gato (Figura 17.). Ja na Figura 18, é
possivel ver o aspecto do composto do experimento em triplicata. Nele, a aparéncia de solo é
mais evidente; contudo, a eficacia da compostagem pareceu ser menor, ja que, além da presenca

de esqueleto, havia também a presenca do pelame do cadaver.
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Figura 17 — Aspecto visual do composto
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Figura 18 - Aspecto do composto nas composteiras em
triplicata ap6s 171 dias de compostagem

Fonte: O autor

6.1.4 Andlises microbioldgicas

Estando os locais das lesdes nos cadaveres identificados, as coletas de amostras
bioldgicas para cultivo foram coletadas com swab estéril. Na composteira I, foi instalada uma
bandeira (Figura 19) como identificacdo do local da lesdo, e a coleta foi realizada apds 15 dias
de compostagem. Nas composteiras em triplicata, as lesées foram identificadas por meio de
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barbantes (Figura 20). As coletas comegaram 24 horas apds o inicio da compostagem e se
desenvolveram por mais 8 dias, com coleta e cultivo de uma amostra diaria de cada composteira
(Tabela 5). Durante o processo de exposicdo das partes de interesse dos cadaveres, houve
bastante manipulagéo do substrato, o que pode ter alterado a composicao estrutural das camadas

inicialmente propostas, afetando o comportamento ideal da composteira.

Figura 19 - Sinalizacao do local da leséo, na
composteira I, com uma bandeira.

& e
- iy 4. -
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Sobre a alvenaria, estd o termémetro utilizado para a afericdo
da temperatura. Nele, cont¢ém uma identificacdo de
comprimento de acordo com a profundidade em que a

temperatura deveria ser aferida.

Fonte: O autor
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Figura 20 - Identificacdo das lesdes dos cadaveres nas composteiras 11, 11l e IV
com barbantes

Fonte: O autor

Tabela 5 - Dias de cultivos das amostras diarias

Amostr Dias de cultivo das amostras dos cadaveres 02, 03 e 04 nas respectivas datas
a 26/9 | 27/9 | 28/9 | 29/9 | 30/9 | 1/10 | 2/10 | 3/10 | 4/10 | 5/10 | 6/10 | 7/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10
12 0|0 1 /2|3 |4|5|6 |7 |8 |9 |10|11]12| 13
2 0 112 |34 |5|6 |78 9101112 13
32 0 1 /2 |3|4|5|6 |7 |89 ]|10]|11] 12
A 0 112 |3 |4 |5 |6 |7|8] 9|10 11
52 0|0 1 /2|34 ]|5 /|6 |78 9
62 0 1 (12|34 ]|5 |6 |78 9
72 0 112 |3 |4]|5]|6]7 8
82 0|12 |3 |4 |56 7

O algarismo 0 (zero) representa o dia da coleta da amostra nos cadaveres com o swab estéril. Na sequéncia, vém
os dias de cultivo das amostras coletadas. Cada dia eram coletadas amostras dos trés cadaveres separadamente.

Fonte: O autor

As andlises microbioldgicas das amostras coletadas no decorrer do processo de
compostagem, consoante a Tabela 5, revelaram que nao houve crescimento de Sporothrix spp.
em nenhuma das culturas realizadas (Figura 21). Este resultado é encorajador, sugerindo que o
processo de compostagem pode ser eficaz na inativagdo do fungo, especialmente considerando
que as temperaturas alcancadas superaram os 50°C em todas as composteiras (ALMEIDA-
PAES et al., 2015).
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Figura 21 - Cultura fangica das lesdes do cadaver da composteira I, apds 15
dias de compostagem.

Fonte: O autr

Os resultados indicam que a compostagem pode ser uma alternativa promissora
para a inativagdo de Sporothrix spp. em cadaveres de felinos contaminados. A capacidade do
processo de atingir e manter temperaturas elevadas suficientes para inativar o fungo, combinada
com a auséncia de crescimento flngico nas analises microbioldgicas, sugere uma inativacdo
eficaz, embora seja necessaria cautela na interpretacdo dos resultados devido a variabilidade
observada (GARCIA-CARNERO et al., 2022).

No entanto, a auséncia de crescimento fungico ndo deve ser interpretada como uma
garantia absoluta da inativagdo total do patdgeno, devido as dificuldades de isolamento do
Sporothrix spp. do ambiente e as variabilidades observadas nas condi¢es de compostagem, em
composicdo estrutural e agentes quimicos, fisicos e biolégicos (FERNANDES et al., 2020).

6.1.5 Andlise quimica do biocomposto

As andlises quimicas do composto final indicam que ele possui caracteristicas
adequadas para a correcdo de solos acidos (Tabela 6). Esses resultados ampliam a viabilidade
da compostagem como uma solugéo sustentavel e economicamente vantajosa para 0 manejo de
residuos biolégicos (SILVA et al.,, 2012; BERTICELLI; PANDOLFO; KORF, 2017).
Entretanto, as limitagcGes na reprodutibilidade dos resultados e as dificuldades encontradas na

andlise microbioldgica indicam a necessidade de estudos adicionais, com controle experimental
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mais rigoroso e maior replicacdo, para consolidar as conclusdes sobre a eficicia do processo
(MENEZES, 2021).

Tabela 6 - Analise quimica dos compostos

0 H+ P(rem
Cod | pescricio | PH | P K |ca|mg|Al||Mo |V () s

: Amostra
Lab. H20 mg/dm3 cmolc/dm3 dag/kg | % | mg/L | mg/dm3
88 CO'_‘;?%S;S"E‘ 6,90 | 546,60 | 1700,00 | 2,95 | 2,31 (0,00 | 1,57 | 11,19 |86,0| 58,30 | 56,6
go | COMPOSteira | 5 26 | 1631 50 | 6900,00 | 2,43 | 4,01 0,00 | 1,09 | 14,81 | 95,7 | 62,60 -

triplicata

Fonte: Adaptado dos resultados do Laboratério de Analise de solos do IFMG-Bambui

Uma vez que o material que comp®s a estrutura de ambos os experimentos de
compostagem foi 0 mesmo, a discrepancia nos valores pode estar relacionada com o tempo de
maturacdo diferente entre eles.

De acordo com a IN n° 25, de 2009, do MAPA (BRASIL, 2009), hé restricdo de
uso para 0s compostos de residuos de origem animal. Esse tipo de composto pode ser utilizado
em pastagens apenas como incorporacao ao solo, e o pastoreio é permitido apos 40 dias da
incorporacdo. E expressamente proibido o uso como alimentag&o do gado.

Muito embora a aplicacdo do composto fuja do escopo deste trabalho, e, portanto,
ndo se levou em consideracdo uma cultura especifica para utilizacdo como adubo, alguns
valores de referéncia puderam ser extraidos do trabalho de Ribeiro; Guimardes; Alvarez V.
(1999). A acidez do solo deve ser controlada, e os valores ideais, conforme a classificagéo
agronémica, encontram-se entre 5,5 e 6,0, os quais seriam de acidez média, de acordo com a
classificacdo quimica. Na analise dos compostos desse experimento, os valores de pH variaram
entre 6,9 e 7,7, sendo o composto resultante da composteira 1 classificado quimicamente como
de acidez fraca, e, agronomicamente, como alto, ou acima dos valores tidos como bons, e 0
composto resultante das composteiras em triplicata classificado quimicamente como de

alcalinidade fraca e, agronomicamente, como muito alto (Tabela 7).
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Tabela 7 - Classes de interpretacdo para a acidez ativa do solo (pH)1/

Classificagdo Quimica

A(?' Acidez Acidez Acidez Alcalinidad Alcalinidad

Muito . Neutra
elevada média fraca e fraca e elevada

elevada

<45 45-5,0 51-6,0 6,1-6,9 7,0 71-78 >7.8

Classificacdo Agrondmica?
Muito Baixo Baixo Bom Alto Muito alto
<45 45-54 55-6,0 6,1-7,0 >7,0

Y pH em H0, relagdo 1:2,5, TFSA: H.0. % A qualificacéo utilizada indica adequado (Bom) ou inadequado (muito
baixo, e baixo ou alto e muito alto).

Fonte: RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ V. (1999)

O pH estéa diretamente ligado a presenca de aluminio, que confere bastante acidez
ao solo. Além de fornecer carga negativa, o que confere a acidez, ainda quela o célcio, tornando-
o indisponivel para que as plantas o absorvam do solo. Essa relacdo se comprova nos resultados
do composto, que se apresentaram com valores entre leve acidez até levemente basicos. Deste
modo, o composto utilizado sozinho como adubo ndo seria Util, ja que apresenta valores acima
do considerado bom para a maioria dos cultivos. Entretanto, seria de grande serventia no auxilio
a correcdo de solos acidos, provavelmente com alta composigéo de aluminio.

Os elementos comumente utilizados como parametros para adubacado sdo o fésforo
(P) e o potassio (K), pois, apesar de serem essenciais, suas concentracbes no solo
frequentemente representam fatores limitantes. A adubacdo fosfatada pode promover o
incremento de outros nutrientes, como calcio (Ca) e magnésio (Mg), conforme observado no
experimento de Bataglia e Santos (1999). Além disso, a aplicacdo de superfosfato simples pode
contribuir para o aumento dos teores de calcio e enxofre no solo (FERNANDES, 2023). Se, no
manejo, levar-se em conta a normalizacdo de outros elementos, pode muito bem acontecer que
os niveis de P e K fiqguem excessivos, 0 que pode ser prejudicial para as plantas. No caso do
excesso de fésforo, os sintomas mais nitidos sdo a deficiéncia de Fe (Ferro) e de Zn (Zinco)
(MENDES, 2007). E, no caso de excesso do potassio, raramente sdo manifestos sintomas
tipicos; no entanto, afeta-se a absor¢do dos demais nutrientes, como Ca e Mg.

E possivel notar que, segundo os parametros que constam na edicdo de Ribeiro;
Guimarées; Alvarez V. (1999) (Tabela 8), os valores de P e K dos compostos deste experimento

estdo muito elevados, enquanto elementos como Ca e Mg encontram-se dentro de faixas ideais.
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Tabela 8 - Classes de interpretacdo da disponibilidade para o fésforo de acordo com o teor de
argila do solo ou do valor de fésforo remanescente (P-rem) e para o0 potassio

Classificacao
Muito baixo Baixo Médio Bom Muito bom

Caracteristicas

Argila (%) Fosforo disponivel (P) 2/

60 - 100 <27 28-54 55-8,03%* 81-120 >12,0
35-60 <4,0 4,1-8,0 8,1-120 12,1-18,0 > 18
15- 35 <6,6 6,7-12,0 12,1-20,0 20,1-30,0 > 30
0-15 <10,0 10,1-20,0 20,1-30,0 30,1-45,0 > 45
P-rem

4/(mg/L)

0-4 <3,0 31-43 44-6,03 61-90 >9,0
4-10 <4,0 4,1-6,0 6,1-8,3 8,4-125 >12,5
10-19 <6,0 6,1-8,3 84-114 115-175 > 17,5
19-30 <8,0 81-114 115-158 159-24,0 > 24,0
30-44 <1L,0 11,1-158 159-21,8 21,9-33,0 > 33,0
44 - 60 <15,0 151-21,8 21,9-30,0 30,1-450 > 45,0

Potassio disponivel (K) 2/
<15,0 16 -40 41 - 70%/ 71,0-120 > 120
YMg/dm = ppm (m/v). ¥ Método Mehlich-1. ¥ Nesta classe, apresentam-se os niveis criticos de acordo com o teor
de argila ou com o valor do fésforo remanescente. # P-rem = Fésforo remanescente, concentracdo de fosforo da
solugdo de equilibrio ap6s agitar durante 1h a TFSA com solugdo de CaCL, 10 mmol/L, contendo 60 mg/L de P,
na relagdo 1:10. % O limite superior desta classe indica o nivel critico.
ppm: parte por milhdo; TFSA: terra fina seca ao ar.

Fonte: (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ V., 1999)

Muito embora seja notério que 0os compostos ndo serviriam de adubo utilizados
sozinhos, com um bom manejo e instrucdo técnica, seria possivel utiliza-los como
enriquecimento de solo, com a vantagem de se necessitar de baixas quantidades para uma
esparsa area de cultivo, o que poderia ser, a principio, favoravel financeiramente.

Na analise dos compostos, quanto aos niveis do elemento célcio, eles foram
classificados como bom e, como muito bom, quanto aos niveis de magnésio, evidenciando a

riqueza do produto resultante do processo de compostagem de cadaver animal (Tabela 9).
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Tabela 9 - Classes de interpretacdo de fertilidade do solo para a matéria organica

Classificacao

Caracteristic . - -
Unidade Muito Baixo Médio Bom Muito

baixo Bom

Célcio  cmolg/dm® <=0,40 041-1,20 1,21-2,40 2,41-4,00 >4,00

Magnésio cmol¢/dm® <=0,15 0,16-0,45 0,46-0,90 0,91-150 >1,50
Fonte: 1- Adaptado de (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ V.,1999)

6.2 Compostagem das lesdes

A compostagem das lesdes foi um aspecto crucial deste estudo, considerando que
as lesdes causadas pelo Sporothrix spp. representam uma fonte significativa de propagagéo do
fungo. Este subitem descreve o processo de compostagem especificamente direcionado as
lesGes extraidas dos cadaveres dos felinos e como esse processo foi monitorado e avaliado para
garantir a eficacia na inativagdo do fungo.

As lesdes foram compostadas seguindo o protocolo ja descrito, mas com cuidados
adicionais devido a alta carga patogénica. Elas foram colocadas em pequenas bolsas de tela
(Figura 12) posicionadas em camadas especificas dentro da composteira (Figura 13), para
garantir uma exposicdo uniforme ao calor gerado durante o processo. Este posicionamento
estratégico foi crucial para maximizar o contato com as temperaturas elevadas durante a fase
termofilica.

Muito embora as lesGes nos gatos costumem cursar com alta carga flngica
(SANTOS, 2020), o que facilitaria o isolamento, alguns cadaveres apresentavam estagio de
decomposicdo mais avancado, haja vista que alguns estavam ha pelo menos 3 semanas
acondicionados sob refrigeracdo. Nessas condi¢fes, uma lesdo qualquer podia se assemelhar a
uma lesdo decorrente da esporotricose. Além de outras doengas, infecciosas ou ndo, que
poderiam concorrer com lesdes semelhantes, como outras infecgdes fungicas, leishmaniose ou
carcinoma de celulas escamosas, especialmente nos animais de pele clara.

Cinco das 18 lesdes foram para a composteira sem estarem, de fato, contaminadas
com o Sporothrix spp. Essas lesbes foram a L17-C7, L19-C8, L20-C8, L23-C9 e a L29-C11.
Respectivamente, elas foram retiradas da composteira na seguinte ordem: 132 92 22 32 ¢ 12
(Tabela 10).

Essa ocorréncia poderia impactar os resultados. Uma vez que ja estavam negativas,

ndo ha como inferir qualquer relagdo com o processo de compostagem. Todavia, a temperatura
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média apds a 3? coleta ainda se apresentava no limite dos 41 °C (Tabela 11), onde se esperava

gue a compostagem ainda ndo impactasse de qualquer maneira a viabilidade fangica.

Tabela 10 - Relacdo lesbes selecionadas (Amostras zero) X resultado da cultura

R087-24 L1-C1 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R089-24 L2-C2 19/04/2024 Sporothrix sp.
R090-24 L3-C2 19/04/2024 Sporothrix sp.
R091-24 L4-C2 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R092-24 L5-C3 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R093-24 L6-C3 19/04/2024 Sporothrix sp.
R094-24 L7-C3 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R095-24 L8-C4 19/04/2024 Negativo
R096-24 L9-C5 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R097-24 L10-C5 19/04/2024 Sporothrix sp.
R098-24 L11-C5 19/04/2024 Sporothrix sp.
R099-24 L12-C5 19/04/2024 Sporothrix sp.
R100-24 L13-C6 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R101-24 L14-C7 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R102-24 L15-C7 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R103-24 L16-C7 19/04/2024 Negativo
R104-24 L17-C7 x13 19/04/2024 Negativo
R105-24 L18-C7 19/04/2024 Negativo
R106-24 L19-C8 X9 19/04/2024 Negativo
R107-24 L20-C8 X2 19/04/2024 Negativo
R108-24 L21-C9 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R109-24 L22-C9 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R110-24 L23-C9 X3 19/04/2024 Negativo
R111-24 L24-C9 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R112-24 L25-C9 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R113-24 L26-C9 X 19/04/2024 Sporothrix sp.
R114-24 L27-C9 19/04/2024 Negativo
R115-24 L28-C10 19/04/2024 Negativo
R116-24 L29-C11 x1 19/04/2024 Negativo
R117-24 L30-C11 19/04/2024 Sporothrix sp.

Na coluna Identificagdo Lxx-Cxx: Lxx — Indica o0 nimero da Lesdo. Cxx — Indica 0 nimero dos cadaveres. A
coluna N° de Registro foi adotada pelo laboratério de Micologia da UFMG (Labiomic). O tempo de cultivo das
amostras zero foi de 10 dias.

Fonte: O autor
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O monitoramento da temperatura foi realizado de forma mais rigorosa para essas
areas, com medicdes a cada hora, ininterruptamente, apds a média da temperatura atingir 30 °C,
tendo a duracéo do processo completo, desde o término da montagem da composteira, 45 horas
(Tabela 11). As temperaturas registradas nas proximidades das lesdes consistentemente

ultrapassaram os 50 °C.

Tabela 11 - Monitoramento da temperatura e momento da coleta das lesdes

Ne de horas  Coleta das Temperaturas
Data Hora

acumuladas amostras 1 2 3 4 5 A
16:40 0 - 23 24 24 24 21 24
17:40 1 24 24 24 23 23 24
1&:40 2 24 24 24 24 23 21
19:40 3 24 24 24 24 23 20

20/04/2024
20:40 4 24 25 24 23 23 19
21:40 5 25 25 25 24 23 18
22:40 & 25 25 25 24 23 18
23:40 7 26 26 25 25 24 17
00:40 = 28 27 27 26 25 16
01:40 9 27 27 27 27 27 15
02:40 10 29 29 a0 28 28 16
03:40 11 12 32 21 31 31 30 16
0440 12 34 5 a5 32 32 15
05:40 13 28 36 29 37 36 34 15
060 14 39 43 41 37 36 15
07:40 15 38 40 44 43 39 39 16
02:40 16 40 45 43 40 42 18
09:40 17 42 43 45 45 44 45 22
10:40 18 43 45 41 43 41 25
11:40 19 5 43 45 42 43 43 25

21/04/2024
12:40 20 43 47 44 43 43 26
13:40 21 [=E] 44 45 43 43 44 28
14:40 22 44 45 43 44 44 28
15:40 23 VE 45 4= 45 44 45 28
16:40 24 46 47 45 45 46 27
17:40 25 =2 47 47 45 46 47 25
18:40 25 47 4% 47 47 47 21
19:40 27 o8 42 449 47 47 47 20
20:40 28 42 4= 47 48 47 19
21:40 29 102 48 49 48 48 47 18
22:40 a0 48 49 45 449 48 17
23:40 31 112 48 50 48 50 49 16
00:40 a2 49 50 45 449 48 15
01:40 33 128 42 50 45 S0 49 15
02:40 34 48 50 49 50 449 14
03:40 35 138 48 50 49 51 449 14
0440 Bl 48 50 49 51 48 13
05:40 a7 142 42 50 45 S0 48 13
22/04/2024 06:40 38 47 50 48 50 48 14
07:40 39 158 47 50 45 50 48 15
08:40 40 47 50 48 50 47 20
09:40 41 162 47 51 45 S0 47 23
10:40 42 47 51 48 50 49 25
11:40 43 178 48 51 45 50 S0 27
12:40 44 47 51 45 51 S0 29
13:40 45 188 S0 52 49 51 50 a0

Fonte: O autor
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Foi necessario aguardar 11 horas desde o término da montagem da composteira até
0 momento da primeira coleta das amostras. Isso se deu, pois, de acordo com a metodologia
adotada, a primeira amostra so seria retirada depois que a composteira atingisse a temperatura
de 30 °C. Vale ressaltar que, no periodo do experimento, a temperatura ambiente estava bastante
amena, atingindo a minima de 15 °C nessa fase, o que pode ter retardado o aumento da
temperatura na composteira. Soma-se a isso o0 fato de que o cadaver estava resfriado. Ainda
assim, a temperatura aumentou, em média, até o final do dia 21/04/2024, cerca de 0,81 °C/hora.

Na retirada da ultima lesdo da composteira, a temperatura média maxima que o
sistema havia alcancado era de, aproximadamente, 50 °C, mostrando que houve uma boa
fermentacdo. Entretanto, como s6 haviam 18 lesdes, esse foi o limite para 0 monitoramento.
Durante as 45 horas do processo, 0 comportamento da temperatura na composteira foi
completamente dispar em relacdo a temperatura ambiental.

Ap0s 0 processo, todas as lesdes apresentaram resultado negativo ao cultivo para a
presenca de Sporothrix spp. Esse resultado faz com que a duvida sobre a eficicia da
compostagem, quanto a inativacao fungica, permaneca. Fica o conflito em relacdo ao fato de a
compostagem ter sido eficiente ou se tudo nao passou de uma ineficiéncia em recuperar o fungo
das lesdes na composteira. Ainda que a compostagem tenha sido eficiente quanto a inativacao
fangica, ndo foi possivel determinar se foi devido ao aumento da temperatura ou & combinagdo
quimico-microbiol6gica do composto.

Os resultados obtidos no presente estudo, apesar de promissores, destacam a
complexidade e os desafios envolvidos na compostagem de cadaveres de felinos contaminados
com Sporothrix spp. A analise das temperaturas nas composteiras, a auséncia de crescimento
fangico nas culturas e as caracteristicas quimicas do biocomposto indicam que a compostagem
pode ser uma estratégia viavel para 0 manejo desse tipo de residuo bioldgico. No entanto, as
dificuldades encontradas na recuperacéo do fungo e a variabilidade observada nas condi¢des de
compostagem sugerem a necessidade de aprimoramento dos protocolos utilizados. Este estudo,
portanto, ndo apenas revela o potencial da compostagem, mas também evidencia as limitagdes
que devem ser abordadas em futuras pesquisas para assegurar a eficacia e a seguranca ambiental

dessa prética.
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7 CONCLUSOES

Embora o estudo tenha mostrado que a compostagem atinge temperaturas
superiores a 50 °C, adequadas para a decomposicdo da matéria organica e, teoricamente,
suficientes para a inativagdo do fungo Sporothrix spp., ndo foi possivel comprovar, de forma
conclusiva, a eficacia da compostagem na inativacdo do fungo. Além do mais, no ambiente de
compostagem, outras grandezas quimicas, fisicas e biolégicas atuam, como pH, umidade,
aeracdo, relacdo entre carbono e nitrogénio e competicdo entre microrganismos
decompositores, que podem atuar favorecendo, ou ndo, a viabilidade fangica. Os resultados
negativos nas culturas das amostras podem ser atribuidos tanto a possivel inativacdo do fungo
guanto a uma falha na recuperacédo deste a partir do composto. Dessa forma, a incerteza sobre
a inativacdo de Sporothrix spp. permanece, e nao se pode afirmar se a auséncia do fungo nas
amostras se deveu as altas temperaturas alcancadas durante a compostagem ou a outros fatores
quimicos e microbiol6gicos presentes no composto.

A anélise quimica do composto final indicou que ele possui propriedades que
podem beneficiar a correcdo de solos acidos, fornecendo nutrientes essenciais, como calcio e
magnésio. Contudo, devido aos altos niveis de fosforo e potassio, recomenda-se que 0 composto
seja utilizado de forma controlada e em combinagdo com outras praticas agrondémicas para
evitar a sobrecarga desses elementos no solo. Esse aspecto amplia o potencial da compostagem
como uma solucdo sustentavel e eficiente, alinhada aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), contribuindo para a gestdo adequada de residuos organicos e a mitigacao
de riscos a saude publica e ambiental.

Apesar dos resultados inconclusivos sobre a inativagdo do fungo, a compostagem
se mostrou uma alternativa potencialmente vantajosa em termos de acessibilidade,
especialmente para comunidades com recursos limitados, quando comparada a incineragdo. A
adoc¢do de compostagem pode contribuir significativamente para a gestdo adequada de residuos
organicos e a mitigacdo de riscos a satde Unica, alinhando-se aos objetivos de desenvolvimento
sustentavel.

Recomenda-se que futuras pesquisas explorem mais profundamente os parametros
e condi¢bes de compostagem que influenciam a inativacdo fangica e que sejam realizadas
analises mais detalhadas para verificar a viabilidade do fungo no composto. A implementacao
de compostagem em larga escala deve ser estudada como uma ferramenta valiosa para a gestao

de residuos e controle de zoonoses, beneficiando tanto a satde publica quanto ambiental.
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I1l. CAPITULO 2: AVALIACAO DA VIABILIDADE DO Sporothrix brasiliensis IN
VITRO SOB CONDICOES DE TEMPERATURAS VERIFICADAS DURANTE A
COMPOSTAGEM DE CADAVERES DE FELINOS INFECTADOS

RESUMO

O presente estudo investiga a adaptacéo e viabilidade do fungo S. brasiliensis sob
diferentes condi¢des de estresse térmico, com o objetivo de avaliar o potencial da compostagem
como uma estratégia para inativacdo do patdgeno em residuos bioldgicos. As culturas de
Sporothrix spp. foram expostas a diferentes temperaturas, incluindo <0 °C, 22 °C, 37°C, 43 °C,
56 °C e 67 °C, e a viabilidade fungica foi monitorada por meio de contagem celular e avaliacdo
da integridade das células, utilizando corante azul de tripan. A analise revelou que o fungo foi
incapaz de sobreviver a 67 °C, resultando em 0% de viabilidade celular nesta temperatura. No
entanto, uma cultura exposta a 63 °C por cinco horas mostrou viabilidade residual, sugerindo
gue a temperatura maxima que o fungo suporta esteja entre 63 °C e 67 °C, pelo periodo de
aproximadamente cinco horas. Este estudo também destaca a importancia da variabilidade
genética de S. brasiliensis para a sua adaptabilidade a diferentes ambientes e tratamentos.
Embora os resultados apresentados indiquem que a compostagem possa ser uma solucao viavel
para a inativacao de Sporothrix spp., a interacdo de fatores como umidade, aeracdo e pH deve
ser melhor investigada em estudos futuros. O controle efetivo de S. brasiliensis é essencial para
a saude publica, e a implementacdo de estratégias sustentaveis para o manejo de residuos
biol6gicos oferece uma abordagem promissora para o descarte seguro de animais infectados.
Futuros experimentos com maior diversidade de cultivos e condigfes ambientais séo

necessarios para aprimorar o entendimento da dindmica do patdgeno e sua inativacao eficiente.

Palavras-chave: Estresse térmico. Viabilidade celular. Viabilidade flangica. Variabilidade
genética. Saude Unica. Sustentabilidade. Controle ambiental.
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ABSTRACT

This study investigates the adaptation and viability of the fungus S. brasiliensis
under different thermal stress conditions to evaluate the potential of composting as a strategy
for pathogen elimination in biological waste. Sporothrix spp. cultures were exposed to various
temperatures, including < 0°C, 22°C, 37°C, 43°C, 56°C, and 67°C. Fungal viability was
monitored through cell counting and cell integrity assessment using Trypan Blue staining. The
analysis revealed that the fungus was unable to survive at 67°C, resulting in 0% cell viability
at this temperature. However, a culture exposed to 63°C for five hours exhibited residual
viability, suggesting that the maximum temperature the fungus can withstand is between 63°C
and 67°C for approximately five hours. This study also highlights the importance of S.
brasiliensis genetic variability in its adaptability to different environments and treatments.
Although the findings indicate that composting may be a viable solution for the elimination of
Sporothrix spp., factors such as moisture, aeration, and pH should be further investigated in
future studies. Effective control of S. brasiliensis is essential for public health, and the
implementation of sustainable strategies for biological waste management presents a promising
approach for the safe disposal of infected animals. Future experiments with a greater diversity
of cultures and environmental conditions are necessary to enhance the understanding of

pathogen dynamics and its efficient elimination.

Keywords: Thermal stress, cell viability, fungal viability, genetic variability, One Health,

sustainability, environmental control.
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1 INTRODUCAO

Sporothrix brasiliensis é um fungo patogénico emergente de significativa
relevancia clinica e impacto na salde publica, particularmente em regibes tropicais e
subtropicais. Integrante do clado clinico, essa espécie distingue-se por sua elevada viruléncia e
potencial de transmisséo, especialmente entre felinos domésticos, os quais desempenham um
papel central na disseminagcdo zoondtica da infeccdo. A esporotricose, micose subcutanea
causada por S. brasiliensis, pode apresentar espectro clinico variavel, evoluindo para formas
disseminadas, sobretudo, em individuos imunocomprometidos, nos quais a infeccdo pode
assumir caréter invasivo e de dificil manejo terapéutico (ZHANG et al., 2015).

O dimorfismo térmico é uma das principais caracteristicas adaptativas de
Sporothrix spp., permitindo sua transi¢cdo morfologica entre as formas micelial, encontrada no
ambiente, e leveduriforme, predominante em hospedeiros mamiferos. Essa transicdo é
modulada por fatores ambientais, como temperatura e disponibilidade de nutrientes, e é
essencial para a patogénese do fungo (MARIMON et al., 2007). Estudos sugerem que 0
aumento da pressdo parcial de dioxido de carbono (CO2) no microambiente do hospedeiro
também desempenha um papel significativo nesse processo, influenciando a regulacéo génica
e o desenvolvimento da forma parasitaria (RODRIGUEZ-DEL VALLE et al., 1983).

O controle de S. brasiliensis em cadaveres de felinos infectados é um desafio
relevante, dada a capacidade do fungo de sobreviver em condi¢des ambientais adversas. A
compostagem é uma alternativa promissora para o descarte desses cadaveres, considerando seu
potencial para inativar microrganismos por meio da elevacéo da temperatura durante o processo
de degradacao organica. No entanto, hd uma lacuna no conhecimento sobre a resisténcia térmica
de S. brasiliensis e sua capacidade de adaptacdo a temperaturas elevadas. Estudos preliminares
indicam que certos fungos podem resistir a temperaturas extremas, mas os limites especificos
para Sporothrix spp. ainda néo foram determinados (SALOMAO; MASSAGUER; ARAGAO,
2008).

Ademais, a plasticidade genémica de S. brasiliensis, incluindo a presenca de
elementos transponiveis e a amplificacdo de genes associados a resposta ao estresse, sugere um
alto potencial adaptativo que pode influenciar sua capacidade de sobreviver em ambientes
desfavoraveis (GONZAGA, 2017). A compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes
a essas respostas (CUOMO et al., 2014) é crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes

de controle e erradicagéo.
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A investigacdo deste estudo buscou determinar o impacto do estresse térmico no
crescimento e na viabilidade do fungo, contribuindo para o entendimento dos limites de
sobrevivéncia desse patdgeno e para a validacdo da compostagem como uma estratégia de

controle ambiental sustentavel.

1.1 Justificativa

O aumento na incidéncia de esporotricose zoondtica, causada por S. brasiliensis,
tem se tornado um desafio significativo para a saude publica no Brasil e em outras regides. Este
fungo, altamente virulento e adaptado ao hospedeiro felino, apresenta notavel capacidade de
propagacdo em ambientes urbanos e periurbanos, gerando impactos ambientais, clinicos e
epidemioldgicos graves. Assim, o manejo seguro de cadaveres de felinos infectados é uma
prioridade para mitigar a disseminacao do patdgeno e proteger a saude humana e animal.

A compostagem de residuos organicos, incluindo cadaveres de animais, destaca-se
como uma solucdo sustentavel e economicamente viavel para o tratamento desses materiais. No
entanto, a eficAcia desse método na inativacdo de patdgenos termotolerantes, como S.
brasiliensis, ainda ndo foi completamente elucidada. Pesquisas que investiguem a resisténcia
térmica e 0os mecanismos de adaptacdo desse fungo as temperaturas encontradas durante a
compostagem sdo fundamentais para validar a seguranca e eficiéncia desse processo.

Além disso, compreender a biologia e a termotolerancia de S. brasiliensis sob
condicdes controladas € essencial para subsidiar estratégias de manejo ambiental. A
caracterizacdo do impacto do estresse térmico sobre a viabilidade e integridade celular do fungo
pode fornecer insights sobre pontos criticos de controle durante a compostagem.

Este trabalho, ao avaliar a resposta de S. brasiliensis as condi¢cdes de temperatura
tipicas da compostagem, contribui diretamente para o avanco cientifico na area de controle de
zoonoses fungicas. Os resultados obtidos terdo implicagcdes praticas para a formulacdo de
politicas publicas, auxiliando na reducdo do impacto da esporotricose e promovendo
abordagens mais seguras e eficazes no manejo ambiental de agentes infecciosos. Portanto, a
realizacdo deste estudo justifica-se tanto pela relevancia cientifica quanto pela necessidade de
solucBes préaticas que atendam a crescente demanda por métodos de controle ambiental seguros
e sustentaveis, especialmente em cenarios de alta carga zoonoética, como o enfrentado

atualmente.
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2. PROBLEMA

A compostagem tem sido sugerida como uma alternativa para a inativagdo segura
de cadaveres de felinos infectados pelo S. brasiliensis, minimizando o risco ambiental de
transmissao do fungo. No entanto, ainda ndo h4 uma compreensao clara sobre as possibilidades
do patégeno em diferentes temperaturas durante o processo de compostagem. Assim, 0
problema da presente pesquisa foi responder a pergunta:

O tempo de exposicdo as temperaturas observadas durante o processo de
compostagem é eficaz para inativar o S. brasiliensis, ou o fungo mantém sua viabilidade sob
determinadas temperaturas durante o processo?
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3. HIPOTESES

3.1. Hipotese principal (Ho - Hipotese nula)

O S. brasiliensis mantém sua viabilidade em todas as faixas de temperatura
verificadas durante a compostagem dos cadaveres de felinos infectados, indicando que o

processo pode ndo ser suficiente para sua completa inativacéo.

3.2. Hipotese alternativa (H: - Hipdtese de pesquisa)

O S. brasiliensis perde viabilidade em determinadas faixas de temperatura
alcancadas durante a compostagem, sugerindo que 0 processo pode ser uma estratégia eficaz
para a inativacdo do patogeno.

Como ha subdivisdes experimentais baseadas em faixas de temperatura, hipoteses

especificas foram estabelecidas, como:

- H2: O S. brasiliensis mantém sua viabilidade em resposta a um estresse
térmico, quando previamente exposto a um estresse mais leve, adaptando-se as
condi¢des ambientais mais hostis.

- Hs: O S. brasiliensis € inativado quando exposto subitamente a temperaturas

extremas, sem desenvolver respostas adaptativas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento “in vitro” do S. brasiliensis sob a presenca de CO: ¢
diferentes condicbes de temperaturas similares as da compostagem dos cadaveres de felinos

infectados.
4.2 Objetivos especificos

e Elaborar experimento-piloto de estresse térmico agudo ao S. brasiliensis;

e Verificar a capacidade do S. brasiliensis em se desenvolver na forma leveduriforme sob
pressdo de CO;

e Comparar o dimorfismo adaptativo fangico, antes e ap6s os desafios térmicos;

e Quantificar as células em cada cultivo, submetidos as diferentes condi¢des de tempo e
temperaturas similares as da compostagem de cadaveres;

e Determinar a viabilidade das leveduras, a partir da integridade da membrana celular de

S. brasiliensis, antes e apds os diferentes desafios térmicos.
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5. REFERENCIAL TEORICO

5.1 Biologia e viruléncia do Sporothrix brasiliensis

O género Sporothrix compreende fungos dimorficos amplamente distribuidos no
ambiente, especialmente no solo e em material vegetal em decomposi¢do. Entre as espécies
patogénicas, destacam-se S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei, que formam o
chamado clado clinico (RODRIGUES et al., 2020). Esses fungos podem causar esporotricose,
uma micose subcutanea que afeta humanos e animais, caracterizada por leses cuténeas e
subcutaneas resultantes da inoculagdo traumatica do fungo nos tecidos (PRADO et al., 2023;
RODRIGUES, 2015).

No Brasil, S. brasiliensis destaca-se por estar associado a surtos de esporotricose
zoondtica transmitida por gatos domésticos. Essa espécie apresenta elevada viruléncia,
manifestada por quadros clinicos e como um patégeno emergente, especialmente em ambientes
urbanos, sendo frequente de maior gravidade (FREITAS et al., 2015). O numero de caes
associados a transmissdo zoondtica da esporotricose pode demonstrar a adaptacdo fungica e
também seus aspectos de viruléncia (NETO et al., 2023; RAMOS et al., 2017).

Caracteristicas como termotolerancia, producdo de enzimas extracelulares e
resisténcia ao estresse oxidativo sdo fatores determinantes para sua elevada patogenicidade
(FREITAS et al., 2015; MARIO et al., 2017). Além disso, a significativa capacidade de
transmissdo entre humanos e animais reforca sua relevancia como um problema emergente de
salde publica (ROSSATO, 2017).

5.1.1 Mecanismos de adaptacédo e sobrevivéncia

Estudos indicam que S. brasiliensis apresenta uma diversidade genética
significativa entre suas cepas, o que pode influenciar sua capacidade de adaptagdo a condicoes
ambientais variadas e sua patogenicidade. Por exemplo, a identificagdo de diferentes variantes
gendmicas em regides distintas do Brasil sugere que essa diversidade genética pode estar
relacionada a propagacao geografica e a manifestacdo clinica da esporotricose (LOSADA,
2023; FILHO et al., 2020).

A variabilidade genética de S. brasiliensis € amplamente moldada pela presenca de
elementos transponiveis (TES), sequéncias moveis de DNA que desempenham um papel crucial

na plasticidade genémica do fungo. Esses elementos podem causar mutagdes, rearranjos



84

estruturais e alteracdes na expressdo génica, contribuindo para a diversidade intraespecifica e
para sua capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes. Estudos identificaram a presenca de
retrotransposons das ordens LTR e LINE, além de transposons de DNA pertencentes as
superfamilias Tc1-Mariner, hAT e Mutator, com S. brasiliensis exibindo uma densidade maior
de TEs em relagdo a S. schenckii. Essa maior quantidade de TEs pode estar associada a
diferenciacdo genética, a adaptacdo ambiental e a viruléncia do patégeno. Além disso, os TEs
sdo considerados fatores relevantes na modulagéo da viruléncia, pois sua insercdo em regides
reguladoras ou codificadoras de genes relacionados a patogenicidade pode alterar a expressao
génica, resultando em fendtipos com diferentes niveis de viruléncia. Essa atividade
transpositiva também favorece a geracdo de diversidade antigénica, permitindo ao fungo se
adaptar ao ambiente, como evadir do sistema imunolégico do hospedeiro (GONZAGA, 2017).

O genoma de S. brasiliensis contém ortélogos de genes conhecidos por
desempenharem papéis cruciais na termotolerancia em outros fungos patogénicos, como
Céndida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans. Dentre eles, estdo
HSP60, HSP104, SSAl, SSB1, CGRA, SCH9, HSF1, BIP/KAR2, SSC70, HSP88,
LHS1/ORP150, HSP90 e CCR4, os quais codificam, principalmente, proteinas de choque
térmico. Essas proteinas sdo essenciais para a estabilidade proteica e a adaptacdo ao estresse
térmico, caracteristicas fundamentais para a sobrevivéncia do fungo em ambientes hostis, como
no interior do hospedeiro mamifero (GOMES-GAVIRIA, 2023).

Apesar de a funcdo especifica desses genes em S. brasiliensis ainda ndo estar
completamente elucidada, estudos realizados em espécies préximas, como S. schenckii,
fornecem evidéncias relevantes. Em S. schenckii, foi demonstrado que a Hsp90 interage com a
quinase SSCMK1, sendo essencial para a termotoleréncia; a inibicdo desta proteina
compromete severamente a sobrevivéncia em condicdes de altas temperaturas. Esses achados
reforcam a hipotese de que os genes relacionados a Hsp90 e suas funcdes podem desempenhar
papéis igualmente criticos na adaptacéo de S. brasiliensis ao estresse térmico, contribuindo para
sua viruléncia e patogenicidade, embora estudos especificos na espécie ainda sejam necessarios
(RODRIGUEZ-CABAN, 2011).
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5.2 Cultivo do Sporothrix spp.

Lesdes causadas por Sporothrix spp. em felinos, especialmente por S. brasiliensis,
sdo fontes comuns de isolamento. O processo de obtencdo da levedura dessas lesbes é
relativamente préatico devido a alta carga flngica presente em amostras de pus ou tecidos
infectados (DO PRADO et al., 2023). O fungo é facilmente cultivado em meio de cultura, como
Agar Sabouraud ou Agar Mycosel, a 28 °C , onde o crescimento ocorre predominantemente na
forma filamentosa, que € a fase ambiental do fungo (ETCHECOPAZ et al.,, 2021). O
crescimento na forma leveduriforme requer cultivo a 37 °C em agar Brain Heart Infusion, agar
sangue ou agar chocolate, resultando em col6nias lisas, de cor branca ou creme, compostas por
células leveduriformes alongadas em forma de charuto, medindo 2—-6 um de comprimento
(ETCHECOPAZ et al., 2021; ROSSOW et al., 2020).

Embora sejam escassos artigos cientificos que investigam especificamente a
influéncia isolada do CO2 no dimorfismo do S. brasiliensis, em outros fungos dimérficos, como
Coccidioides spp., estudos demonstram que a tensdo elevada de CO: é necessaria para a
germinagdo de artroconidios em esférulas a 37°C, indicando que o CO: pode desempenhar um
papel no dimorfismo flngico. Embora esses achados ndo possam ser diretamente extrapolados
para S. brasiliensis, eles sugerem que o CO: pode influenciar o dimorfismo em fungos
patogénicos (GAUTHIER, 2017).

5.3 Spororothix, One health e desenvolvimento sustentavel

A gestdo inadequada de residuos bioldgicos representa um risco significativo para
a contaminacdo ambiental e a propagacéo de doencas zoonoticas, como a esporotricose. Estudos
tém demonstrado que préaticas sustentaveis no manejo desses residuos sdo essenciais para
mitigar impactos ambientais e proteger a satde publica. Tais praticas incluem a segregacao dos
residuos na fonte, a utilizacdo de tecnologias inovadoras para o tratamento de materiais
contaminados e a implementacédo de politicas publicas efetivas (LEE; LEE, 2022).

No Brasil, 0 aumento da incidéncia de esporotricose, especialmente em regides
urbanas, tem sido associado a transmissdo por gatos domésticos infectados. Dados
epidemioldgicos recentes destacam a relevancia da abordagem de Saude Unica, que integra
salde humana, animal e ambiental, como estratégia primordial para o controle dessa zoonose.

Esse modelo de atuacdo exige a colaboracdo entre setores governamentais, sociedade civil e



86

profissionais de salde, garantindo a sustentabilidade e a protecdo da salde global
(COGNIALLLI, 2023).

A gestdo correta de cadaveres de animais infectados com patégenos zoondticos é
um componente fundamental para o alcance de diversas metas dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU). A integracdo
de praticas de manejo sustentavel de residuos biolégicos com as metas dos ODS reflete um
compromisso com a saude global e a sustentabilidade. Além de abordar desafios locais, como
0 controle da esporotricose no Brasil, essas a¢fes contribuem para a promog¢do de uma
abordagem holistica, com impactos positivos na saide humana, animal e ambiental. Os ODS
promovem a erradicacdo da pobreza, a protecdo ambiental e a prosperidade global, com vistas
a Agenda 2030. Entre os 17 objetivos, destacam-se, a seguir, aqueles diretamente relacionados

ao manejo de residuos bioldgicos e ao controle da esporotricose.

5.3.1 ODS 3 - Saude e Bem-Estar

Sporothrix spp. € um fungo zoondtico transmitido por gatos infectados
(RODRIGUES, A. M; DE HOOG, G. S., DE CAMARGO, Z. P., 2013) cuja disseminacao pode
ser prevenida por meio do manejo adequado de cadaveres. Protocolos de coleta e descarte
seguro, como incineracdo controlada ou tratamento em unidades especializadas, sdo medidas

imprescindiveis para proteger a satde publica e o bem-estar animal (SBD, 2023).

5.3.2 ODS 6 - Agua Potavel e Saneamento

O descarte inadequado de cadaveres em rios ou proximo a corpos d'agua representa
um risco de contaminacdo por fungos zoondticos, comprometendo a qualidade da agua e a
salde das comunidades. A regulamentacdo rigorosa para evitar tais praticas ¢ fundamental para
a conservacao dos recursos hidricos e a manutencdo de sistemas de saneamento eficazes
(FIGUEIREDO FILHO; PACHECO; MANFREDINI, 2010).
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5.3.3 ODS 11 - Cidades e Comunidades Sustentaveis

O manejo inadequado de cadaveres em areas urbanas pode perpetuar a presenca de
microrganismos patogénicos no ambiente, impactando negativamente a qualidade de vida. A
criacdo de infraestruturas especificas, como pontos de coleta e servi¢os especializados no
descarte de animais infectados, é essencial para reduzir esses impactos (FERREIRA, 2022).

5.3.4 ODS 12 - Consumo e Producédo Responsaveis

Préticas responsaveis no descarte de residuos bioldgicos, incluindo a compostagem
controlada, podem eliminar microrganismos patogénicos e transformar a matéria organica em
insumos Uteis para a agricultura. Esse enfoque esta alinhado com a promocdo do consumo
sustentavel e a economia circular (NICOLOSO, R. da S.; LOURENZI, C.R.; BRUNETTO, G.;
2024).

5.3.50DS 15 - Vida Terrestre

O descarte indevido de cadaveres pode comprometer ecossistemas terrestres,
facilitando a transmissdo do fungo para espécies selvagens e impactando a biodiversidade.
Politicas de protecdo ambiental, que garantam a seguranca de habitats em areas periurbanas,

sdo cruciais para mitigar esses efeitos (BRASIL, 2016).
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6 MATERIAL E METODOS

As etapas experimentais obedeceram ao ordenamento apresentado no fluxograma
(Figura 22) que se segue.

Figura 22 - Fluxograma das etapas metodoldgicas seguidas pelos experimentos realizados
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6.1 Teste de estresse térmico agudo ao S. brasiliensis

A partir de uma amostra clinica de S. brasiliensis cultivada no Laboratdrio de
Biologia Molecular e Micologia (Labiomic) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
— todas as amostras e cultivos dos experimentos deste trabalho se deram por meio da parceria
com esse laboratério — quatro repiques foram realizados, sendo dois em Agar Mycosel e dois
em Agar Saboraud com cloranfenicol. Um repique de cada meio foi submetido & temperatura
de 63 °C pelo periodo de cinco horas, enquanto os outros dois repiques foram mantidos a
temperatura ideal de crescimento deste fungo, ou seja, 28 °C.

Essa temperatura foi escolhida pelo fato de haver um relato da equipe do laboratdrio
em que o fungo havia se mantido viavel ap6s uma exposicéo a temperatura de 60 °C durante
quatro horas. Desta maneira, esse estudo (preliminar) proporciona um estresse maior do que
aquele relatado e menor do que seria aplicado ao desafio 1, descrito a posteriori.

Ap0s o estresse térmico, a cultura foi novamente replicada em ambos os meios ja
descritos, para que se pudesse efetuar a comparagao entre 0s repiques que sofreram o estresse

e aqueles que ndo sofreram.

6.2 Verificagédo da capacidade do S. brasiliensis em se desenvolver na forma leveduriforme

sob pressédo de CO2

A capacidade de um fungo se desenvolver na forma leveduriforme, sob pressdo de
COs., ¢ fundamental para sua adapta¢do ao ambiente do hospedeiro e sua patogenicidade. Na
prética, isso tem implicagdes em diversas areas, incluindo a microbiologia médica, a salde
animal e o controle ambiental (GAUTHIER, 2017).

Duas réplicas de uma mesma cultura foram submetidas as mesmas condicfes de
cultivo (meio de cultura Agar BHI e temperatura de 37 °C). A diferenca experimental estava na
pressao de CO., a qual apenas uma das réplicas foi submetida.

Para potencializar a converséo para o estado leveduriforme, a placa foi mantida em
um frasco de vidro vedado com tampa, juntamente com uma vela acesa (Figura 23). Durante a
combustdo da parafina, o oxigénio é consumido, produzindo agua (H20) e dioxido de carbono
(CO2) como subprodutos (LEAL et al., 2014). A elevagao na pressao parcial de CO-, combinada
com a temperatura e a oferta de nutrientes, desempenha um papel crucial na regulagdo do
dimorfismo fungico (DROUHET; MARIAT, 1952 apud RODRIGUEZ-DEL VALLE;
ROSARIO; TORRES-BLASINI, 1983).
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Figura 23 - Simulacdo para aumento da pressao de CO; para
cultivo de leveduras de Sporothrix brasiliensis

Font: (0] autr

6.3 Desafios para andlise do comportamento sob diferentes condi¢bes de temperatura

A partir do cultivo de uma amostra clinica, um novo cultivo deu origem a Placa-
mae, da qual se retiraram 18 fragmentos (1 cm?) para serem replicados (18 réplicas), avaliando-
se 0 comportamento flngico sob as variadas temperaturas, determinadas com base naquelas
observadas durante o processo de compostagem dos cadaveres de gatos contaminados
(Experimento - Capitulo 1 da presente dissertacdo). Todas as coldnias de S. brasiliensis,
incluindo a Placa-mée, foram realizadas em agar Infusdo Cérebro-Coragéo (BHI).

Para o presente estudo, calculou-se a mediana das mensuracfes destas temperaturas
considerando-se os seguintes intervalos: de 20 a 29 °C, de 30 a 39 °C, de 40 a 49 °C, de 50 a 59
°C e de 60 a 70 °C. O tempo que cada réplica permaneceu sob determinada temperatura
correspondeu ao menor periodo de duracdo dessa temperatura observado nas composteiras.
Segundo Marimom et al. (2007), que avaliaram o crescimento fungico, ha variacbes nas
respostas fungicas, dependendo da temperatura a que é submetido.

Antes da submissdo das réplicas aos desafios experimentais, a viabilidade do

cultivo fungico foi avaliada para assegurar que as células estavam metabolicamente ativas,



91

garantindo, assim, a comparabilidade entre os resultados obtidos antes e apds a exposi¢éo aos
desafios.
Para analise da resposta fangica frente ao estresse térmico, foram simulados dois

desafios diferentes:

e Desafio 1: as seis amostras de Sporothrix spp. foram submetidas a elevacéao
gradual da temperatura até atingir 67 °C (Figura 24). Esse processo visou simular as condic¢des
extremas encontradas durante a compostagem, testando a capacidade dos fungos de resistirem
a temperaturas que se aproximam do limite letal para a maioria dos microrganismos. Ao
monitorar a viabilidade celular em diferentes alcances de temperatura, almejava-se obter dados
valiosos sobre a adaptabilidade e a resisténcia térmica desse fungo.

° Hipotese balizadora: a capacidade de um organismo melhorar
sua performance em resposta a um estresse severo, apés ter sido previamente

exposto a um estresse mais leve, é conhecida como priming (RILLIG et al., 2015;

HILKER et al., 2015). Na literatura, esse fendBmeno também € descrito por outros

termos, como "protecdo cruzada" ou "resposta adquirida ao estresse” (BERRY E

GASCH, 2008; GUAN et al., 2012; ANDRADE-LINARES; VERESOGLOU;

RILLIG, 20186).
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Figura 24 - Esquema do passo a passo metodoldgico para realizacdo do experimento
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Fonte: O autor

e Desafio 2: seis placas foram expostas unicamente ao limite de temperatura,
simulando condicdes de estresse térmico agudo (MARIMOM, 2007). Cada placa mantida em
temperatura ambiente foi submetida a temperatura especifica de 67 °C por um periodo
determinado, sem passar por uma progressdo gradual (Figura 24). Esse procedimento visou
avaliar a viabilidade dos fungos diante de choques térmicos repentinos, simulando cenérios
mais severos de compostagem. O objetivo foi verificar se os fungos apresentariam capacidade
de adaptacdo imediata ou se seriam rapidamente inativados frente a variacGes bruscas e

extremas de temperatura.

° Hipotese balizadora: a exposicdo subita a temperaturas
extremas pode forcar o fungo a enfrentar condigdes hostis antes de desenvolver
respostas adaptativas, potencialmente interrompendo mecanismos de resisténcia ao
calor que sdo ativados com o tempo (HARISH; OSHEROQV, 2022) .

Das seis replicas submetidas a cada um dos desafios, trés de cada grupo foram
inicialmente cultivadas em caldo Sabouraud com cloranfenicol por um periodo de 48 horas e,
em seguida, transferidas para placas contendo agar Mycosel. Essas amostras foram incubadas
a 28 °C, com o proposito de analisar o crescimento fangico sob condi¢Ges controladas. As
outras trés réplicas foram reservadas para a preparacdo de inoculos, sendo utilizadas na
contagem celular e na avaliacdo da viabilidade celular por meio da cAmara de Neubauer ao

microscopio, com o auxilio de corante vital para discriminacéo entre células viaveis e inviaveis.
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Considerando-se o potencial patogénico e zoondtico do fungo manipulado, todas as
etapas do procedimento foram realizadas em uma capela de fluxo laminar. Para evitar
contaminacdo das amostras, a capela foi previamente higienizada utilizando-se aménia
quaternaria e alcool 70%, sendo posteriormente submetida a incidéncia de luz ultravioleta (UV)

por pelo menos 15 minutos.

6.3.1 Comparacdo do dimorfismo fungico adaptativo antes e ap6s os desafios térmicos

Para validar o dimorfismo de Sporothrix spp., realizar-se-ia o repique das culturas
em meio Brain Heart Infusion (BHI), seguido de incubacéo a 37 °C por um periodo de 3 a 5
dias, em um frasco de vidro vedado com tampa, juntamente com uma vela acesa. Nessas
condicdes, ocorre o desenvolvimento da forma leveduriforme, correspondente ao estagio
parasitario do fungo. Esse protocolo visa induzir a transicdo morfoldgica caracteristica do
patdgeno, evidenciando sua capacidade de alternar entre as formas micelial e leveduriforme
(FERREIRA, 2018; MARIMON, 2007).

6.3.2 Quantificacdo das células em cultivo, submetidas as diferentes condi¢fes de tempo e

temperaturas similares as da compostagem de cadaveres

Inicialmente, visando padronizar, em uma diluicdo especifica, a contagem das
leveduras, utilizou-se uma alca de repique, com o auxilio de um gabarito (Figura 25), para a
colheita de amostra correspondente a 1 cm? de cultura leveduriforme (Placa-mé&e). O material
coletado foi diluido em 60 L de solucdo salina estéril, acondicionados em um microtubo tipo

Eppendorf, gerando uma solugédo-padrédo que foi submetida a mais duas dilui¢es sequenciadas:
(1) 20 pL desta solucéo inicial foram diluidos em 20 pL de solucéo salina;
(i)  Antes da contagem na cdmara de Neubauer, 20 pL desta primeira solugédo

foram misturados a 180 pL de azul de tripan a 0,3%, permitindo a distingéo
entre células viaveis e ndo viaveis (SALDANHA, 2022; STROBER, 2015).
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Para garantir a homogeneidade, em cada etapa de dilui¢do, o pipetador foi acionado

10 vezes, sendo as ponteiras substituidas a cada troca de solucéo.

Figura 25 - Gabarito de 1 cm? para coleta das amostras
fungicas (18 réplicas)

Fonte: O autor

Para calcular o nimero total de células por mililitro da aliquota analisada, foi
realizada a soma do numero de células contadas em cinco quadrados da cdmara de Neubauer

(Figura 26).

Figura 26 - Demonstracdo das areas consideradas para contagem
de células na cdmara de Neubauer
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Esse valor foi extrapolado para os 25 quadrados totais por meio de multiplicacdo
por cinco. Em seguida, o resultado foi multiplicado por 20, correspondente ao fator de dilui¢éo
aplicado. Por fim, o produto foi multiplicado por 10.000, fator utilizado para converter o volume

contado em mililitros, conforme exposto na férmula a seguir:

Total de células = Nuimero de células* x5 x 20 x 10.000

*0O numero de células corresponde a soma dos cinco quadrados contabilizados na
camara de Neubauer (E1 + E2 + E3 + E4 + E5), considerando células vivas e mortas,
conforme imagem Xx.

6.3.3 Verificacio da viabilidade “in vitro” de Sporothrix brasiliensis, segundo variacoes

térmicas similares a compostagem do cadaver felino

A viabilidade do cultivo se deu pela divisdo do nimero de células vivas pelo nimero de
células. Multiplicou-se esse resultado por 100 para que a viabilidade fosse mostrada em

percentual, de acordo com a formula:

R numero de células vivas
Viabilidade celular = ~ - x 100
Nuamero de células
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Comparacao entre os repiques do experimento-piloto

Embora este estudo nédo tenha confrontado diretamente os resultados com outros
achados na literatura acerca da temperatura de inativacdo de Sporothrix spp., um experimento-
piloto realizado com uma cultura fungica submetida a 63 °C, por cinco horas, demonstrou

viabilidade residual, evidenciada pelo crescimento fangico apos repique (Figura 27).

Figura 27 - 12° dia de cultivo a 63 °C pelo periodo de cinco horas do repique das
amostras de Sporothrix spp.

Fonte: O autor

Ao comparar com as réplicas do mesmo cultivo que ndo foram submetidas ao
desafio (Figura 28), observam-se uma reducgéo destas no nimero de col6nias e uma diminuigado
na pigmentagdo, um marcador importante de viruléncia fungica. Esses resultados indicam que,
embora a exposicdo a 63 °C nédo seja suficiente para neutralizar completamente o fungo, ela

exerce um impacto significativo sobre sua capacidade de multiplicacéo.
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Figura 28 - Comparacdo entre cultivos da mesma amostra,
sujeitos ou ndo ao desafio de 63 °C

As placas inferiores foram sujeitas ao desafio de 63 °C.
Fonte: O autor

E importante destacar a necessidade de realizar novos experimentos que incluam
uma maior variedade de cultivos, a fim de ampliar a compreensdo sobre os fatores que
influenciam a viruléncia de Sporothrix spp. sob diferentes condi¢cGes ambientais.

Com o passar dos dias, houve razoavel crescimento da coldnia e pigmentacdo na

placa contendo o meio Saboraud com cloranfenicol (Figura 29).

Figura 29 - 20° dia de cultivo a 63 °C pelo periodo de cinco horas
do repique das amostras de Sporothrix spp.

Fonte: O autor
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7.2 Dimorfismo da réplica submetida a presséo de CO2

A Figura 30 apresenta a diferenca quanto ao desenvolvimento fungico de replicas
provenientes de um mesmo cultivo mantido em condi¢es idénticas de temperatura e nutrigéo.
Entretanto, nota-se uma clara distin¢do entre elas. A amostra a direita foi submetida a um
ambiente com pressdo elevada de CO., enquanto a da esquerda foi mantida sob condigdes
normoxicas, sem restricdo de oxigénio. Essa diferenca reflete o impacto da pressédo parcial de

CO: como fator modulador no dimorfismo e no desenvolvimento do fungo.

Figura 30 - Comparacao entre colénias submetidas, ou ndo, a simulacao de
pressdo de CO2

Fonte: O autor

E importante destacar que estudos sobre as adaptacdes de Sporothrix spp. a
diferentes temperaturas, incluindo algumas extremamente elevadas, estdo revelando aspectos
criticos de sua biologia que podem indicar pontos de vulnerabilidade.

Essas adaptacGes poderiam, futuramente, servir como base para o desenvolvimento
de novas estratégias de controle do patdgeno, especialmente no contexto de compostagem e
tratamento ambiental. Por exemplo, a sensibilidade de Sporothrix spp. a estresses térmicos
elevados e continuos pode ser um fator-chave a ser explorado para aprimorar a erradicacao
desse fungo em processos de compostagem (BROWN et al., 2014).
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7.3 — Quantificagao e viabilidade das leveduras constantes na Placa-Méae

A contagem celular revelou uma concentracao de 4,81 x 108 células leveduriformes
por mililitro (APENDICE A). A anélise realizada por meio de hemacitdbmetro, utilizando
microscopia oOptica, indicou uma viabilidade de 100%. Essa conclusdo baseou-se na auséncia
de células coradas em azul, evidenciando que nenhuma célula havia perdido a integridade da

membrana plasmatica ap6s a adi¢do do corante azul de tripan (Figura 31).

Figura 31 - Visualizagdo microscopica das leveduras da cultura-mae antes dos
estresses térmicos - Contagem e viabilidade

As setas laranjas apontam alguns exemplares de estruturas em formato circular, que sdo as
leveduras. O fato de a membrana estar corada de azul, e o interior ndo, demonstra que as
membranas estdo integras e, portanto, as células se encontram viaveis.

Fonte: O autor
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Dado que a cultura de S. brasiliensis utilizada era de um repique recente e
apresentava um crescimento rapido, como evidenciado pelas observagdes iniciais, era razoavel
esperar que a viabilidade das células fangicas fosse alta. Culturas recém-estabelecidas,
especialmente aquelas com um desenvolvimento vigoroso e continuo, tendem a manter um
nivel elevado de atividade metabdlica, o que facilita a integridade das células e contribui para
uma taxa de viabilidade superior (SOLA et al., 2012). Além disso, o rapido crescimento da
cultura (Figura 32) sugere que as condicdes iniciais de cultivo favoreciam a multiplicacdo
celular eficiente, proporcionando um ambiente ideal para a manutencdo da saude das células
durante os primeiros estagios do experimento. Isso reforca a expectativa de que, antes da
exposicao aos desafios experimentais, o fungo estivesse em um estado fisiologico favoravel, o

que, por sua vez, influenciaria positivamente os resultados relativos a viabilidade celular.

Figura 32 - Crescimento de Sporothrix spp. nas réplicas sete dias ap0s
0s repiques da cultura-mae - antes dos desafios

Os meios utilizados para cultivo das réplicas foram Agar Mycosel (&
esquerda) e Agar Saboraud com cloranfenicol (a direita)

Fonte: O autor
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Embora esteja descrito na literatura que temperaturas em torno de 41 °C limitam o
crescimento de Sporothrix spp. (FERREIRA, 2018), o limite superior de temperatura que ainda
permite sua viabilidade permanece incerto. Em termos gerais, a inativagdo de microrganismos
é frequentemente associada ao processo de pasteurizacdo, que consiste em manter a temperatura
de 60 °C por 30 minutos. Contudo, certos fungos filamentosos termorresistentes, como
Neosartorya fischeri e Byssochlamys fulva, demonstraram capacidade de sobrevivéncia mesmo
sob tratamento térmico de 95 °C por 20 minutos (SALOMAO; MASSAGUER; ARAGAO,
2008).

Adicionalmente, é importante considerar que isolados de uma mesma espécie
podem apresentar respostas distintas a condi¢cbes ambientais. Estudos baseados em
sequenciamento de genes como calmodulina, B-tubulina e ITS (Internal Transcribed Spacer)
evidenciam variacOes genéticas entre isolados da mesma espécie, as quais podem influenciar
caracteristicas fenotipicas, como morfologia e viruléncia (RODRIGUES; DE HOIG;
CAMARGO, 2016). Ainda, andlises de diversidade genética identificaram diferencas entre
isolados de populacdes geograficamente préximas, destacando a influéncia da variabilidade
intraespecifica em caracteristicas adaptativas (ZHANG et al., 2015).

O genoma de Sporothrix sp., de acordo com Cuomo et al. (2014), apresenta
amplificacdo de genes relacionados a resposta ao estresse ambiental, incluindo aqueles
envolvidos na biossintese de melanina. Este pigmento desempenha um papel crucial na
protecdo contra fatores adversos, como radiacdo UV e agentes oxidativos. Alem disso, a
plasticidade gendmica observada nesses fungos, caracterizada pela variagdo no namero de
copias de genes, sugere que S. brasiliensis utiliza a amplificacdo génica como um mecanismo
adaptativo para explorar ambientes diversos e aumentar sua sobrevivéncia (RODRIGUES; DE
HOIG; CAMARGO, 2016). Outro fator relevante é a presenca de um namero significativo de
elementos genéticos méveis em seu genoma, como elementos transponiveis, que promovem
reorganizacfes gendémicas e novas combinacdes génicas. 1sso aumenta a variabilidade genética
em populacdes clonais, conferindo maior capacidade adaptativa (GONZAGA, 2017).

No contexto deste estudo, é importante destacar a limitacéo de ter sido utilizado um
Unico cultivo para os testes experimentais, 0 que restringe a generalizagdo dos resultados.
Estudos futuros deverdo incluir populagcdes mais diversificadas para elucidar as respostas do

fungo a diferentes condi¢des ambientais.
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7.4 Quantificacao celular e viabilidade celular ap6s desafios I e 11

7.4.1 — Desafio |

Ao término do desafio experimental 1, as amostras foram submetidas a contagem
celular e ao célculo de viabilidade (APENDICE A). A média de células foi de 4,29 x 10®
leveduras/ml, um valor préximo ao encontrado na contagem inicial. Contudo, nenhuma célula
viavel foi detectada apos o desafio termico, uma vez que todas as células foram coradas com
azul de tripan, indicando perda total de viabilidade (Figura 33).

Figura 33 - Visualizacdo microscopica das leveduras da cultura apés o desafio 1 -
Contagem e viabilidade

Fonte: O autor

A viabilidade de 0% foi corroborada pela auséncia de crescimento das réplicas
cultivadas a partir das amostras que permaneceram em caldo Saboraud pelo periodo de 48
horas. As réplicas foram cultivadas por 17 dias (Figura 34).
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Figura 34 - 17° dia de cultivo do repique das amostras de Sporothrix
spp. apds o Desafio 1

Os meios utilizados para cultivo das réplicas foram Agar Mycosél (a
esquerda) e Agar Saboraud com cloranfenicol (a direita)

Fonte: O autor

O Desafio | foi concebido com o objetivo de explorar o conceito de priming
fangico. O priming é definido como uma pré-exposicéo limitada no tempo de um organismo a
um fator estressante, induzindo uma resposta adaptativa aumentada a exposi¢oes subsequentes
(HARISH; OSHEROV, 2022; ANDRADE-LINARES; LEHMAN; RILLIG, 2016). Contudo,
diante do resultado negativo obtido nos cultivos testados, ndo foi possivel determinar se a
resposta observada foi consequéncia de uma superacdo da capacidade adaptativa do fungo ou
se 0 periodo de exposicdo as temperaturas elevadas foi insuficiente para induzir a memaria
adaptativa no microrganismo.
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7.4.2 - Desafio 11

Os dados sugerem que, considerando o fungo incapaz de se adaptar a mudancas
graduais de temperatura, seria improvavel que ele demonstrasse adaptacéo a transicao abrupta
de temperatura de 37 °C para 67 °C, conforme proposto no Desafio Il. Essa hipotese foi
corroborada pelos resultados do teste de viabilidade celular (Figura 35) e pela auséncia de

crescimento nos cultivos realizados apds o estresse térmico imposto no Desafio Il (Figura 36).

Figura 35 - Visualizagdo microscépica das leveduras da cultura apés
0 Desafio 2 - Contagem e viabilidade

Fonte: o autor

A contagem celular média correspondente foi de 9,9 x 107 leveduras/ml. Entretanto,
a totalidade das células foi corada pelo azul de tripan, indicando uma viabilidade de 0%. Esse
achado reforga a conclusdo de que o estresse térmico excedeu a capacidade de sobrevivéncia

do fungo, inviabilizando a adaptacéo e o crescimento subsequente.
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Figura 36 - 24° dia de cultivo do repique das amostras de
Sporothrix spp. apés o Desafio Il

Os meios utilizados para cultivo das réplicas foram Agar Mycosel (&
esquerda) e Agar Saboraud com cloranfenicol (a direita)

Fonte: O autor

Uma vez que ndo houve crescimento fungico apds os desafios, a verificacdo da
capacidade dimorfica do fungo apds o estresse térmico se fez impossivel e também
desnecesséria.

Um aspecto distinto entre o experimento que submeteu a cultura a temperatura de
63 °C e aquele que limitou a 67 °C foi a presenca de pressdo parcial de CO:2 no segundo

experimento, o que sugere a influéncia de variaveis adicionais além da temperatura.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo forneceram uma compreensdo aprofundada
sobre a capacidade de sobrevivéncia e adaptacdo do Sporothrix brasiliensis a condicdes
ambientais extremas, contribuindo significativamente para a ampliagédo do conhecimento sobre
os limites térmicos e fisiologicos desta espécie fungica.

Os dados demonstraram que a exposi¢do a uma pressdo parcial elevada de CO-
modulou o dimorfismo do fungo, evidenciado pela diferenca morfoldgica observada entre os
cultivos sob condicdo normoxica e aqueles submetidos as condigdes hipercarbicas. Tal achado
sugere que a concentra¢cdo de CO2: no ambiente pode atuar como um fator regulador do fenotipo
do fungo, alterando seu padréo de crescimento e, potencialmente, sua viruléncia.

A analise do dimorfismo adaptativo fangico, antes e apos desafios térmicos, revelou
que S. brasiliensis possui uma capacidade limitada de resisténcia a estresses térmicos elevados.
Apesar da sobrevivéncia residual detectada ap6s a exposi¢cdo a 63 °C por cinco horas, a
completa inviabilidade celular foi observada quando a temperatura foi elevada para 67 °C
também pelo periodo de cinco horas. Este resultado sugere que ha um limiar térmico critico
acima do qual S. brasiliensis ndo consegue manter a integridade celular, corroborando a
hipotese de que estresses térmicos extremos podem ser explorados como estratégias potenciais
de controle ambiental para este patdgeno.

A quantificacdo celular realizada nas diferentes condi¢cdes experimentais indicou
gue o fungo apresentou um crescimento expressivo antes da exposicao ao estresse térmico, com
uma concentragao inicial de 4,81 x 108 leveduras/mL e viabilidade de 100%, confirmando sua
robustez em condi¢des ideais de cultivo. Contudo, ap6s os desafios térmicos, as analises
microscopicas e os testes de viabilidade revelaram uma reducdo drastica na sobrevivéncia
celular, culminando em viabilidade nula apds a exposicédo a 67 °C pelo periodo de cinco horas.

A determinacdo da viabilidade celular a partir da integridade da membrana
plasmética confirmou que a perda da capacidade de crescimento de S. brasiliensis esta
diretamente relacionada a destruicdo estrutural das células fungicas. A coloragdo pelo azul de
tripan indicou que todas as células haviam perdido a integridade da membrana apds a exposi¢do
aos desafios térmicos mais severos, reforcando a ideia de que a temperatura elevada representa
um fator critico na inativacgao deste fungo.

Os achados deste estudo fornecem evidéncias experimentais solidas para a
compreensdo dos limites adaptativos de S. brasiliensis, demonstrando que, embora o fungo

possa resistir a certos estresses térmicos moderados, ele se torna inviavel quando exposto a
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temperaturas em torno de 67 °C por periodos prolongados. Esses resultados possuem
implicacOes diretas para estratégias de controle ambiental do fungo, especialmente no contexto
de compostagem de carcagas e tratamento de residuos organicos potencialmente contaminados.

No entanto, deve-se destacar que este estudo utilizou um Unico cultivo fangico para
0S experimentos, 0 que representa uma limitacdo na generalizagcdo dos resultados. Estudos
futuros devem considerar uma abordagem mais abrangente, incorporando diferentes isolados
de S. brasiliensis e explorando a influéncia de fatores adicionais, como variacdo genética
intraespecifica, interacdo com outros microrganismos do ambiente e demais fatores quimicos e
fisicos presentes no ambiente de compostagem, como pH, aeracdo, umidade, granulometria do
substrato e relagdo entre carbono e nitrogénio.

Por fim, a relevancia deste estudo reside ndo apenas na caracterizacdo dos limites
fisiolégicos de S. brasiliensis, mas também na aplicacdo de estresses térmicos como uma
ferramenta potencialmente viavel para mitigar sua disseminacdo em ambientes naturais e
antropogénicos. A exploracdo desses achados podera contribuir para o desenvolvimento de

novas abordagens de controle biotecnologico contra este patdgeno emergente.
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IV CAPITULO 3 - PTT (PPRODUTO TECNICO-TECNOLOGICO):
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA MANUSEIO DE
CADAVER FELINO CONTAMINADO COM ESPOROTRICOSE DURANTE
PROCESSO DE COMPOSTAGEM

1 INTRODUCAO

O presente documento constitui uma Producéo Técnica e Tecnolodgica derivada da
dissertagdo de Mestrado em Sustentabilidade e Tecnologia Ambiental, defendida no Instituto
Federal de Minas Gerais — Campus Bambui, intitulada “COMPOSTAGEM COMO
ALTERNATIVA SUSTENTAVEL PARA O DESCARTE DE CADAVERES DE FELINOS
COM ESPOROTRICOSE: Avaliacdo da Inativacdo de Sporothrix brasiliensis e Condicdes
Térmicas do Processo”. Este trabalho foi desenvolvido pelo mestrando Davidson Sandes
Christdo, sob a orientacdo da Dra. Simone Magela Moreira. A concepgdo do projeto emergiu

das atividades experimentais que fundamentaram a dissertacéo.
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1.1 Apresentacdo

O desenvolvimento deste produto técnico foi impulsionado pela necessidade de
trabalhar de maneira segura e eficaz com cadaveres de animais contaminados por um fungo
zoonotico. A manipulacdo dos cadéveres contaminados mostrou-se inevitavel durante o
experimento. Ademais, essa situacdo é frequentemente enfrentada por tutores de animais de
estimacdo, médicos veterinarios e demais profissionais de zoonoses.

Nos casos de acometimento animal, a infeccdo, geralmente, ocorre por meio de
mordidas, arranhGes ou lesdes pré-existentes. Gatos infectados com esporotricose apresentam
uma alta carga parasitaria em suas lesdes. Apds a inoculacdo do fungo, ele penetra nas camadas
mais profundas do tecido e assume a fase parasitaria. Os seres humanos podem ser
contaminados diretamente por leveduras, com o fungo permanecendo no tecido subcutaneo ou
se disseminando através da corrente sanguinea e/ou sistema linfatico (CANDEIA, 2021).

Embora exista tratamento para a doenca causada por fungos do género Sporothrix,
0s prejuizos financeiros, bem como os impactos na salde fisica e psicoldgica, tornam a
prevencdo a medida mais eficaz.

O protocolo, assim como o POP (Procedimento Operacional Padréo), podem ser
considerados um guia de instrucbes destinado ao uso de um dispositivo, a correcdo de
problemas ou ao estabelecimento de procedimentos de trabalho. Deve funcionar como uma
diretriz que define como se deve proceder em determinadas situacdes ou operacdes (CAPES,
2019, p. 54).

O POP apresenta medidas preventivas para que o processo de compostagem de
cadaveres de gato contaminados com Sporothrix spp. possa ser realizado de maneira segura
pelos operadores, desde a deposi¢do do cadaver até sua retirada, levando em consideracdo as
necessidades de monitoramento do processo.

Desta maneira, evidencia o publico-alvo desta producdo técnica, que sdo: médicos
veterinarios de modo geral, académicos, funcionarios de zoonose, empresas que lidam com
residuos solidos urbanos e quem mais tenha interesse e condigcdes de realizar o processo de

compostagem de cadaveres de gatos contaminados com o fugo do género Sporothrix.
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1.2 Critérios de qualificacao do Produto Técnico-Tecnologico (PTT)

A Capes (2019) conta com cinco critérios de validacdo de um PTT. A aderéncia,
que é um critério obrigatorio, torna-se indispensavel para a aceitacdo de uma producdo no
programa de pos-graduacdo em anélise, considerando que os trabalhos precisam derivar das
atividades resultantes das linhas de pesquisa/atuacéo e dos projetos associados a essas linhas.
O POP possui tal aderéncia com a linha de pesquisa de Tecnologias Ambientais, uma vez que
se atrela a pesquisa desenvolvida, que buscou validar o descarte de cadaveres contaminados
com esporotricose por meio da compostagem, e tal procedimento carece de medidas de
seguranca que preservem a salde do operador.

Quanto ao impacto, a analise deste critério estd vinculada as alteraces provocadas
pelo produto técnico e tecnoldgico no contexto em que ele se encontra. Para avaliar este critério,
é fundamental compreender a razdo de sua criagdo. Além disso, deve-se esclarecer o objetivo
de aplicacdo do produto, permitindo, assim, a identificacdo das areas em que as mudancas serdo
notadas (CAPES, 2019). A demanda do POP surgiu pela necessidade de se realizar um
experimento com cadaveres felinos contaminados com fungo zoondtico. A iniciativa para
desenvolvimento do POP se deu pelo conhecimento prévio da doenca, pela facilidade de
contagio, gravidade e impacto desta e tratamento caro e moroso. O POP criado surgiu como
uma medida preventiva que permitiu ao aluno executor do experimento realizar as atividades
de forma segura.

Outro critério avaliado pela Capes (2019) € a aplicabilidade do PTT. Refere-se a
facilidade de uso do produto para alcangar os objetivos especificos para os quais foi criado.
Uma producdo com alta aplicabilidade deve demonstrar uma grande abrangéncia ou a
possibilidade de uma ampla aplicacdo, incluindo a capacidade de ser replicada como uma
producdo técnica. No caso do experimento, o POP foi utilizado para manter a seguranga do
responsavel pelas composteiras no interior do Galpao nas dependéncias do IFMG - Bambui.
Sua eficiéncia foi comprovada, uma vez que houve o acompanhamento, por varios meses, na
realizacdo de compostagem, e ndo houve contagio por parte do aluno que efetuou o
experimento. Esse POP possui abrangéncia potencial para realizagdo dessas atividades em
outros locais, como Centros de Controle de Zoonoses, Institutos de Pesquisa e empresas que
deem destinacdo final a residuos sdlidos com caracteristicas similares. Sua replicabilidade
consistiria apenas em entender a realidade dos ambientes de aplicacdo e sofrer as adequacdes
necessarias, especialmente quanto ao uso de equipamentos de protecdo e, se necessario,

coletivos.
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A inovacédo é mais um dos critérios avaliados. O conceito de inovagdo, conforme a
Capes (2019), ¢é bastante abrangente e, em termos gerais, pode ser definido como a acéo de
inovar, seja por meio da modificacao de algo ja existente ou pela criacédo de algo completamente
novo. O presente PTT, por se tratar de uma adaptacdo de conhecimentos ja consolidados, é
considerado uma producéo de baixo teor inovativo. A nogéo de que Equipamentos de Protecdo
Individual (EPIs) sdo essenciais diante do risco de transmissao de zoonoses, bem como 0s tipos
adequados de EPIs para cada situacdo, j& € amplamente estabelecida. O compilado dessas
informacdes permitiu o desenvolvimento de uma nova aplicabilidade que, embora funcional e
relevante, ndo se enquadra nos critérios de inovacao estabelecidos pela avaliagao.

Por fim, o quinto critério apreciado é a Complexidade. Ela pode ser entendida como
uma caracteristica ligada a variedade de participantes, interacdes e conhecimentos exigidos para
a criacdo e o desenvolvimento de produtos técnico-tecnoldgicos. Nesse caso, o POP
apresentado pode ser considerado de média complexidade. Embora ndo seja complicado
replicar esse material para outras demandas, as informacgdes sobre a doenca e sobre 0 processo

de compostagem dao ao PTT um carater multidisciplinar.
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2 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

2.1 Objetivo

Permitir a utilizagdo do galpdo para experimento de compostagem de cadaveres de

gatos contaminados com esporotricose, de forma segura.

2.2 Material

e Luva de procedimento;

e Méscara N95;

e Oculos de protecio;

e Avental,

e Hipoclorito 4%;

e Saco plastico branco leitoso com simbolo de risco bioldgico;
e Detergente neutro;

e Alcool 70%.

2.3 Descricdo dos procedimentos

e Ao adentrar o galpdo, paramentar-se com os EPIs na seguinte ordem: luva de
procedimento, 6culos, mascara e, por fim, o avental; Somente entrar no galpdo de
sapato fechado;

e No término das atividades, a sequéncia de retirada dos EPIs deve seguir a ordem:
avental, luva, méscara e 6culos;

e O avental deve ser dependurado em local especifico predeterminado;

e As luvas e mascara devem ser descartadas imediatamente ap6s a retirada, em

sacos de lixo na cor branca leitosa, identificados como material infectante;
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e Os 6culos devem ser submersos em um recipiente contendo hipoclorito de sédio
a 4% e permanecer assim pelo periodo minimo de 20 minutos;

e Ap06s tempo minimo, eles devem ser enxaguados e lavados com &gua e
detergente neutro;

e Lavar as maos com detergente neutro e, em seguida, aspergir sobre elas alcool
70%;

e Antes de sair do galpdo, € imprescindivel que se utilize o pediltvio, composto

também por hipoclorito de sodio a 4%. Imergir toda a sola do cal¢ado no pedilavio.

2.4 Siglas

e N/A: Néo Aplicavel;

e EPI: Equipamento de protecado individual.
2.5 Possibilidades de erro
e Alterar a ordem de retirada dos EPIs;
e Levar amdo a regido do rosto mesmo que paramentado;
e Nao preparar e/ou ndo utilizar o pedilavio.

2.6 Fatores complicadores

e Acesso por pessoa ndo autorizada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresenta contribuicbes significativas para o entendimento da
viabilidade de S. brasiliensis em condi¢fes térmicas representativas da compostagem,
fornecendo informacBes fundamentais sobre a eficacia deste método na inativagdo do fungo
presente em cadaveres felinos infectados. Os resultados evidenciaram que a resposta do fungo
ao estresse térmico varia conforme a intensidade e duracdo da exposicdo, destacando a
necessidade de protocolos bem definidos para garantir a inativagdo completa do patdgeno.

A avaliagdo da integridade celular do fungo evidenciou alteragdes estruturais
expressivas, conforme demonstrado pela coloracdo intracelular pelo azul de tripan ap6s a
exposicdo das leveduras a temperatura de 67 °C por um periodo de cinco horas. Esses resultados
ressaltam a relevancia de parametros criticos, como temperatura e tempo de exposicdo, na
eficiéncia do processo de compostagem. Os achados desta pesquisa fornecem embasamento
para o desenvolvimento de diretrizes técnicas que visem aprimorar a compostagem como uma
estratégia sustentavel e eficaz para a inativacao segura de cadaveres de animais infectados.

Dada a preocupacdo crescente com o descarte adequado de residuos biologicos e
sua relacdo com a salde publica, este trabalho reforca a importancia de alternativas sustentaveis
e eficientes. A compostagem, quando incluida sob pardmetros rigorosos de controle, surge
como uma solucdo ambientalmente vidvel para a inativacdo de patdgenos zoondticos,
minimizando os impactos negativos tanto para os profissionais envolvidos no manejo desses
residuos quanto para 0 meio ambiente. A integracdo entre microbiologia, saneamento e gestao
de residuos sélidos evidencia a necessidade de abordagens interdisciplinares para o
enfrentamento de desafios sanitarios emergentes.

Apesar das contribuicbes cientificas e praticas, algumas limitagdes devem ser
consideradas. A utilizacdo de um Unico cultivo para os experimentos, no Capitulo 2, restringe
a possibilidade de generalizacdo dos resultados, tornando imprescindivel que futuros estudos
considerem populagfes fungicas geneticamente diversas para ampliar o entendimento sobre a
resisténcia do patdégeno e sua resposta ao ambiente de compostagem. Ademais, fatores
adicionais, como pH, umidade e aeracéo, devem ser explorados para se compreender melhor os
mecanismos envolvidos na inativacdo do fungo.

O desenvolvimento do Procedimento Operacional Padrdo (POP) como produto
técnico-tecnoldgico derivado desta pesquisa representa um avanco na seguranca do manejo de
cadaveres contaminados, garantindo condi¢Ges adequadas para a execu¢do do processo de

compostagem. Sua aplicacdo é de grande relevancia para profissionais de saude animal,
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gestores publicos e instituigdes de pesquisa, proporcionando uma abordagem segura e eficiente
para a disposi¢do de residuos bioldgicos contaminados.

Dessa forma, este estudo contribui tanto para o avanco cientifico na area de
biodegradacdo de agentes patogénicos quanto para a formulagdo de diretrizes praticas para o
manejo de residuos contaminados. As descobertas reforcam a necessidade de estudos
interdisciplinares e politicas publicas baseadas em evidéncias cientificas, garantindo a
seguranca sanitaria e ambiental no controle da esporotricose zoonoética. O fortalecimento de
iniciativas de pesquisa e desenvolvimento nesta area é essencial para mitigar o impacto da

doenca e promover solugdes sustentaveis para o descarte de cadaveres animais contaminados.



123

APENDICE A: REGISTRO DAS TEMPERATURAS AFERIDAS NAS

COMPOSTEIRAS DURANTE O PERIODO DE MONITORAMENTO DA

COMPOSTAGEM

1 COMPOSTEIRA-PILOTO

Temperatura (°C)
Dias de ™| DA Hora Ponto | Ponto | Ponto | Ponto | Ponto Leérgi% a;%rig?llte
compost. [ medigdo | (2023)
1 2 3 4 5 (°C) (°C)

01 01 23/8 | 16:00 | 28 27 26 26 0 21,40 33
02 02 24/8 | 9:00 18 18 18 18 08 16,00 23
02 03 24/8 | 16:00 | 25 23 21 23 10 20,40 35
03 04 25/8 | 945 | 21 20 19 20 15 19,00 25
03 05 25/8 | 16:15| 26 25 24 25 19 23,80 33
04 06 26/8 | 10:00 | 24 24 24 24 25 24,20 28
04 07 26/8 | 16:00 | 33 32 33 31 30 31,80 33
05 08 2718 | 9:40 29 37 34 33 49 36,40 18
05 09 27/8 | 15:40 | 31 39 39 41 52 40,40 22
06 10 28/8 | 9:40 | 35 41 36 39 60 42,20 17
06 11 28/8 | 15:00 | 36 40 40 41 58 43,00 26
07 12 29/8 | 9:50 43 43 41 50 63 48,00 24
07 13 29/8 | 16:20 | 42 43 44 48 61 47,60 21
08 14 30/8 | 10:10 | 35 37 39 39 58 41,60 22
08 15 30/8 | 16:00 | 36 40 40 40 56 42,40 28
09 16 31/8 | 9:15 | 33 36 36 36 51 38,40 25
09 17 31/8 | 15:00 | 35 37 39 38 50 39,80 30
10 18 1/9 |10:10 | 43 43 48 51 63 49,60 26
10 19 1/9 | 15:00| 45 45 49 52 63 50,80 31
11 20 2/9 9:00 42 43 44 44 55 45,60 26
11 21 2/9 |16:00 | 41 42 45 44 52 44,80 32
12 22 3/9 |10:00| 44 42 47 51 57 48,20 29
12 23 3/9 |16:00| 46 44 51 51 59 50,20 34
13 24 4/9 9:40 42 41 45 45 52 45 30
13 25 4/9 |16:00| 41 41 45 45 51 45 28
14 26 5/9 9:50 39 37 38 38 46 40 28
14 27 5/9 |15:50 | 40 37 38 43 46 41 33
15 28 6/9 9:00 47 43 45 50 54 48 26
15 29 6/9 | 15:.00| 44 42 42 43 53 45 32
16 30 7/9 |10:00 | 41 39 39 37 49 41 26
16 31 7/9 | 15:00 | 40 37 37 36 48 40 30
17 32 8/9 9:10 37 34 32 30 41 35 25
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51
51
52
52
53
53
54
54
55
55
56
56
57
57
58
58
59
59
60

76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
9%
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

30/9
30/9
1/10
1/10
2/10
2/10
3/10
3/10
4/10
4/10
5/10
5/10
6/10
6/10
7/10
7/10
8/10
8/10
9/10
9/10
10/10
10/10
11/10
11/10
12/10
12/10
13/10
13/10
14/10
14/10
15/10
15/10
16/10
16/10
17/10
17/10
18/10
18/10
19/10
19/10
20/10
20/10
21/10

10:55
17:00
11:38
15:40
11:30
15:00
10:20
16:25
10:30
14:30

16:20
10:00
15:00
10:00
17:50
11:20
16:15
11:10
16:15
11:40
16:50
11:00
16:20
10:30
16:00
11:00
15:25
10:00
15:00
9:40
15:20
10:00
16:00
11:00
16:20
11:00
15:00
11:20
17:00
9:00
16:45
9:20

30
32
29
30
29
31
29
29
30
31

30
31
32
30
32
31
33
32
34
34
35
34
34
34
35
31
31
31
32
30
31
31
31
32
33
33
34
31
31
31
31
31

28
30
27
29
28
29
28
29
28
30

30
29
30
31
31
30
31
35
36
34
36
34
35
34
35
31
32
31
32
30
31
30
30
30
31
31
32
30
30
29
29
29

28
30
27
29
28
29
28
28
27
29

29
29
29
30
30
29
30
30
31
31
31
31
32
32
33
30
30
30
30
29
30
29
29
28
30
30
30
29
29
28
28
28

28
30
28
30
28
28
28
29
27
29

30
30
30
29
32
30
31
36
37
35
35
34
34
34
34
31
32
30
30
29
30
29
29
29
31
31
32
31
32
30
31
30

31
32
30
30
29
29
29
29
28
29

30
30
31
31
31
31
31
33
34
34
34
34
34
34
34
32
32
31
31
30
31
30
31
30
31
31
31
30
31
29
29
29

29

31

28

30

28

29

28

29

28

30

30

30

30

30

31

30

31

33

34

34

34

33

34

34

34

31

31

31

31

30

31

30

30

30

31

31

32

30

31

29

30

29

29
33
27
25
28
28
29
26
31
35

26
31
33
31
30
32
36
31
30
33
35
33
35
33
37
27
29
29
33
28
33
32
35
33
35
35
37
31
29
26
28
30
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60
61
61
62
62
63
63
64
64
65
65
66
66
67
67
68
68
69
69
70
70
71
71
72
72
73
73
74
74
75
75
76
76
77
77
78
78
79
79
80
80
81
81

119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

21/10
22/10
22/10
23/10
23/10
24/10
24/10
25/10
25/10
26/10
26/10
27/10
27/10
28/10
28/10
29/10
29/10
30/10
30/10
31/10
31/10
1/11
1/11
2/11
2/11
3/11
3/11
4/11
4/11
5/11
5/11
6/11
6/11
7/11
7/11
8/11
8/11
9/11
9/11
10/11
10/11
11/11
11/11

15:10
8:30
17:50
9:00
15:00
11:00
16:30
11:20
17:00
11:00
16:00
11:00
15:00
10:00
15:00
9:30
16:30
9:30
15:20
12:00

9:00
15:50
10:20
15:40

9:40
17:20

9:20
15:00

8:00
18:00
11:00
15:00
10:50
16:40
10:30
15:00

9:00
14:00
11:00
16:10

9:00
15:00

31
30
30
29
30
30
34
31
33
33
33
30
31
29
30
28
29
28
28
30

29
30
29
29
29
29
29
29
28
29
27
29
27
29
27
28
26
27
27
31
31
32

30
29
29
27
27
29
31
30
31
30
30
29
29
29
29
28
29
28
28
30

29
29
29
29
29
29
29
29
27
28
26
28
26
28
27
28
26
26
27
29
28
29

29
28
28
27
27
28
30
30
31
29
29
28
28
28
28
27
28
27
28
29

29
29
29
29
29
28
28
28
26
26
25
27
25
27
25
27
25
26
27
29
28
28

31
29
29
27
27
28
34
30
31
30
30
28
28
28
28
27
27
27
28
29

28
29
29
29
28
28
28
28
26
26
25
27
25
27
25
27
25
26
27
30
28
29

30
29
29
27
28
29
30
30
32
30
30
28
28
28
28
27
28
27
28
30

29
30
29
30
29
29
29
29
27
27
26
27
26
27
26
27
25
26
27
30
29
30

30

29

29

27

28

29

32

30

32

30

30

29

29

28

29

27

28

27

28

30

29

29

29

29

29

29

29

29

27

27

26

28

26

28

26

27

25

26

27

30

29

30

34
27
28
26
28
35
38
34
37
34
36
28
27
26
28
26
30
26
31
34

32
34
31
29
29
26
30
34
29
30
33
35
31
34
30
35
27
34
33
36
34
37
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82
82
83
83
84
84
85
85
86
86
87
87
88
88
89
89
90
90
91
91
92
92
93
93
94
94
95
95
96
96
97
97
98
98
99
99

100

100

101

101

102

102

103

162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204

12/11
12/11
13/11
13/11
14/11
14/11
15/11
15/11
16/11
16/11
17/11
17/11
18/11
18/11
19/11
19/11
20/11
20/11
21/11
21/11
22/11
22/11
23/11
23/11
24/11
24/11
25/11
25/11
26/11
26/11
27/11
27/11
28/11
28/11
29/11
29/11
30/11
30/11

1/12

1/12
2/12
2/12
3/12

9:30
16:00
9:00
16:00
11:30
16:20
9:30
15:50
11:40
16:10
11:30
16:40
11:30
15:00
9:00
16:00
10:30
16:00
10:20
16:40
11:00
16:20
11:30
17:20
10:10
15:00
11:20

11:14

9:30
15:00
10:15
16:20

8:00
15:40
11:40
15:00

9:20
17:00

30
31
30
31
32
31
31
31
32
31
32
32
34
36
32
33
30
30
29
33
30
32
31
32
30
31
30

30

29
30
30
30
29
29
30
30

29
30

29
30
29
30
31
31
31
31
31
31
32
32
58
35
32
33
30
30
29
32
30
31
30
31
30
31
29

30

30
30
30
30
29
29
29
29

28
29

28
28
28
30
30
30
30
30
31
30
31
31
32
34
31
32
29
29
29
31
29
30
29
30
29
30
28

29

29
29
29
30
29
29
29
29

28
29

29
30
28
29
30
30
31
31
31
31
32
32
32
34
32
33
31
30
30
31
30
31
30
31
30
31
28

30

29
30
29
30
29
29
29
29

29
29

29
30
30
30
31
31
32
32
33
32
33
33
34
36
32
33
30
30
30
31
30
31
30
31
31
31
31

31

31
31
30
31
29
30
30
30

30
30

29

30

29

30

31

31

31

31

32

31

32

32

33

35

32

33

30

30

29

32

30

31

30

31

30

31

29

30

30

30

30

30

29

29

29

29

29

29

35
40
32
35
40
43
34
37
37
41
39
42
39
42
39
42
31
28
28
31
35
35
37
33
30
32
31

30

36
37
31
33
24
25
31
32

28
28
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103
104
104
105
105
106
106
107
107
108
108
109
109
110
110
111
111
112
112
113
113
114
114
115

205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228

3/12
4/12
4/12
5/12
5/12
6/12
6/12
7112
7/12
8/12
8/12
9/12
9/12
10/12
10/12
11/12
11/12
12/12
12/12
13/12
13/12
14/12
14/12
15/12

11:40
16:00
11:30
15:00
11:30
15:00
11:50
15:20
11:00
15:50
11:20
16:00

9:00
14:30
9:00
15:00
11:00
15:00
9:00
17:00
8:20

31
31
29
29
29
29
30
31
31
31
30
30

29
29
28
28
29
29
29
30
29

30
30
29
29
29
29
30
31
30
31
29
29

29
29
28
28
29
29
29
30
29

30
30
29
29
28
28
29
30
30
31
29
29

29
29
28
28
28
29
29
30
29

30
30
29
29
28
28
29
30
30
31
29
29

29
29
28
28
28
29
29
30
29

31
31
30
30
29
30
30
31
31
31
30
30

30
30
29
29
29
29
29
30
29

30

30

29

29

29

29

30

31

30

31

29

29

29

29

28

28

29

29

29

30

29

34
33
28
28
29
30
33
34
31
30
32
30

25
25
27
30
31
33
28
34
27
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2 COMPOSTEIRAS EM TRIPLICATA

2.1 Composteira ll

] Temperatura (°C) Temp.
Dias de n ~ | Data | Hora Ponto | Ponto | Ponto Te,m'p " [ ambiente
compost. [ medigéo Pontol | Ponto2 media o

3 4 5 (°C)

01 01 26/9 |10:00| 44 39 44 48 50 | 45,00 34

01 02 26/9 |16:00| 45 43 43 47 48 | 45,20 38

02 03 27/9 | 9:00 | 39 40 42 43 44 | 41,60 26

02 04 27/9 |15:00| 40 41 43 44 45 | 42,60 28

03 05 28/9 | 9:30 | 51 45 46 50 52 | 48,80 27

03 06 28/9 |15:10| 57 55 56 54 59 | 56,20 35

04 07 29/9 | 9:140 | 51 45 46 50 52 | 48,80 27

04 08 29/9 |14:55| 49 44 46 52 55 | 49,20 32

05 09 30/9 |10:55| 42 37 41 42 48 | 42,00 29

05 10 30/9 |17:00| 45 39 42 45 50 | 44,20 33

06 11 1/10 |11:38| 39 35 37 39 46 | 39,20 27

06 12 1/10 (15:40| 42 38 38 43 43 | 40,80 25

07 13 2/10 |11:30| 40 41 42 44 48 | 43,00 28

07 14 2/10 |15:00| 43 42 43 45 50 | 44,60 28

08 15 3/10 |10:20| 43 42 43 46 51 | 45,00 29

08 16 3/10 |16:25| 44 43 43 46 50 | 45,20 26

09 17 4/10 [10:30| 40 40 40 43 47 | 42,00 31

09 18 4/10 |14:30| 40 39 40 43 46 | 41,60 35

10 19 5/10

10 20 5/10 |16:20| 41 40 40 43 45 | 41,80 26

11 21 6/10 [10:00| 39 38 38 41 44 | 40,00 31

11 22 6/10 | 15:00| 39 38 38 40 44 | 39,80 33

12 23 7/10 |10:00| 63 57 58 57 63 | 59,60 31

12 24 7/10 |17:50| 53 58 55 56 61 | 56,60 30

13 25 8/10 |11:20| 44 51 45 49 53 | 48,40 32

13 26 8/10 |16:15| 46 50 45 49 51 | 48,20 36

14 27 9/10 [11:10| 42 45 41 45 46 | 43,80 31

14 28 9/10 | 16:15| 42 44 41 45 45 | 43,40 30

15 29 |10/10|11:40| 38 40 38 41 42 | 39,80 33

15 30 [10/10|16:50| 43 44 43 44 45 | 43,80 35

16 31 |11/10|11:00| 52 55 60 66 63 | 59,20 33

16 32 |11/10|16:20| 54 57 61 68 66 | 61,20 35

17 33 |12/10|10:30| 47 48 51 50 58 | 50,80 33

17 34 |12/10|16:00| 47 48 52 50 58 | 51,00 37

18 35 |13/10|11:00| 42 43 45 45 52 | 45,40 27

18 36 [13/10|15:25| 41 41 39 38 48 | 41,40 29

19 37 |14/10|10:00| 36 & 36 39 42 | 38,00 29

19 38 [14/10|15:00| 37 38 37 40 43 | 39,00 33

20 39 |15/10| 9:40 | 35 35 35 38 41 | 36,80 28
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20
21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
30
31
31
32
32
33
33
34
34
35
35
36
36
37
37
38
38
39
39
40
40
41
4
42
42
43
43
44

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

15/10
16/10
16/10
17/10
17/10
18/10
18/10
19/10
19/10
20/10
20/10
21/10
21/10
22/10
22/10
23/10
23/10
24/10
24/10
25/10
25/10
26/10
26/10
27/10
27/10
28/10
28/10
29/10
29/10
30/10
30/10
31/10
31/10
1/11
1/11
2/11
2/11
3/11
3/11
4/11
4/11
5/11
5/11
6/11
6/11
7/11
7/11
8/11

15:20
10:00
16:00
11:00
16:20
11:00
15:00
11:20
17:00
9:00

16:45
9:20

15:10
8:30

17:50
9:00

15:00
11:00
16:30
11:20
17:00
11:00
16:00
11:00
15:00
10:00
15:00
9:30

16:30
9:30

15:20
12:00

9:00
15:50
10:20
15:40

9:40
17:20

9:20
15:00

8:00
18:00
11:00
15:00
10:50
16:40
10:30

36
34
34
33
34
34
34
33
34
34
34
34
34
34
34
29
29
31
34
64
65
58
58
51
51
46
47
42
43
40
41
40

37
38
36
35
33
33
32
34
30
31
28
30
28
30
51

36
35
35
34
35
35
35
34
35
34
34
34
35
34
58
30
31
31
58
62
63
53
53
45
45
42
42
39
40
37
38
37

35
35
34
34
33
33
32
34
30
30
28
30
28
30
42

36
35
35
34
35
35
36
34
35
34
34
34
34
34
33
31
31
31
35
67
68
54
54
46
46
42
42
39
39
37
37
37

35
35
34
34
33
33
32
34
30
31
29
31
29
31
59

39
35
35
35
35
35
36
35
36
34
34
34
35
34
33
31
31
32
37
66
67
58
58
52
51
46
47
42
42
37
37
38

36
37
35
34
33
33
32
34
30
30
29
31
29
31
53

42
40
41
40
40
40
41
41
41
40
40
40
41
40
39
35
36
36
42
70
71
63
63
56
55
50
52
45
47
41
42
42

40
41
38
37
36
36
34
36
33
34
32
34
32
34
57

37,80
35,80
36,00
35,20
35,80
35,80
36,40
35,40
36,20
35,20
35,20
35,20
35,80
35,20
34,40
31,20
31,60
32,20
36,20
65,80
66,80
57,20
57,20
50,00
49,60
45,20
46,00
41,40
42,20
38,40
39,00
38,80

36,60
37,20
35,40
34,80
33,60
33,60
32,40
34,40
30,60
31,20
29,20
31,20
29,20
31,20
52,40

33
35
35
33
35
35
37
31
29
26
28
30
34
27
28
26
28
35
38
34
37
34
36
28
27
26
28
26
30
26
31
34

32
34
31
29
29
26
30
34
29
30
33
35
31
34
30
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44
45
45
46
46
47
47
48
48
49
49
50
50
51
51
52
52
53
53
54
54
55
55
56
56
57
57
58
58
59
59
60
60
61
61
62
62
63
63
64
64
65
65
66
66
67
67
68

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

8/11
9/11
9/11
10/11
10/11
11/11
11/11
12/11
12/11
13/11
13/11
14/11
14/11
15/11
15/11
16/11
16/11
17/11
17/11
18/11
18/11
19/11
19/11
20/11
20/11
21/11
21/11
22/11
22/11
23/11
23/11
24/11
24/11
25/11
25/11
26/11
26/11
27/11
27/11
28/11
28/11
29/11
29/11
30/11
30/11
1/12
1/12
2/12

15:00
9:00
14:00
11:00
16:10
9:00
15:00
9:30
16:00
9:00
16:00
11:30
16:20
9:30
15:50
11:40
16:10
11:30
16:40
11:30
15:00
9:00
16:00
10:30
16:00
10:20
16:40
11:00
16:20
11:30
17:20
10:10
15:00
11:20

11:14

9:30
15:00
10:15
16:20

8:00
15:40
11:40
15:00

9:20

53
54
54
49
50
42
44
4
42
37
38
37
38
39
40
41
43
45
46
42
43
38
40
34
34
32
34
35
37
40
40
50
51
50

45

42
42
37
37
35
35
35
35

35

45
50
49
43
44
40
40
37
38
36
37
36
38
40
42
43
44
46
46
44
46
38
40
34
34
33
34
36
37
42
42
53
53
50

47

41
41
36
37
35
35
34
34

35

59
55
54
48
49
41
43
40
41
38
39
37
38
48
49
49
49
50
50
49
51
43
45
37
37
36
37
39
40
43
43
54
55
50

45

41
41
36
36
35
35
36
36

37

55
56
54
50
51
44
46
46
47
49
49
38
40
42
44
45
46
47
48
46
47
40
4
34
34
34
35
37
38
40
40
55
55
52

47

43
43
38
38
35
36
35
35

36

60
65
64
58
59
55
56
50
52
46
46
44
46
50
52
54
55
55
55
53
54
45
45
39
39
37
38
42
43
46
46
55
57
60

53

47
47
42
42
42
39
37
37

40

54,40
56,00
55,00
49,60
50,60
44,40
45,80
42,80
44,00
41,20
41,80
38,40
40,00
43,80
45,40
46,40
47,40
48,60
49,00
46,80
48,20
40,80
42,20
35,60
35,60
34,40
35,60
37,80
39,00
42,20
42,20
53,40
54,20
52,40

47,40

42,80
42,80
37,80
38,00
36,40
36,00
35,40
35,40

36,60

35
27
34
33
36
34
37
35
40
32
35
40
43
34
37
37
41
39
42
39
42
39
42
31
28
28
31
35
35
37
33
30
32
31

30

36
37
31
33
24
25
31
32

28
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68 136 2/12 |17:00| 36 37 38 36 40 | 37,40 28
69 137 3/12
69 138 3/12
70 139 4/12 |11:40| 40 44 44 42 48 | 43,60 34
70 140 | 4/12 |16:00| 40 44 44 42 48 | 43,60 33
71 141 5/12 |11:30| 37 39 39 38 43 | 39,20 28
71 142 5/12 |15:00| 37 39 39 38 43 | 39,20 28
72 143 6/12 {11:30| 34 38 37 36 41 | 37,20 29
72 144 6/12 | 15:00| 35 39 37 36 41 | 37,60 30
73 145 7/12 |11:50| 37 41 39 38 42 | 39,40 33
73 146 7/12 |15:20| 38 42 40 29 43 | 38,40 34
74 147 8/12 | 11:00| 39 42 41 41 45 | 41,60 31
74 148 8/12 | 15:50| 39 42 41 41 45 | 41,60 30
75 149 9/12 |11:20| 41 39 38 42 44 | 40,80 32
75 150 9/12 |16:00| 41 39 38 41 44 | 40,60 30
76 151 | 10/12
76 152 | 10/12
77 153 |11/12| 9:00 | 38 38 37 39 42 | 38,80 25
77 154 |11/12|14:30| 38 38 37 39 42 | 38,80 25
78 155 |12/12] 9:00 | 34 33 33 35 38 | 34,60 27
78 156 |12/12|15:00| 34 34 33 35 39 | 35,00 30
79 157 | 13/12|11:00| 32 33 33 34 36 | 33,60 31
79 158 |13/12|15:00| 33 34 33 34 36 | 34,00 33
80 159 |14/12| 9:00 | 33 34 33 34 36 | 34,00 28
80 160 |14/12|17:00| 33 35 34 34 36 | 34,40 34
81 161 |15/12| 8:20 | 35 35 34 34 37 | 35,00 27
2.2 Composteira Il
Temperatura (°C
Dias de nf’ x| Data | Hora ; Ponto(Psmo Ponto Te,m p- ar-;%riz%te
compost. | medi¢do Pontol | Ponto2 média

3 4 5 (°C)
01 01 26/9 |10:00| 44 54 52 51 49 | 50,00 34
01 02 26/9 |16:00| 45 50 52 50 50 | 49,40 38
02 03 27/9 | 9:00 | 41 46 44 45 45 | 44,20 26
02 04 27/9 |15:00| 41 49 44 45 48 | 45,40 28
03 05 28/9 | 9:30 | 56 55 48 45 55 | 51,80 27
03 06 28/9 |15:10| 42 42 41 43 43 | 42,20 35
04 07 29/9 | 9:40 | 56 55 48 45 55 | 51,80 27
04 08 29/9 |14:55| 54 53 46 45 53 | 50,20 32
05 09 30/9 |10:55| 44 40 35 35 47 | 40,20 29
05 10 30/9 |17:00| 43 42 39 39 50 | 42,60 33
06 11 1/10 |11:38| 34 35 32 33 44 | 35,60 27
06 12 1/10 | 15:40| 40 39 36 35 49 | 39,80 25
07 13 2/10 |11:30| 42 42 40 39 46 | 41,80 28
07 14 2/10 |15:00| 42 42 40 39 49 | 42,40 28
08 15 3/10 |10:20| 44 42 40 39 48 | 42,60 29
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80 | 160 |14/12]17:00] 34 | 33 | 33 | 36 | 36 |3440| 34
8l | 161 |1512|820| 34 | 33 | 32 | 39 | 38 [3520| 27
2.3 Composteira IV
Temperatura (°C

Dias de nf’ ~ | Data | Hora ; Ponto(Pcznto Ponto Telm_p ' ar-;f)rig?l.te

compost. | medi¢do Pontol | Ponto2 3 . c média C)
01 01 |[26/9 [10:00| 43 | 46 | 46 | 50 | 45 |4600| 34
01 02 [26/9 |16:00| 44 | 49 | 44 | 43 | 49 |4580| 38
02 03 [27/9|9:00| 38 | 42 | 44 | 43 | 44 |4220| 26
02 04 |[27/9 |15:00| 38 | 43 | 43 | 42 | 43 |4180| 28
03 05 [28/9|930| 50 | 50 | 53 | 56 | 60 |5380| 27
03 06 |28/9 |15:10| 41 | 43 | 43 | 42 | 47 |4320| 35
04 07 [29/9|940| 50 | 50 | 53 | 56 | 60 |5380| 27
04 08 |[20/9 |14:55| 50 | 50 | 52 | 54 | 61 |5340| 32
05 09 [30/9 [10:55| 41 | 41 | 44 | 44 | 51 |4420| 29
05 10 |30/9 |17:00| 43 | 42 | 46 | 42 | 50 |4460| 33
06 11 | 110 |11:38| 34 | 37 | 40 | 37 | 55 |4060| 27
06 12 | 110 |1540| 38 | 39 | 42 | 40 | 48 |4L40| 25
07 13 | 210 |11:30| 38 | 42 | 43 | 44 | 52 |4380| 28
07 14 | 210 |15:00| 42 | 47 | 46 | 45 | 62 |4840| 28
08 15 | 3/10 |10:20| 42 | 44 | 44 | 44 | 59 |4660| 29
08 16 | 3/10 |16:25| 43 | 44 | 45 | 44 | 58 |4680| 26
09 17 | 4/10 |10:30| 41 | 41 | 42 | 42 | 53 |4380| 31
09 18 | 4/10 |14:30| 41 | 42 | 42 | 41 | 53 |4380| 35
10 19 | 5/10
10 20 |[510 [16:20| 42 | 43 | 43 | 42 | 50 |4400| 26
11 21 [ 6/10 [10:00| 41 | 41 | 42 | 41 | 48 |4260| 31
11 22 | 6/10 [15:00| 41 | 41 | 42 | 41 | 47 |4240| 33
12 23 [ 7/10 [10:00| 58 | 56 | 49 | 57 | 68 |5760| 31
12 24 | 710 [17:50| 50 | 56 | 52 | 46 | 65 |5380| 30
13 25 (810 [11:20| 46 | 46 | 47 | 43 | 62 |4880| 32
13 26 [ 8/10 [16:15| 47 | 46 | 46 | 44 | 62 |4900| 36
14 27 | 9/10 |11:10| 43 | 43 | 43 | 41 | 55 |4500| 31
14 28 | 9/10 [16:15| 43 | 41 | 42 | 42 | 54 |4440| 30
15 29 [10/10|11:40| 40 | 38 | 40 | 39 | 48 |4100| 33
15 30 [10/10|16:50| 41 | 47 | 44 | 40 | 50 |4440| 35
16 31 [11/10|11:00| 50 | 58 | 58 | 48 | 65 |5580 | 33
16 32 [11/10(16:20| 52 | 60 | 59 | 49 | 66 |5720| 35
17 33 [12/10(10:30| 45 | 50 | 50 | 44 | 59 |4960 | 33
17 34 [12/10(16:00| 46 | 52 | 51 | 45 | 60 |5080 | 37
18 35 [13/10(11:00| 40 | 44 | 44 | 40 | 51 |4380| 27
18 36 [13/10(1525| 40 | 43 | 43 | 39 | 50 |4300| 29
19 37 [14/10|10:00| 35 | 35 | 36 | 33 | 42 |3620| 29
19 38 [14/10(15:00| 36 | 36 | 37 | 35 | 42 |3720| 33
20 39 (1510|940 | 33 | 34 | 35 | 34 | 38 |3480| 28
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53

51

47
48
41
41
36
37
36
36

37

61
63
63

44
47
48
4
44
37
38
36
38
41
44
49
51
57
59
55
56
44
45
36
37
34
36
44
47
54
55
62
63
62

58

53
54
48
49
41
41
41
41

42

61,60
59,00
58,00
51,00
50,00
43,80
45,40
40,00
42,20
36,80
38,00
36,40
39,00
43,20
45,40
48,60
50,40
57,40
59,20
52,60
54,00
42,60
43,40
35,20
36,00
33,60
35,00
42,80
45,40
51,80
52,20
59,00
59,40
55,40

53,60

49,40
50,00
44,00
44,40
38,40
38,80
38,20
38,20

39,00

35
27
34
33
36
34
37
35
40
32
35
40
43
34
37
37
41
39
42
39
42
39
42
31
28
28
31
35
35
37
33
30
32
31

30

36
37
31
33
24
25
31
32

28
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68
69
69
70
70
71
71
72
72
73
73
74
74
75
75
76
76
77
77
78
78
79
79
80
80
81

136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

2/12
3/12
3/12
4/12
4/12
5/12
5/12
6/12
6/12
7112
7112
8/12
8/12
9/12
9/12
10/12
10/12
11/12
11/12
12/12
12/12
13/12
13/12
14/12
14/12
15/12

17:00

11:40
16:00
11:30
15:00
11:30
15:00
11:50
15:20
11:00
15:50
11:20
16:00

9:00
14:30
9:00
15:00
11:00
15:00
9:00
17:00
8:20

40

46
46
44
44
42
43
42
44
44
44
44
44

47
47
42
43
39
39
39
38
38

38

46
46
43
43
40
41
41
42
43
44
44
44

44
44
39
39
37
37
37
37
41

39

46
46
42
42
39
40
43
43
44
44
46
46

43
43
33
33
36
37
37
37
41

37

44
44
42
42
40
41
42
43
44
44
43
43

45
45
35
35
37
37
37
37
39

42

50
50
46
46
43
44
44
45
46
46
49
49

50
50
38
39
41
41
40
40
42

39,20

46,40
46,40
43,40
43,40
40,80
41,80
42,40
43,40
44,20
44,40
45,20
45,20

45,80
45,80
37,40
37,80
38,00
38,20
38,00
37,80
40,20

28

34
33
28
28
29
30
33
34
31
30
32
30

25
25
27
30
31
33
28
34
27

139



140

APENDICE B - CALCULOS DE VIABILIDADE E CONCENTRACAO DAS
LEVEDURAS DE Sporothrix spp. ANTES E APOS OS DESAFIOS | E Il DESCRITOS
NO CAPITULO 2

1 CONTAGEM E VIABILIDADE DE LEVEDURAS PRESENTES NA PLACA-MAE —
ANTES DOS DESAFIOS PROPOSTOS

1.1 Contagem ao hematocitbmetro

Os valores decorrentes da contagem seguem na Tabela 12.

Tabela 12 - Contagem média de leveduras ao hemacitdmetro apos diluicdo em azul de tripan

Quadrante | contagem média de leveduras vivas | contagem média de leveduras mortas
El 90 0
E2 86 0
E3 93 0
E4 112 0
E5 100 0
Total 481 0

1.2 Célculo da concentracédo de leveduras

Concentragio de leveduras = 481x5x200x10000 = 4,81 x 10° leveduras/ml

1.3 Calculo da viabilidade

481
Viabilidade celular = mxlOO = 100% de viabilidade
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2 CONTAGEM E VIABILIDADE DE LEVEDURAS PRESENTES NAS PLACAS
SUBMETIDAS AOS DESAFIOS PROPOSTOS

2.1 Contagem e viabilidade apo6s Desafio 1

Os valores decorrentes da contagem seguem na Tabela 13

2.1.1 Contagem ao hematocitdmetro

Tabela 13 - Contagem média de leveduras ao hemacitdmetro ap6s diluicdo em azul de tripan,
posteriormente ao Desafio 1

Quadrante | contagem média de leveduras vivas | contagem média de leveduras mortas
El 0 57
E2 0 66
E3 0 86
E4 0 111
E5 0 110
Total 0 429

2.1.2 Célculo da concentracao de leveduras

Concentragio de leveduras = 429x5x200x10000 = 4,29 x 10° leveduras/ml

2.1.3 Célculo da viabilidade

429

0
Viabilidade celular = ——x100 = 0% de viabilidade
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2.2 Contagem e viabilidade apds Desafio 2

2.2.1 Contagem ao hematocitdmetro

Os valores decorrentes da contagem seguem na Tabela 14

Tabela 14 - Contagem média de leveduras ao hemacitémetro apos diluicdo em azul de tripan,
posteriormente ao Desafio 2

Quadrante | contagem média de leveduras vivas | contagem média de leveduras mortas
El 0 17
E2 0 17
E3 0 23
E4 0 22
E5 0 23
Total 0 102

2.2.2Calculo da concentracéo de leveduras

Concentragio de leveduras = 102x5x200x10000 = 1,02 x 10° leveduras/ml

2.2.3 Célculo da viabilidade

0
Viabilidade celular = mxlOO = 0% de viabilidade




143

ANEXO A - Manual do laboratorista para anélise quimica dos solos utilizado no
Laboratdrio de Solos do IFMG — Bambui

PROFERT MG
PROGRAMA INTERLABORATORIAL DE CONTROLE DE QUALIDADE DE
ANALISE DE SOLO

MANUAL DO LABORATORISTA

2005
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1. PREPARO DA AMOSTRA

1.  Colocar a amostra identificada espalhada sobre uma folha de papel em uma
bancada e destorroar, manualmente, os torrfes existentes;

2.  Efetuar a completa secagem da amostra ao ar em ambiente ventilado, ou em
estufa com circulacdo forcada, a temperatura de 40 °C;

3. Proceder ao destorroamento com um rolo de madeira. Evitar quebrar pedras
ou concrecoes;

4.  Passar a amostra através de peneira com malha de 2 mm. Descartar a parte da
amostra retida na peneira. Transferir a terra fina seca ao ar (TFSA) para o recipiente

apropriado, devidamente identificado.

Observacgoes:

E incorreto descartar parte da amostra antes da obtencdo da TFSA, mesmo que o
volume da amostra seja muito grande. O correto € obter a TFSA, homogeneizar e somente
depois descartar o excedente.

A amostra pode ser preparada em moinhos especiais, desde que ndo contenha
pedras ou concrecGes. No caso de se pretender determinar, nas amostras, os teores de
micronutrientes e /ou metais pesados, deve-se evitar o uso de folhas de jornal, peneiras, trado e
outros materiais cuja fabricacdo possa conter os elementos a serem analisados. Deve-se dar

preferéncia a peneiras de nailon.
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2.PH

2.1 - pH em agua

Colocar 10 cm® de TFSA num frasco de 50 mL e adicionar 25,0 mL de H.0. Agitar
a amostra com bastéo de vidro por 1,0 min ou usar o agitador horizontal por 5,0 min a 200 rpm.
Deixar em repouso por 30 a 60 min. Agitar cada amostra antes de mergulhar o eletrodo na
suspensdo homogeneizada e proceder a leitura do pH em potenciémetro devidamente calibrado

com solucbes-padréo de pH 4,0 e 7,0.

2.2 - pH em KCI 1,0 mol/L

Proceder da mesma maneira descrita em 2.1, substituindo a agua pela solugédo de
KCI 1,0 mol/L (74,6 g/L).

2.3 - pH em CaCl2 0,01 mol/L

Colocar 10 cm® de TFSA num frasco de 50 mL e adicionar 25,0 mL de CaCl, 2H.0
0,01 mol/L (1,469 g/L), deixando 15 min em contato. Agitar a amostra em agitador horizontal
por 10,0 min a 200 rpm. Deixar em repouso por 30 a 60 min. Apo6s o tempo de repouso, sem
agitar novamente a amostra, fazer a leitura em potenciébmetro, devidamente calibrado com

solugdes-padrao de pH 4,0 e 7,0, tomando o cuidado de encostar o eletrodo suavemente no solo.
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3. FOSFORO
3.1 — Extracao

Colocar 5,0 cm® de TFSA em Erlenmeyer de 125 mL e adicionar 50 mL de extrator
Mehlich-1. Agitar por 5 min em agitador circular horizontal a 200 rpm, deixando em repouso
por + 16 h.
3.2 - Dosagem

Pipetar 5,0 mL do sobrenadante e adicionar 5,0 mL de reagente de trabalho (RT).
Apo6s 30 min, fazer a leitura no espectrofotbmetro de absor¢do molecular, utilizando o

comprimento de onda de 725 nm.

3.3 - Curva de calibracéo do espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular para leitura de P
em extratos de Mehlich-1 na relagéo solo: extrator 1:10

Concentracdo - - - - - - - - - Aliquota - - - - - -

de PO SP® H.0 M-1(2x)® RT@ Total
mg/L - - - - - - e e e - mL - ------>--=-----
0,0 0,0 2,5 2,5 50 10,0
0,4 0,5 2,0 2,5 5,0 10,0
0,8 1,0 1,5 2,5 5,0 10,0
1,2 1,5 1,0 2,5 50 10,0
1,6 2,0 0,5 2,5 50 10,0
2,0 2,5 0,0 2,5 5,0 10,0

@ Concentragdo da solucio de leitura; @ Solugio padrio contendo 8,0 mg/L de P; @ Extrator Mehlich-1 com o
dobro da concentragdo; ) Reagente de trabalho para 10 mL de soluc&o de leitura: 1,6 g de Vitamina C e 200 mL
de solucdo 725 para 1 L (Braga & Defelipo, 1974)
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3.4 - Diluicéo

Caso haja necessidade de diluir a solucdo de leitura, tomar uma aliquota menor que 5,0 mL,
completar os 5 mL com extrator Mehlich-1 e adicionar mais 5,0 mL de RT. O fator de diluigédo

(f) sera calculado da seguinte forma:

f = x mL de extrato + (56 — x mL) de extrato, de extrator
X mL de extrato

3.5 - Solucbes

3.5.1 - Mehlich-1 (0,05 mol/L de HCI + 0,0125 mol/L de H2SOa4)

Adicionar 41,4 mL de HCl p.a., d = 1,19, mais 6,9 mL de H2SO4 p.a., d = 1,84, em

um recipiente de 10 L, completando o volume com &gua destilada e homogeneizando a solucéo.

3.5.2 - Reagente de trabalho (RT), para 10 mL de solucéo de leitura

Em um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 200 mL de solugdo 725 mais 1,6
g de é&cido ascorbico (vitamina C). Completar o volume do baldo com &agua destilada e

homogeneizar a solucdo.

3.5.3 - Solucgéo 725

Em baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 1 g de subcarbonato de bismuto e, em
seguida, 138 mL de H>SO4 concentrado.

Em copo separado, dissolver em agua 20 g de molibdato de aménio p.a. e adicionar
ao baldo contendo subcarbonato de bismuto e H2SO4, completando o volume do baldo com
agua destilada, homogeneizando a solugédo (Braga e Defelipo, 1974).

Esta solucdo deve ser guardada em frasco escuro bem vedado.



148

3.5.4 - Solucéo-padréo de 1.000 mg/L de P:

Pesar 4,3903 g de KH2PO4, dissolver em agua destilada e completar para 1.000 mL,

em baldo volumétrico.

3.5.5 - Solucéo-padréao de 8,0 mg/L de P:

Retirar uma aliquota de 4,0 mL da solucdo-padrdo de 1.000 mg/L e completar, em

baldo volumétrico de 500 mL, com &gua destilada.
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4. POTASSIO E SODIO

4.1 - Extracgao (ver item 2.1)

4.2 - Dosagem

Pipetar = 10 mL do sobrenadante em um becker e fazer a leitura diretamente no

extrato, utilizando um espectrofotdmetro de emissdo em chama.

4.3 - Curva de calibracdo do fotdbmetro de chama para leitura de K e Na em extratos de

Mehlich-1, na relagéo solo: extrator 1:10

Concentracdo - - - - - - - - Aliquota - - - - - - -

de K e Na® Sp@ H20 Extr (2x)©® Total
mg/lL - - - - - - - - - - mL -------------

0,0 0,0 5,0 5,0 10,0

4,0 1,0 4,0 5,0 10,0

8,0 2,0 3,0 5,0 10,0

12,0 3,0 2,0 5,0 10,0

16,0 4,0 1,0 5,0 10,0

20,0 5,0 0,0 5,0 10,0

@ Concentragdo da solugéo de leitura; @ Solugéo padrio contendo 40,0 mg/L de K e 40 mg/L de Na; ©) Extrator
Mehlich-1 com o dobro da concentragao.

4.4 — Diluicéo

Caso haja necessidade de diluir a solugdo de leitura, observar a formula abaixo para

calcular o fator de diluicao.

f = x mL de extrato + y mL de extrator

X mL de extrato
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4.5 - Soluges

4.5.1 - Mehlich-1 (ver item 2.5.1)

4.5.2 - Solucéo-padrao de 1.000 mg/L de K e Na:

Pesar 1,9066 g de KCl e 2,5424 g de NaCl, dissolver em agua destilada e completar

para 1.000 mL, em baldo volumétrico.

4.5.3 - Solucdo-padréo de 40,0 mg/L de K e 40,0 mg/L de Na:

Retirar uma aliquota de 20,0 mL da solucdo-padrdo de 1.000 mg/L de K e Na e
completar, em baldo volumétrico de 500 mL, com &gua destilada.
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5. CALCIO E MAGNESIO
5.1 - Extracao

Medir 10 cm® de TFSA em erlenmeyer de 125 mL e adicionar 100 mL de extrator
KCI 1,0 mol/L. Agitar por 5 min em agitador circular horizontal a 200 rpm e deixar em repouso
por £ 16 h.
5.2 - Dosagem

Retirar uma aliquota de 0,5 mL e coloca-la em tubo de ensaio, adicionando 10 mL
da solugdo de SrCl, contendo 1.680 mg/L de Sr. Agitar o tubo de ensaio e fazer a leitura em

espectrofotdmetro de absorcéo atbmica devidamente calibrado.

5.3 - Curva de calibracao do espectrofotémetro de absorcao atdmica para leitura de Ca e

Mg em extratos de KCI 1,0 mol/L, na relacéo solo: extrator 1:10

Concentragdo®de - ------ - Aliquota - - - - - -
Ca Mg SPO MO  Ext@y® RTO OO
mg/L - - - - - - - - - - mL----------
0,0 0,0 0,0 0,5 0,5 20,0 21,0
0,9 0,2 0,1 0,4 0,5 20,0 21,0
1,8 04 0,2 0,3 0,5 20,0 21,0
2,7 0,6 0,3 0,2 0,5 20,0 21,0
3,6 0,8 0,4 0,1 0,5 20,0 21,0
4,5 1,0 0,5 0,0 0,5 20,0 21,0

@ Concentragéo da solugio de leitura; @ Solugio padrdo contendo 189,0 mg/L de Ca e 42,0 mg/L de Mg; ©
Extrator KCI 2,0 mol/L; ® Solugéo de SrCl, com 1.680 mg/L de Sr.
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5.4 - Diluicéo

Caso haja necessidade de diluir a solucdo de leitura, tomar uma aliquota menor que
0,5 mL, completar o0 0,5 mL com extrator KCI 1,0 mol/L e adicionar mais 10,0 mL de RT. O
fator de diluigdo (f) sera calculado da seguinte forma:

f = x mL de extrato + (0,5 — x mL) de extrato, de extrator
X mL de extrato

5.5 — Solucgdes

5.5.1 - KCI 1,0 mol/L

Dissolver 746 g de KCI p.a. em recipiente de 10 L, completando o volume com

agua destilada.

5.5.2 — Solugéo de SrCl para 10,5 mL de solucéo de leitura:

Em um baldo volumétrico de 1.000 mL, adicionar 5,1120 g de SrCl> 6H-0.

Completar o volume do baldo com agua destilada e homogeneizar a solucéo.

5.5.3 - Solugdo-padréo de 1.000 mg/L de Ca:

Pesar 5,8920 g de Ca(NOs3).+4H,0, dissolver em agua destilada e completar para

1.000 mL, em baldo volumétrico.

5.5.4 - Solugdo-padréo de 1.000 mg/L de Mg:

Pesar 10,5475 g de Mg(NO3)2+6H-0, dissolver em agua destilada e completar para
1.000 mL, em bal&o volumétrico.
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5.5.5 - Solugéo-padréo de 189,0 mg/L de Ca e 42,0 mg/L de Mg:

Retirar uma aliquota de 18,9 mL da solucdo-padréo de 1.000 mg/L de Ca e uma
aliquota de 4,2 mL da solucao-padréo de 1.000 mg/L de Mg e completar, em baldo volumétrico

de 100 mL, com agua destilada.
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6. ALUMINIO TROCAVEL
6.1 — Extracéo (Ver item 4.1)

Medir 10 cm® de TFSA em erlenmeyer de 125 mL e adicionar 100 mL de extrator
KCI 1,0 mol/L. Agitar por 5 min em agitador circular horizontal a 200 rpm e deixar em repouso
por £ 16 h.
6.2 - Dosagem

Retirar uma aliquota de 25 mL do sobrenadante e coloca-la em erlenmeyer de 125
mL, adicionar trés gotas de indicador azul de bromotimol a 1 % e titular com NaOH 0,025
mol/L. Padronizar a solucdo de NaOH e fazer prova em branco. A viragem da cor é de amarelo
para azul.
6.3 - Solucdes

6.3.1 - KCI 1,0 mol/L (Ver item 4.5.1)

Dissolver 746 g de KCI p.a. em recipiente de 10 L, completando o volume com

agua destilada.

6.3.2 - NaOH 1,0 mol/L

Dissolver 40,0 g de NaOH p.a. em agua destilada e completar o volume para 1.000

mL.

6.3.3 - NaOH 0,1 mol/L

Pipetar 10 mL da solugdo NaOH 1,0 mol/L em baldo volumétrico de 100 mL e

completar o volume com agua destilada.
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6.3.4 - NaOH 0,025 mol/L

Pipetar 25 mL da solu¢do de NaOH 1,0 mol/L para baldo volumétrico de 1.000 mL,
completando o volume com agua destilada. Padronizar esta solugdo usando 20 mL de solucdo
de biftalato de potassio (KHCsH4O4) padréo primario. Secar o sal em estufa a 80-100 °C, pesar
0,2041 g e transferir com &gua destilada, para baldo de 100 mL. Pipetar 20 mL da solucdo para
erlenmeyer de 125 mL, adicionar 2 gotas de fenolftaleina solucao alcodlica a 1 % e titular com
0 NaOH 0,025 mol/L. A viragem € de incolor para roseo.

Calcula-se o fator de correcéo (f) da seguinte maneira:
f=(20 x 0,01)/(V x 0,025), onde V corresponde ao volume gasto de NaOH.
6.3.5 - Fenolftaleina solugéo alcodlica 1 %
Pesar 1,0 g de fenolftaleina e dissolver em 100 mL de alcool absoluto.
6.3.6 - Indicador azul de bromotimol
Pesar 0,1 g do indicador, colocar em almofariz de &gata ou gral de porcelana e
adicionar 1,6 mL de NaOH 0,1 mol/L. Triturar até a dissolucdo completa, adicionar mais

algumas gotas de NaOH 0,1 mol/L e passar o residuo (com agua destilada) para baldo de 100

mL, completando o volume.
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7.H + Al

7.1 - Extracao

Medir 5,0 cm® de TFSA em erlenmeyer de 125 mL e adicionar 75,0 mL de acetato

de célcio 0,5 mol/L a pH 7,0. Agitar durante 10 min e deixar em repouso por + 16h.
7.2 - Dosagem

Pipetar 25,0 mL do extrato em um erlenmeyer de 125 mL, adicionar 2 gotas de
fenolftaleina e titular com solucéo padronizada de NaOH 0,025 mol/L. A viragem é de incolor
para réseo. Fazer prova em branco.
7.3 - Solucdes
7.3.1 - Acetato de célcio 0,5 mol/L, pH 7,0:

Pesar 88,0 g de acetato de calcio monoidratado e dissolver em aproximadamente
800 mL de agua destilada. Levar ao potenciébmetro e ajustar o pH a 7,0 adicionando &cido
acético ou hidroxido de célcio. Transferir para baldo de 1.000 mL e completar o volume.

7.3.2 - NaOH 0,025 mol/L (ver item 5.3.4)

7.3.3 - Fenolftaleina (ver item 5.3.5)
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8. FOSFORO REMANESCENTE

8.1 - Contato solo-solucao

Colocar 7,5 cm® de TFSA em erlenmeyer de 125 mL e adicionar 75 mL da solugéo
de CaCl2 0,01 mol/L contendo 60 mg/L de P (solucéo de equilibrio). Agitar por 5 min e deixar

em repouso por + 16 h.

8.2 - Dosagem

Tomar uma aliquota de 0,2 mL e adicionar 4,8 mL de H20. Misturar os 5,0 mL da
solucdo diluida com 5,0 mL do reagente de trabalho (RT). Decorridos 30 min, fazer a leitura da
absorvancia no comprimento de onda de 725 nm. Havendo necessidade, pode-se alterar a

diluicdo.

8.3 - Curva de calibracao do espectrofotdmetro de absorcéo molecular para leitura de P-

rem em CaClz 0,01 mol/L, na relagéo solo: extrator 1:10

Concentracdo |- - - - - Aliquota - - - -
pW) SP@) sp H20 rro o
----mg/lL - --- | ---------- mL----------
0,0 0,0 0,2 4,8 5,0 10,0
0,3 15,0 0,2 4,8 5,0 10,0
0,6 30,0 0,2 4,8 5,0 10,0
0,9 45,0 0,2 4,8 5,0 10,0
1,2 60,0 0,2 4,8 5,0 10,0
1,5 75,0 0,2 4,8 5,0 10,0

@ Concentragdo da solugio de leitura; @ SolugBes-padrio; @ Reagente de trabalho para 10 mL de solugdo de
leitura: 1,6 g de Vitamina C e 200 mL de solucdo 725 para 1 L (Braga & Defelipo, 1974).
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8.4 - Solucgdes
8.4.1 - Solucéo de equilibrio

Pesar 1,4702 g de CaCl».2H20 e 0,2637 g de KH2POs, sais p.a. e secos. Dissolvé-
los em &gua, transferindo para baldo volumétrico de 1.000 mL. Completar o volume e
homogeneizar. Esta solu¢do contém 0,01 mol/L de CaCl; e 60 mg/L de P.
8.4.2 - Reagente de trabalho para 10 mL de solucé&o de leitura (ver item 2.5.2)

8.4.3 - Solucdo-padrao de 1.000 mg/L de P em CaCl2 0,01 mol/L

Pesar 4,3900 g de KH2PO4, dissolver em CaCl 0,01 mol/L e completar para 1.000

mL, em baldo volumétrico.

8.4.4 - Solucdo-padrao de 100,0 mg/L de P em CaCl2 0,01 mol/L

Da solucdo-padrao de 1000 mg/L de P, retirar uma aliquota de 100 mL, colocar em
baldo volumétrico de 1000 mL e completar o volume com CaClz 0,01 mol/L.

8.4.5 - Solucgdes-padrao de 0, 15, 30, 45, 60 e 75 mg/L de P em CaCl, 0,01 mol/L
Em baldes volumétricos de 100 mL, colocar aliquotas de 0, 15, 30, 45, 60 e 75 mL

da solugéo-padréo de 100 mg/L de P em CaCl2 0,01 mol/L e completar o volume com CaCl>
0,01 mol/L.



159

9. CARBONO ORGANICO
9.1 - Oxidacao

Colocar em erlenmeyer de 125 mL, 0,5 g de amostra de solo triturada em gral de
porcelana. Adicionar 10 mL de solucdo 1/6 mol/L de K>Cr,O7, misturando solo-solucdo.
Adicionar 20 mL de H>SO4 concentrado, agitando o erlenmeyer para garantir a mistura intima
do solo com os reagentes. Deixar em repouso por 20 a 30 minutos, dentro da capela. Fazer
prova em branco.
9.2 - Dosagem

Adicionar aproximadamente 40 mL de H20O, 10 mL de H3PQOg, 0,2 g de NaF e cinco
gotas de difenilamina. Titular com FeSOa. O final da titulagdo é atingido quando a coloracao
escura se altera para verde.
9.3 - Solugdes

9.3.1 - K»oCr207 1/6 mol/L

Pesar 49,04 g de K2Cr207, dissolver em agua destilada e completar o volume para
1.000 mL.

9.3.2 - H3POq4

Utilizar reagente p.a. com, no minimo, 85 % de H3PO4

9.3.3 - H2SO4

Utilizar reagente concentrado com, no minimo, 96 % de H2SO..
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9.3.4 - Difenilamina

Dissolver 0,5 g do indicador em 20 mL de agua e 100 mL de H2SO4 concentrado.

9.3.5 - FeS0O4 0,5 mol/L

Dissolver 139,0 g de FeSO4 7H20 em 800 mL de agua destilada que contenha 15

mL de H2SO4 concentrado. Completar o volume para 1.000 mL.
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10. FERRO, MANGANES, ZINCO E COBRE

10.1 - Extracao (ver item 2.1)

10.2 - Dosagem

Pipetar £ 10 mL do sobrenadante e fazer a leitura diretamente no extrato, utilizando

um espectrofotdmetro de absorcdo atdmica.

10.3 - Curva de calibragéo do espectrofotometro de absorcédo atbmica para leitura de Fe,

Mn, Zn e Cu em extratos de Mehlich-1, na relagdo solo: extrator 1:10

Concentracao(® Aliquota otal
Fe Mn Zn Cu SP®) H20 M1(2x)®)
------ mg/L - - - - - -----mL - - --- -
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 5,0 10,0
3,0 1,0 0,4 0,4 1,0 4,0 5,0 10,0
6,0 2,0 0,8 0,8 2,0 3,0 5,0 10,0
9,0 3,0 1,2 1,2 3,0 2,0 5,0 10,0
12,0 4,0 1,6 1,6 4,0 1,0 5,0 10,0
15,0 5,0 2,0 2,0 5,0 0,0 5,0 10,0

@ Concentragdo da solugéo de leitura; @ Solugdo padrio contendo 30,0 mg/L de Fe, 10,0 mg/L de Mn e 4,0 mg/L
de Zn e Cu; ® Extrator Mehlich-1 com o dobro da concentragio.

10.4 — Solugdes

10.4.1 - Solucéo-padréo de 300 mg/L de Fe, 100 mg/L de Mn e 40,0 mg/L de Zn e Cu:

Retirar aliquotas de 300 mL da solugdo-padrdo de 1.000 mg/L de Fe, 100 mL da
solucéo-padrédo de 1.000 mg/L de Mn e aliquotas de 40 mL das solugdes-padréo de 1.000 mg/L
de Zn e Cu, coloca-las em baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com &agua

destilada.
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10.4.2 - Solucéo-padréo de 30,0 mg/L de Fe, 10,0 mg/L de Mn e 4,0 mg/L de Zn e Cu:

Da Solucdo-padrédo de 300 mg/L de Fe, 100 mg/L de Mn e 40,0 mg/L de Zn e Cu,
retirar uma aliquota de 10,0 mL, colocar em baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume

com &gua destilada.
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11. ENXOFRE

11.1 — Extracdo

Medir 10 cm? de TFSA e colocar em erlenmeyer de 125 mL. Adicionar uma medida
(= 0,30 g) de carvdo ativado e 25 mL do extrator. Agitar por 45 min, decantar por 5 min e filtrar
em papel de filtracdo lenta tipo Whatman 42. O extrato deve ficar cristalino e incolor.

Nas mesmas condicdes de extracdo deve ser feita uma prova em branco.

11.2 - Dosagem

Em tubo de ensaio de 50 mL, pipetar 10 mL do extrato, adicionar as sementes de S
(1 mL da solucdo-padrédo 15 mg/L de S) e 4 mL do reagente de trabalho (RT). Agitar em
agitador de tubos de ensaio até a homogeneizacdo da suspensdo. Esperar pelo menos 10 min
para a completa formacéo da turbidez e, 2 a 3 min antes de fazer a leitura em espectrémetro de
absorcdo molecular a 420 nm em cubetas de 1,0 cm de largura, agitar novamente para
ressuspender o precipitado.

Caso sejam necessarias dilui¢des, tomar X mL (X < 10) de aliquota, adicionar (10
— X) mL do extrator, 1 mL da soluca-padrdo 15 mg/L de S e 4 mL do RT. Homogeneizar bem
em agitador de tubos de ensaio.

O pH da solucéo de leitura deve ficar entre 3,0 e 3,3.

11.3 — Preparo da Curva-Padré&o

Preparar a curva de calibracdo adicionando, em erlenmeyers de 125 mL, a solu¢éo-
padrdo 30 mg/L de S, 4gua destilada, o extrator duplo concentrado (2X) e carvao ativado lavado
(quadro 10.3.1). A seguir, agitar por 45 min em agitador horizontal, deixar decantar por 5 min
e filtrar em papel de filtracdo lenta tipo Whatman 42.

Do extrato obtido (extrato-padrdo de S), retirar uma aliquota de 10 mL e acrescentar as sementes
de S (1 mL de solugéo-padréo 15 mg/L de S), conforme consta do quadro 10.3.2. Esperar pela
tomada das aliquotas dos extratos das amostras e adicionar 4 mL do RT primeiro nas solugdes

da curva e, em seguida, nas solucGes das amostras. Ao final, agitar bem.
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Quadro 11.3.1 — Preparo das solucBes-padrdo até 15 mg/L de S, com carvao ativado, para
extracdo com Ca(H2PO4)2 em HOAC

Concentragéo Aliquota
des® Sp@) H,0 Ex 2X @) Carvéo ativado
mglL | ---------- mL--------- g
0,00 0,00 10,00 10,00 0,24
0,45 0,30 9,70 10,00 0,24
0,90 0,60 9,40 10,00 0,24
1,35 0,90 9,10 10,00 0,24
1,80 1,20 8,80 10,00 0,24
3,00 2,00 8,00 10,00 0,24
6,00 4,00 6,00 10,00 0,24
9,00 6,00 4,00 10,00 0,24
12,00 8,00 2,00 10,00 0,24
15,00 10,00 0,00 10,00 0,24

@ Concentragdo dos extratos-padrdo; @ Solugio-padrdo contendo 30 mg/L de S; ® Extrator Ca(H2P04)2, 1.000
mg/L de P, em HOAc 4 mol/L.

Quadro 11.3.2 — Curva de calibracdo até 10 mg/L de S para extracdo com Ca(H2PQOa4)2 em

HOAC e adicdo de sementes de S

Concentracéo de « A”(JUOta «
s® Extrato-padrao Solucdo-padrao RT Total

de S 15 mg/L de S

mg/L |- --------- - mL - --------------

0,0 10,0 1,0 4,0 15,0
0,3 10,0 1,0 4,0 15,0
0,6 10,0 1,0 4,0 15,0
0,9 10,0 1,0 4,0 15,0
1,2 10,0 1,0 4,0 15,0
2,0 10,0 1,0 4,0 15,0
4,0 10,0 1,0 4,0 15,0
6,0 10,0 1,0 4,0 15,0
8,0 10,0 1,0 4,0 15,0
10,0 10,0 1,0 4,0 15,0

@ Concentragdo da solugéo de leitura sem sementes de S. Para simplificagdo de calculos, ndo é considerada a
concentracdo das sementes de S (1 mg/L de S) na curva de calibragdo nem nas amostras.
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11. 4 — Solucgdes

11.4.1 — Solucéo-padréo de 500 mg/L de S:

Dissolver 1,3589 g de K>SO4 PA (secado em estufa durante 1 h, a 105 °C) e diluir
com &gua destilada até 500 mL.

11.4.2 — Solucéo-padréo de 100 mg/L de S:

Diluir 20 mL da solucéo-padrdo de 500 mg/L de S com agua destilada até 100 mL.

11.4.3 — Solucao-padrao de 30 mg/L de S:

Diluir 30 mL da solugdo-padrao de 100 mg/L de S com agua destilada até 100 mL

11.4.4 — Solucao-padrao de 15 mg/L de S:

Diluir 15 mL da soluc&o-padréo de 100 mg/L de S com &gua destila até 100 mL

11.4.5 — Extrator duas vezes concentrado (Ex 2X), Ca(H2P0Os)2, 1.000 mg/L de P, em HOAc
4 mol/L:

Dissolver, em bal&o volumétrico de 2,0 L, 8,1465 g de Ca(H2P0O4)2.H20 (99% de
pureza) e diluir a solucdo com agua até + 1,0 L. Adicionar 459 mL de CH3COOH (4cido acético
glacial, 17,44 mol/L de densidade 1,05 kg/L e 99,7% de pureza) e completar com agua destilada
até o volume de 2,0 L.

11.4.6 — Extrator Ca(H2PO4)2, 500 mg/L de P, em HOAc 2 mol/L (Ex 1X):

Diluir 500 mL do extrator duplo concentrado (Ex 2X) com agua destilada até 1,0
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11.4.7 — Solucéo de NH4OH 2,6 mol/L:

Diluir 97,3 mL de NH4OH (densidade = 0,9101 kg/L, 25 % de NH3, 13,36 mol/L)

com agua até 500 mL (este reagente deve ser preparado na semana em que serd utilizado).

11.4.8 — Reagente de Trabalho (RT):

Dissolver, em baldo volumétrico de 500mL, 62,5 g de BaCl2.2H>O em £ 300 mL
de agua. Dissolver, em Becker de 100 mL, 0,625 g de goma-arabica em p6 em + 50 mL de
agua. Passar esta solucdo ao baldo de 500 mL, misturando as solucGes. Adicionar
gradativamente 88 mL de NH4OH 2,6 mol/L, completar o volume com agua, homogeneizar e

filtrar. Esta solucéo deve ser preparada na hora da sua utilizacéo.
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12. BORO

12.1 - Extracgdo

1. Cachimbar 10 cm?® de solo em saquinhos de polipropileno (15 x 30 cm).

2. Adicionar 20 mL da solucéo extratora de cloreto de calcio 5 mmol/L.

3. Adicionar 0,5 cm?® de carvo ativo.

4. Preparar uma prova em branco (sem solo), adicionando 20 mL da solucéo de
cloreto de calcio e 0,5 cm? de carvéo ativo ao saquinho de polipropileno.

5. Selar os saquinhos e agita-los levemente.

6. Fazer um pequeno furo no canto superior do saquinho.

7. Colocar os saquinhos no prato giratério do forno de microondas, com a
perfuracdo para dentro, cada saquinho cobrindo a metade do outro, em circulos.

8. Programar o forno de microondas para 4 min na poténcia méaxima (700 W) e 5
min na poténcia média maxima (490 W).

a. Calibrar o forno microondas a cada 6 meses.

b. Se o forno de microondas tiver poténcia maior que 700 W, deve-se avaliar qual
a poténcia e o tempo necessarios para a suspensdo (solo/solu¢do) iniciar a fervura,
e entdo deixar ferver por 5 min em uma poténcia média que deve estar em torno de
490 W.

9. Esfriar a suspensdo por 30 min e filtrar imediatamente usando papel de filtro de

filtracdo lenta.

12.2 - Dosagem

1. Transferir uma aliquota de 4 mL da prova em branco e do extrato de solo para
tubos de ensaio.

2. Adicionar 1 mL da solugéo-tampdo e homogeneizar.

3. Juntar 1 mL da solucdo de azometina-H e agitar vigorosamente.

4. Deixar em repouso no escuro por 30 min.

5. Proceder as leituras, inicialmente das solugbes-padrdo, em absorvancia no

espectrofotdbmetro UV-VIS, utilizando o comprimento de onda de 420 nm.
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12.3 - Curva de calibracéo do espectrofotometro de absorcdo molecular para leitura de Boro
em extratos de Cloreto de Calcio a 5,0 mmol/L, na relagdo solo: extrator 1:2

Aliquota
Concentracao -
Ex Azometina Total
de BW Sp®@ H20 ST®
2x)® H
mg/L |- ------ - - mL - --------------
0,0 0,0 2,0 2,0 1,0 1,0 6,0
0,2 0,4 1,6 2,0 1,0 1,0 6,0
0,4 0,8 1,2 2,0 1,0 1,0 6,0
0,6 1,2 0,8 2,0 1,0 1,0 6,0
0,8 0,6 0,4 2,0 1,0 1,0 6,0
1,0 2,0 0,0 2,0 1,0 1,0 6,0

@ Concentragéo da solugio de leitura; @ Solugio-padrio contendo 3,0 mg/L de B; @ Extrator com o dobro da
concentragéo; ® Solugo-tampéao.

12.4 - Solucgbes

12.4.1 - Solucéo de Cloreto de Calcio 5 mmol/L

Em baldo volumétrico de 1,0 L, dissolver 0,7351 g de CaCl, 2H.O com agua

destilada e completar o volume.

12.4.2 - Solugdo-tampao

Dissolver 250 g de acetato de aménio e 15 g de Na;EDTA em 400 mL de agua

destilada. Adicionar vagarosamente 125 mL de cido acético glacial e agitar.

12.4.3 - Solucdo 9 g/L de azometina-H contendo 20 g/L de acido ascorbico.

Dissolver 0,9 g de azometina-H e 2 g de acido ascorbico em 100 mL de agua
destilada. Esse reagente pode ser preparado semanalmente e guardado em refrigerador.
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12.4.4 - Solucéo-padréo de 30,0 mg/L de B

Pipetar 3,0 mL da solucdo-padrdo de 1.000 mg/L de B, em baldo volumétrico de

100 mL e completar o volume com agua destilada.

12.4.5 - Solucéo-padréo de 3,0 mg/L de B

Pipetar 10,0 mL da solucdo-padréo de 30,0 mg/L de B, em baldo volumétrico de

100 mL e completar o volume com agua destilada.



170

13. CADMIO, CROMO, CHUMBO E NIQUEL

13.1 - Extracao (ver item 2.1)

13.2 — Dosagem

Pipetar £ 10 mL do sobrenadante e fazer a leitura diretamente no extrato, utilizando

um espectrofotdmetro de absorcdo atdmica.

13.3 - Curva de calibracdo do espectrofotometro de absor¢édo atdbmica para leitura de Cd, Cr,

Pb e Ni em extratos de Mehlich-1, na relacdo solo: extrator 1:10

Concentracdo® - - - Aliquota - - -
Cd Cr Pb Ni SpP@®) H20 M1 Total
(2x)(3)
----- mg/L - - - - - - -----mL - -----
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 10,0 20,0
0,4 2,0 2,0 2,0 1,0 9,0 10,0 20,0
0,8 4,0 4,0 4,0 2,0 8,0 10,0 20,0
1,2 6,0 6,0 6,0 3,0 7,0 10,0 20,0
1,6 8,0 8,0 8,0 4,0 6,0 10,0 20,0
2,0 10,0 10,0 10,0 5,0 5,0 10,0 20,0

@ Concentragio da solugdo de leitura; @ Solugdo padrdo contendo 8,0 mg/L de Cd e 40,0 mg/L de Cr, Pb e Ni; ©
Extrator Mehlich-1 com o dobro da concentragéo.

13.4 — Solucgdo-padrao de 8,0 mg/L de Cd e 40,0 mg/L de Cr, Pb e Ni

Para 500 mL de solucdo-padréo, pipetar 4,0 mL da solucdo padréo de 1.000 mg/L
de Cd e 20,0 mL das soluc¢des-padrdo de 1.000 mg/L de Cr, Pb e Ni.
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14. CALCIO + MAGNESIO (Titulometria)
14.1 - Extracao (ver item 5.1)
14.2 - Dosagem

Retirar uma aliquota de 25 mL e coloca-la em erlenmeyer de 125 mL. Adicionar 4
mL do coquetel de Ca+Mg e 3 gotas do indicador negro de eriocromo. Titular imediatamente
com EDTA 0,025 mol/L, ate a viragem da cor vermelho arroxeado para azul. Deve-se fazer
uma prova em branco.
14.3 - Preparo de solucdes
14.3.1 - KCI 1,0 mol/L: (ver item 5.3.1)

14.3.2 - EDTA 0,025 mol/L

Apds secar o sal dissddico de EDTA diidratado em estufa a 80-100 °C, pesar 9,3063
g em bal&o volumétrico de 2.000 mL, completando o volume.

14.3.3 - Coquetel para Ca + Mg

Em um becker de 2.000 mL, adicionar: 600 mL de solugéo-tampdo de pH 10,0, 300
mL de trietanolamina (TEA) e 100 mL de KCN a 10 %.

14.3.4 - Solugéo-tampao pH 10,0
Em um becker de 1.000 mL, adicionar: 67,5 g de NH4ClI dissolvidos em 200 ml de

H>0, 600 mL de NH4OH concentrado, 0,616 g de MgS04.7H20 e 0,93 g de EDTA. Completar
0 volume para 1.000 mL.
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14.3.5 - Indicador negro de eriocromo

Dissolver 0,2 g de eriocromo-black-T em 50 mL de alcool metilico, contendo 0,8 g

de borax.

14.3.6 - Alcool metilico + borax:

Dissolver 4,0 g de borax em 250 mL de alcool metilico. Se necessario, levar em

banho-maria em um recipiente grande, até dissolucéo total.



173

15. CALCIO
15.1 - Extracgdo: (Ver item 5.1)
15.2 - Dosagem:

Retirar uma aliquota de 25 mL e coloca-la em erlenmeyer de 125 mL. Adicionar
4,0 mL de coquetel para Ca e uma pitada do indicador calcon. Titular com EDTA 0,025 mol/L,
observando a viragem da cor résea para azul. Fazer prova em branco.
15.3 - Solucbes:

15.3.1 - Coquetel para Ca:

Em um becker de 1.000 mL, misturar 750 mL de NaOH 40 % com 250 mL de

trietanolamina a 50 %.

15.3.2 - NaOH 40 %

Pesar 400 g de NaOH, colocar em baldo volumétrico de 1.000 mL contendo agua,

dissolver e completar o volume.
15.3.3 - Trietanolamina 50 %
Medir 500 mL de trietanolamina numa proveta de 1.000 mL, colocar 400 mL de

agua destilada, agitar para homogeneizar. Tampar com um vidro de reldgio e deixar esfriar;
completar o volume para 1.000 mL com agua destilada e guardar em frasco ambar.



174

16. H + AL POR PHswmp

16.1 — Extracdo

Colocar 10 cm® de TFSA em frasco de 50 mL e adicionar 25 mL da solucdo de
CaCl2 0,01 mol/L e 5 mL de solugdo SMP. Agitar por 15 min em agitador circular horizontal a

220 rpm e deixar em repouso por 1 h.

16.2 - Dosagem

Fazer a leitura no potencidmetro, sem agitar a amostra. Pode-se usar a equacdo Ln
(H+AI) = 8,0629 — 1,110 pHsmp para estimar o valor de H + Al.

16.3 — Consideracoes

e O eletrodo combinado deve ser imerso de forma que a sua ponta toque
ligeiramente a camada sedimentada, e que a saida de referéncia fique coberta pela
solucéo;

e Lavar muito bem o eletrodo entre uma leitura e outra e enxugar a ponta;

e Nos casos em que o pHswmp for inferior a 4,8, repetir a determinagdo com 5 cm?®
de TFSA, 2,5 cm® ou mesmo 1 mL, até que seja obtido a leitura acima de 4,8;
multiplicar o resultado de H + Al obtido por 2, 4 ou 10, conforme a quantidade de
terra medida;

e O tempo maximo para se fazer a leitura de pHswmp, depois que a amostra ficou
em repouso é de 8 h;

16.4 - Solucgbes
16.4.1 - CaCl; 0,01 mol/L
Dissolver 1,47 g de CaCl,.2H.O em baldo volumétrico de 1.000 mL com &gua

destilada. O pH desta solucdo deve estar entre 5,0 e 6,5. Se néo estiver, ajustar com um pouco
de Ca(OH)2 ou HCI.
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6.4.2 - Solugdo Tampéo SMP

Dissolver em baldo volumétrico de 1.000 mL, colocando na seguinte ordem: 106,2
g de CaCl».2H:0, 6 g de cromato de potassio (K2CrOa), 4 g de acetato de calcio e 5 mL de
trietanolamina. Separadamente, dissolver 3,6 g de paranitrofenol em cerca de 200 mL de &gua
destilada quente, filtrando se houver impurezas. Acrescentar esta solugdo no baldo volumeétrico,
completar o volume e agitar. No dia seguinte, ajustar o pH da solu¢cdo SMP a 7,5 com NaOH

0,1 mol/L ou HCI 0,1 mol/L. Manter a solucéo em refrigerador e em frasco ambar.
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17. CARBONO ORGANICO (colorimetria)
17.1 - Oxidacéo
Medir volume de TFSA de 1,0 cm? e transferir para copo de polietileno (branco).
Adicionar 10 mL de solucéo digestora de Na,Cr.07.2H.0 4N + H2SO4 10 N. Agitar em agitador
horizontal durante 10 min. Apoés a agitacdo deixar em repouso durante 1 h. Apos este periodo,
acrescentar 50 mL de agua destilada e deixar decantar durante a noite.
17.2 - Dosagem
Fazer leitura em colorimetro (filtro vermelho) 650 nm (transmitancia), acertando o
zero com a prova em branco. Pode-se usar como coeficiente linear (a) 43,5 e coeficiente angular
(b) 9,5 de acordo com apostila da UFLA.
17.3 - Solucao
17.3.1 - Na2Cr207.2H20 4N + H2SO4 10 N (Dicromato de sodio comercial e acido sulfurico)
Dissolver 200 g de dicromato de sddio em + 600 mL de agua destilada. Adicionar

lentamente 278 mL de H>SO4 concentrado. Apos o resfriamento, completar o volume para
1.000 mL.
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