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RESUMO

Este projecto teve como principal objectivo desenvolver um estudo a escala real e
laboratorial com o intuito de testar a viabilidade da suspensdo biolégica comercial JASS para
minorar o problema da ocorréncia de elevadas concentragdes de amoniaco atmosférico no
interior dos aviarios. Pretendeu-se, assim, estudar a vantagem da utilizacdo de
microrganismos com capacidade de degradar o amoniaco ou inibir a sua formacao, fixando
0s compostos azotados na cama de aviario e reduzindo a sua emissdao atmosférica. Para o
efeito, realizaram-se diversos ensaios a escala laboratorial e real numa instalagao industrial,
de forma a testar a eficacia da suspensao biolégica.

Os ensaios laboratoriais consistiram na determinagdo da influéncia da aplicacdo da
suspensao bioldgica na libertagdo de amoniaco em cama de avidrio colocada em reactor
fechado ou aberto e numa coluna que permitiu a quantificacdo do fluxo de amoniaco
libertado a diferentes cotas. Noutro conjunto de experiéncias, procurou-se estudar a
caracterizacdo da suspensdo bioldgica essencialmente por técnicas de coloracdo e de
ensaios bioquimicos. Finalmente, avaliou-se a eficacia da suspensdo na inibicdo da
transformacao da ureia pela enzima urease produzida pelo microrganismo Proteus vulgaris.

Os ensaios a escala real decorreram nas instalacdes de Leiria da Ovopor - Agro-
Pecudria dos Milagres, S.A., com uma darea de 12500m?>. Realizaram-se ensaios em dois ciclos
de criacdo, um com 30970 pintos em que nado foi aplicada a suspensdao em estudo e outro
com 28470 pintos onde foi feita a aplicacdo da suspensdo, como forma de validar as
vantagens de aplicagdo do produto desenvolvido. Durante estes ensaios foi feita a
monitorizacao das condi¢des ambientais, da concentra¢do e do caudal massico de amoniaco
amostrado, bem como de alguns parametros caracterizadores da produtividade, como sejam
o peso dos animais e a mortalidade.

Apesar de ndo ter sido possivel tirar conclusGes esclarecedoras quanto a eficiéncia da
suspensdao nos estudos comparativos a escala laboratorial, quer nos ensaios em reactor
fechado, quer com circulagdo de ar, observou-se uma reducao da emissao de amoniaco de
cerca de 13% no estudo da determinacdo do fluxo de amoniaco a diferentes cotas nas
experiéncias em que se usou a mesma cama de avidrio (redugao do fluxo massico total de
32,67 mgnus/ (m2.h) para 30,68 mgyus/ (m>.h).

Relativamente ao ensaio de campo na recria da Ovopor verificou-se uma clara
reducdo na emissdo de amoniaco na segunda campanha, reducdo essa que foi
particularmente relevante nas primeiras quatro semanas de criacdo, que correspondem ao
periodo em que as condi¢cdes de ambas as campanhas sdo praticamente iguais, uma vez que
ndo se promove a ventilacdo da sala de recria. Constatou-se ainda que os valores mais
elevados de amoniaco atmosférico registados foram de 8,2 e 4,8 ppm na 12 e 22 campanhas,
respectivamente, que correspondem a valores claramente abaixo do valor mdaximo
admissivel previsto na legislacdo nacional (20ppm).



Quanto a composicdo da suspensdo bioldgica JASS verificou-se que é essencialmente
composta por esporos de Bacillus sp. e que a germinacao destes esporos é favorecida
guando a suspensdo é diluida.

Por fim, através do estudo em meio de cultura com composi¢dao controlada, em que foi
feita a avaliagdo da capacidade da suspensdo bioldgica estudada inibir o processo de
formacao de amoniaco, confirmou-se que esta inibiu a actividade da enzima urease
produzida pelo microorganismo Proteus vulgaris e, consequentemente, houve uma reducao
de cerca de 47% na capacidade de formacdo de amoniaco comparando o desempenho dos
dois reactores aos quais foram adicionados este microrganismo.

Em suma, pode-se pois concluir que, com excepg¢do dos resultados dos estudos de
determinagdo do amoniaco libertado realizados a escala laboratorial, todas as restantes
experiéncias indiciam que a suspensdo JASS estudada tem capacidade para inibir a formacao
de amoniaco e, consequentemente, a sua libertacdo, provando a utilidade do produto na
melhoria das condicGes ambientais dos avidrios.
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ABSTRACT

This project's main objective was to develop a study in laboratory and in full-scale in
order to test the feasibility of JASS, a commercial biological suspension to mitigate the
problem of high ammonia concentrations in poultry houses. It was intended to study the
advantage of using microorganisms with the capacity of degrading ammonia or inhibit its
formation by fixing nitrogen compounds in litter and reducing the emission of ammonia. For
this purpose, various tests were carried out in laboratory and full-scale in an industrial
installation, in order to test the effectiveness of the biological suspension.

The laboratory tests consisted in evaluating the influence of the application of the
biological suspension in ammonia volatilization from litter placed in a closed or open reactor
and quantifying the flow of ammonia released on different levels of a column. In another set
of experiments, it was intended to study the composition of the biological suspension mainly
by staining techniques and biochemical assays. Finally, the effectiveness of the suspension
was evaluated in terms of the capacity to inhibit the conversion of urea to ammonia by the
urease enzyme produced by the organism Proteus vulgaris.

The full scale assays took place in the facilities of Ovopor - Agro-Pecudria dos
Milagres, S.A., with an area of 12500m>. Experiments were performed in two breeding
cycles, with 30970 chicks with no suspension applied and another study with 28470 chicks
with the application of the biological suspension, with the goal of validating its efficiency s.
During these tests the environmental conditions, the concentration and the mass flow rate
of ammonia sampled, and some productivity characterizing parameters, such as the weight
and mortality of the animals, were controlled.

Although it was not possible to take insightful conclusions about the efficiency of the
biological suspension in the comparative studies at laboratory scale, whether the tests in
closed reactor either in airflow reactor, a reduction of 13% in ammonia emission was
observed in the study of ammonia flow determination at different levels in experiments that
was used similar litter (reduction of the total mass flow from 32,67mgNH3/(m2.h) to 30,68
mgNHs /(m2.h). As for the field study in the Ovopor’s poultry house it was observed a clear
reduction of the ammonia emission in the second breeding cycle, a reduction that was
particularly significant during the first four weeks of breeding, corresponding to the period
where the conditions of both breeding cycles were essentially equal, since there was no
ventilation. It was also observed that the highest levels of atmospheric ammonia recorded
were 8.2 and 4.8 ppm in the 1* and 2" campaign respectively, which correspond to values
significantly below of the maximum permissible under national law (20ppm).

Regard the composition of the biological suspension JASS it was verified that it is
composed essentially of Bacillus sp. spores and that the dilution of the suspension promotes
the spore’s germination.



Finally, by testing the capacity of the biological suspension to inhibit the ammonia
production in growth medium with controlled composition, it was confirmed that the
suspension inhibited the activity of the urease enzyme produced by the microorganism
Proteus vulgaris, and, consequently, it reduced the ammonia production.

To sum up, it was concluded that, with the exception of the results of the studies with
the aimed of determining the volatilized ammonia in laboratory scale, all the other
experiments indicate that JASS suspension has the capacity to inhibit the ammonia
formation and, consequently, its volatilization, proving the utility of the product to improve
environmental conditions in poultry houses.
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Capitulo Um Introducao

1. Introdugao

No presente capitulo, apds a apresentagdo da estrutura do Relatério de Projecto, faz-se
a introducdo ao trabalho, apresentando-se informacdes gerais e breves nocbes sobre o
funcionamento de um avidrio, como a libertacdo de amoniaco afecta a sua
operacionalizagdo e como se forma o amoniaco na cama de avidrio. Apresenta-se, ainda a
descricdao da empresa em que se desenvolveu o estudo de campo e faz-se uma abordagem
sucinta ao tema do bioaumento.

1.1. Estrutura do Relatdrio de Projecto

O relatdrio de projecto encontra-se dividido em seis capitulos principais.

No segundo capitulo é apresentada uma revisdo bibliografica onde se faz a
caracterizacdo do estado da arte em termos do efeito do amoniaco nas aves e métodos de
reducdo da formac¢do do amoniaco em aviarios.

Os terceiro, quarto, quinto e sexto capitulos sdo referentes aos varios trabalhos praticos
realizados:

32 Capitulo — Estudo da libertacdo do amoniaco volatilizado em cama de aviario, em que
se procurou avaliar a escala laboratorial o efeito da aplicacdo de uma suspensdo
microbioldgica na libertagcdo de amoniaco pela cama de avidrio;

42 Capitulo — Ensaio de campo na recria da Ovopor, em que se apresentam os
resultados das duas campanhas de monitorizacdo da concentracdo do amoniaco, do peso e
da mortalidade das aves, em que apenas na segunda campanha foi adicionada a suspensao
bioldgica em estudo, com o intuito de avaliar a capacidade da mesma inibir a producdo de
amoniaco.

52 Capitulo — Caracterizagdo da suspensdo biolégica inibidora da libertacdo de
amoniaco, em que se procedeu a um estudo microbioldgico com vista a obtencdo de
informacdes sobre a composicdo e modo de funcionamento da suspensdo estudada.

62 Capitulo — Avaliacdo da capacidade da suspensao bioldgica estudada inibir o processo
de formagdao de amoniaco pelo microorganismo Proteus, em que se utilizou um meio de
composicdao controlada de forma a garantir que todos os ensaios numa etapa inicial
apresentassem a mesma quantidade de compostos azotados.

Em cada um destes capitulos sdo apresentados o procedimento experimental seguido
para a realizacdo de cada experiéncia, os materiais e métodos utilizados, bem como os
resultados e a sua discussao.

Por fim, no sétimo capitulo faz-se uma simula das principais conclusdes retiradas dos
estudos efectuados e apresentam-se algumas sugestdes para trabalhos futuros.
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1.2. Fontes de emissao e impacto do amoniaco na natureza

O amoniaco é um composto constituido por um atomo de nitrogénio e trés atomos
de hidrogénio. Este composto é um dos mais abundantes compostos azotados na atmosfera.
Pode-se encontrar na forma ionizada (amonido, NH,*) e na forma n3o ionizada (amoniaco,
NHs). Sendo este ultimo um gas com caracter bdsico, desempenha um papel de extrema
importancia na neutralizacdo das espécies gasosas e particuladas de cardcter acido
existentes na atmosfera (Natalie et al., 2003). Contudo, quando em concentrac¢des elevadas,
também representa um grande problema ndo sé para o ambiente, como também para a
salde do homem e dos animais. Um dos problemas mais significativos do amoniaco na
atmosfera reside no facto de serem percursores da formacdo de pequenas particulas
secunddrias que estdo na origem de problemas respiratérios, cardiovasculares e morte
prematura devido a penetracdo e deposicdo das mesmas na regido alveolar dos pulmdes. No
caso dos ecossistemas aquaticos, o aumento da concentracdo de azoto pode levar a
eutrofizacdo, que é um processo no qual o excesso de nutrientes na dgua conduz a um
grande crescimento de vida vegetal, que, consequentemente, dificultard ou poderd mesmo
extinguir a vida aquatica devido a falta de oxigénio.

As principais fontes de emissao deste gds sao os locais de criagdo de animais, os
fertilizantes, o solo fertilizado, incéndios florestais, a queima de residuos, a industria dos
compostos azotados, o trafego rodovidrio, os oceanos e os préprios seres humanos. De
acordo com um estudo realizado por Strader et al. (2002) nos Estados Unidos, no ano de
1995 o gado foi a principal fonte de amoniaco, representando cerca de 3,4 X 10° kg,
enquanto os fertilizantes, os seres humanos, o trafego e a industria representaram apenas
7,7 x 108 kg, 1,1 x 108 kg, 4,7 x 108 kg e 7,0 X 107 kg, respectivamente. Um estudo
realizado pela EPA (2004) verificou que a industria agricola nos Estados Unidos, em
particular a criacdo de gado bovino, suino e avicola sdo as fontes mais significativas de
emissao atmosférica de amoniaco, representando cerca de 2,4 milhdes de toneladas anuais.
Um outro estudo realizado por esta mesma agéncia estimou que s6 no ano de 2002 nos
Estados Unidos o gado leiteiro emitiu 558.094 toneladas de amoniaco, o gado de corte e
novilhos 656.648 toneladas, os suinos 429.468 toneladas e por fim as aves 664.238
toneladas de amoniaco para a atmosfera (EPA, 2004).
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1.3. A unidade industrial em que se realizou o estudo a escala real: a

Ovopor

A Ovopor - Agro-Pecudria dos Milagres, S.A. € uma empresa que se encontra localizada
em Leiria desde 1984, ano em que foi fundada. A Ovopor dedica-se ndo sé a produgdo de
ovos de galinhas poedeiras no sector avicola, como também ao fabrico e comercializagdo de
ra¢des para animais.

O sector avicola é constituido por 9
pavilhdes de postura com um efectivo

animal de aproximadamente 230,000
galinhas poedeiras e 2 pavilhdes de recria
com 67,000 frangas aproximadamente.
Todas as instalacbes animais se

encontram equipadas por forma a
cumprir as normas de bem-estar animal
previstas no Decreto-Lei n2 72-F/2003, de
14 de Abril. Assim, a instalagdo encontra-se Figura 1.1 - Fotografia das instala¢des da Ovopor.

controlada ndo sé em termos de intensidade e dura¢do da iluminagdao, como também ao

nivel da densidade populacional, da qualidade do ar, da interac¢do entre humanos e frangos
de forma a reduzir o stress, entre outros parametros.

1.3.1. Descrigao das instalagbes industriais em que se realizou o estudo a
escala real

Este estudo realizou-se nas instalacdes da Ovopor - Agro-Pecudria dos Milagres, S.A. Foi
no edificio de recria, com capacidade para cerca de 30.970 pintos e uma dimensdo de 12500
m?onde foi monitorizada a humidade e temperatura atmosférica durante o ciclo de criacdo
das aves. Por forma a caracterizar a produtividade das aves, foi também registado o peso de
alguns animais de forma aleatdéria de forma a ter uma amostra representativa do bando.

A unidade de recria era dividida em 4 fileiras de gaiolas com uma dimensao de 0.40 m
de altura, 1.07 m comprimento e 1.04 m de largura (figura 1.2). Na base de cada uma destas
fileiras de gaiolas existe uma fossa com 2.08 m de largura e com cerca de 998m de
comprimento, onde fica depositada a cama de avidrio composta por serradura, excrementos
e urina dos pintos, restos de racdo e penugem. A agua era fornecida em bebedouros de
forma automatica para evitar o derramamento e o alimento sé apds as 2 semanas de cria¢do
€ que passou a ser fornecido automaticamente, sendo que inicialmente era dispensado em
comedouros (figura 1.2).
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Figura 1.2 — (Esg.) Sistema de alojamento dos pintos nas duas primeiras semanas de vida; (dir.)
Fotografia do interior do pavilh&o de recria da Ovopor.

O edificio estava provido de um sistema de arejamento que consistia em 6 ventoinhas
com uma capacidade de 36000 m3h~! e 2 ventoinhas com uma capacidade de 18000 m3h~?
(figura 1.3) Este sistema era regulado de forma manual tendo em conta as condicdes
ambientais da sala da recria. Durante pelo menos as quarto primeiras semanas de vida dos
pintos estes ventiladores encontram-se desligados por forma a evitar a diminuicdo da
temperatura atmosférica. A temperatura no interior da recria era controlada tanto pelas
ventoinhas como também pelos aquecedores a gas (figura 1.3), de modo a manter uma
temperatura de aproximadamente 32°C nas primeiras semanas, 27°C a partir das duas
semanas iniciais, 23°C na quarta semana e por fim 18°C durante o fim do periodo de criacao.
Para a regulacdo da humidade, um sistema de controlo automadtico activava os
nebulizadores que existiam no interior do edificio, que pulverizavam agua de forma a
aumentar a humidade atmosférica quando esta apresentava valores baixos.

Figura 1.3- (Esg.) Sistema de aquecimento a gas utilizado na recria da Ovopor; (dir.) Sistema de
ventilagdo.
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1.4. Cuidados a ter na criagao de pintos

O conforto térmico nomeadamente nas duas primeiras semanas de vida das aves é
de extrema importancia, uma vez que a sua capacidade de termorregulacdo ainda nao esta
bem desenvolvida (Baéta et al., 2000). Assim sendo, principalmente nas primeiras semanas,
as aves necessitam de uma temperatura ambiente elevada de forma a manter a
temperatura corporal o mais constante possivel. Uma outra razdo pela qual é tdo importante
manter a temperatura elevada reside no facto de que para que a troca gasosa nos pulmoes
dos pintos seja eficiente é necessdrio que a diferenga entre a temperatura ambiente e
corporal seja minima (Franco e Fruhauff, 1997; Correia, 2010). Quando sujeitos a
temperaturas abaixo da zona de conforto, parte da energia produzida pela ingestdo de
alimento é utilizada para a geracdo de calor de forma a manter a temperatura corporal. A
utilizacdo da energia para a manutencdo do sistema termorregulador conduz a uma reducao
no crescimento e, consequentemente, na produtividade da instalacdo (McDowell, 1974)).
Em contrapartida, quando sujeitos a temperaturas acima da zona de conforto as aves podem
entrar em hipertermia ou sofrer de desidratacdo, o que ira conduzir ao accionamento do
sistema de refrigeracdo, em que ha uma reducdo do consumo de alimento, e consequente
reducdo quer no crescimento, quer na produtividade (Mickelberry et al., 1966).

1.5. Caracteristicas da cama de aviario

A cama de aviario é o nome dado a mistura do material absorvente seleccionado pelo
operador do avidrio (casca de arroz, serradura, etc) com os materiais liberados pela
actividade das aves: penas, agua e racdo desperdicada, descamacbes epiteliais e
excrementos (Silva Pires et al., 2013; Ritz et al., 2005).

Principalmente nos aviarios de frangos de corte, como as aves estdo em constante
contacto directo com a cama de aviario, as caracteristicas e condi¢des desta irdao influenciar
significativamente o desempenho das aves. Assim, o estado e composicdo da cama de
aviario sdo um ponto importante, na medida em que aquela serve ndo sd para absorver a
humidade em excesso das fezes e da dgua desperdicada dos bebedouros, como também
para incorporar as fezes de forma a reduzir o contacto entre as aves e o esterco e, por fim,
para reduzir as oscilagdes de temperatura e proporcionar o amortecimento do diferencial de
temperatura existente entre as aves e o chao, contribuindo desta forma para o maior
conforto dos frangos (Ritz, et al., 2005; Naas, et al. 2010).

Deste modo, a escolha do material de cama mais apropriado, constitui um passo
fundamental na manutenc¢do da adequada qualidade do ar dentro do avidrio bem como de
todo o seu ambiente (Oderkirk, 2012). Quando as condi¢des ambientais ideais sdo
asseguradas, as aves apresentam um melhor desenvolvimento, aumentando a produtividade
da instalacdo avicola (Garcia, et al., 2010).
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De forma a dar resposta a todas estas necessidades, o material utilizado na cama devera

apresentar as seguintes caracteristicas (Silva Pires, et al., 2013):

v

SRR NEN

ASANIENIRN

Boas caracteristicas em termos de isolamento térmico;
Baixo teor de humidade;

Elevada capacidade de absorcao;

Livre de fungos e mofo;

Auséncia de toxicidade;

Boas caracteristicas no contacto com as aves, nomeadamente em termos de
suavidade do material;

Adequacao a utilizacdo posterior como fertilizante agricola;
Baixo custo;

Elevada disponibilidade;

Facilidade de transporte.

Figural.4 — (Esq.) Fotografia de cama de aviario (fonte: ACRLSSUL, 2014); (dir.) Aplicacéo de serradura
nas fossas da recria da Ovopor.

Alguns exemplos de materiais que respondem a estas caracteristicas e que sao
utilizados como absorventes em avidrios sdo a casca de arroz, casca de amendoim, fenos,

palhas e serradura (Garcia et al., 2011). Durante a realiza¢cdo deste projecto, na recria onde

se efectuou o estudo piloto foi utilizada serradura como material absorvente.

Independentemente do material seleccionado é necessario adoptar uma boa

manutencdo da cama controlando os niveis de humidade, evitando a producdo de p6 (no

caso de baixa humidade) e minimizando a libertacdo de amoniaco. Deve-se, ainda, evitar a

exposicdo a agentes transmissores de doencas e prevenir a proliferacdo de insectos.
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A cama de avidrio deve, pois, ser gerida de forma a proporcionar o maximo conforto as
aves para garantir um desempenho maximo da unidade de produc¢do e reduzir os custos
operativos (Ritz et al., 2005).

1.6. Formagao de amoniaco na cama das aves

O amoniaco ndo é produzido nem excretado directamente pelas aves. A sua formacao
inicia-se através da ingestdao de produtos ricos em proteina e que contém compostos
azotados em excesso para garantir que todas as exigéncias nutricionais sejam garantidas.
Contudo, como nem todo o nitrogénio ingerido é convertido a produto (como por exemplo
0s 0vos, no caso das aves), ou absorvido pelo corpo do animal, o excesso deste composto é
excretado principalmente pela urina sob a forma de acido Urico (Correia, 2010). Como as
aves excretam uma mistura de urina e fezes, o acido Urico entra imediatamente em contacto
com os microorganismos presentes nas fezes, desencadeando uma série de reac¢des de
decomposicdo deste composto até se obter ureia (Figura 1.5). Assim, a decomposi¢cdo do
acido urico e a consequente producao de amoniaco é o resultado de uma série de reacgoes
em que a ureia é formada a partir de alantoina, que por sua vez é um produto de
degradacgdo do acido urico. Por fim, quando a enzima urease, produzida por bactérias urease
positivas presentes nas fezes, se combina com a ureia, forma-se entdo o gds amoniaco e
diéxido de carbono que sdo libertados para a atmosfera, diminuindo a qualidade do ar
interior do aviario (Roberts, 2009; Ritz et al., 2004; Carlile, 1984; Bachrach, 1957; Vogel e
Van Der Drift, 1976).
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2H,0+ O, €0, + H,0, H,0
C5H4~N4~03 > C4H6N403 \ > C4,H8N4,04,
. Uricase Alantoise .
Acido trico Alantoina Acido Alantéico
Alacoitase H,0
C2H203 2CH4N,0
Acido Glioxilico Ureia

2H,0
Urease

+ 2CO0,

Figura 1.5- Degradacdo aerdbica do &cido Urico. Adaptacdo de Bachrach (1957), Volgels e Van Der
Drift (1976) e Carlile (1984).

Contudo, o produto destas reaccdes nem sempre é o amoniaco gasoso. Dependendo
do pH da cama pode-se formar amoniaco gasoso ou o amonido.

urease
CH,4N,0 + 3H,0 — 2NH ) + OH™ + HCO3 (1-1)
NHI(aq) — NHjz(g) + H* pKa=9.2 (1-2)

A hidrélise da ureia pode ocorrer tanto em condi¢des aerdbias como anaerdbias.
Assim, quando as condi¢cdes sdao propicias ao crescimento microbiano, ha uma maior
disponibilidade de enzimas e por esse motivo a produ¢dao de amoniaco aumenta. Estas
condicdes incluem a altas temperaturas (> 20°C) e humidades (40 a 60%), pH entre o neutro
e o ligeiramente alcalino (7,0-8,5) e a presenca de matéria organica (Ritz et al., 2004; Groot e
P., 1994). Todos estes factores estdo comummente presentes nos aviarios (Carey, 2005).
Deste modo, a volatilizacdo do amoniaco em qualquer edificio de criagdo/alojamento de
aves pode ser altamente variavel dependendo da concentracdo de amoniaco total, da
temperatura e humidade, do pH e tempo de armazenamento do estrume. Além destes
aspectos, também a quantidade de azoto presente no alimento do animal, o tamanho, idade
e espécie de animal em causa podem influenciar a quantidade de amoniaco produzida (
Knizatova et al., 2010).
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1.7. Utilizagcao de microrganismos na descontaminagao ambiental

A biorremedia¢do é uma técnica relativamente recente que consiste no isolamento de
microrganismos para elevar o rendimento de um processo de descontaminag¢ao ambiental.
Este processo foi a primeira técnica a utilizar o bioaumento no tratamento de solos quando
0s microrganismos indigenas ndo tém capacidades fisioldgicas de realizar a descontaminacao
do local ou quando a sua actividade bioldgica é muito reduzida. Nestas situacdes é feita a
adicdo de microrganismos no local contaminado para promover a degradacdo dos
compostos poluentes organicos de forma a elimina-los por completo ou, pelo menos, a
reduzir a sua concentracdo e/ou toxicidade, descontaminando o local em questdo.
Posteriormente e seguindo os mesmos principios, esta técnica foi também adoptada no
tratamento de efluentes liquidos tendo como vantagem, relativamente aos tratamentos
bioldgicos convencionais, a especificidade dos microrganismos utilizados, o que permite uma
maior eficiéncia de remocdo dos poluentes que se pretende tratar. Pode, ainda, permitir a
reducdo da producao de lamas, dos gastos de energia e dos maus odores.

Os microrganismos seleccionados tém de ter algumas caracteristicas particulares, como
por exemplo, capacidade para degradar o composto poluente em questdo convertendo-o
num outro composto ndo téxico, serem geneticamente estdveis, apresentarem um elevado
nivel de actividade enzimatica, possuirem a capacidade de competir com a populacdo
intrinseca do local contaminado, ndo serem patogénicos e, por fim, utilizarem o
contaminante alvo como fonte de carbono ou azoto (Gongalves, 2013; Souza et al., 2008).

A utilizagdo do bioaumento na redugao da emissao de amoniaco em aviarios, tema em
gue este projecto se insere, é um assunto ainda muito recente. Contudo, existem ja alguns
produtos bioldgicos em comercializacdao que utilizam o bioaumento para a reduc¢do de
emissdes de amoniaco, como é exemplo o produto Enzilimp®AV (ver catdlogo informativo no
anexolll) que consiste numa mistura de microrganismos (Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis e Bacillus polymyxa) em forma de esporos que actua competindo com as
bactérias urease positivas. Outro exemplo é o produto MicroTreat™ "P" (ver catdlogo
informativo no anexo 1V)) que utiliza a actividade de bactérias especificamente
seleccionadas com o objectivo de controlar a decomposi¢cdao de cama de aviario.

Neste projecto o produto em estudo denomina-se JASS e foi desenvolvido pela BIO-
SYSTEMS EUROPE® (figura 1.6). De acordo com a ficha técnica do produto (ver catalogo
informativo no anexo Il), o JASS consiste numa suspensdo bioldgica composta por bactérias
estabilizadas, enzimas livres e micronutrientes, que actuam competindo pelo substrato com
as bactérias ja existentes na cama de avidrio.
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Figura 1.6 - Suspensdo bioldgica JASS, utilizada durante este trabalho e sua
preparacgdo conforme os dados do fornecedor.
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2. Estado de Arte

Neste capitulo é apresentado o estado de arte dos aspectos técnicos mais especificos
do presente trabalho: o efeito que esta provoca nas aves e os métodos existentes para
atenuar a formagado de amoniaco em aviarios.

2.1. A influéncia do amoniaco nas aves

A influéncia da presenga do amoniaco na atmosfera interior dos avidrios tem sido um
tema muito estudado. As aves de capoeira estdo sujeitas a uma exposicdo de amoniaco
atmosférica tipica na ordem dos 50ppm. Em Portugal, a concentracao de amoniaco (NH;)
ndo pode ser superior a 20ppm (Decreto-Lei 79/2010 de 25 de Junho), sendo esta medicdo
feita ao nivel da cabeca dos frangos. Contudo, mesmo quando expostos durante longos
periodos a esta concentragdo de NH; (20ppm), os animais podem desenvolver uma
variedade de sintomas adversos, nomeadamente o aumento da espessura da cavidade
auricular pulmonar, a deterioracdo das membranas mucosas da traqueia, a ocorréncia de
lesdes oculares, a redugao do peso e produtividade das aves, etc. De seguida apresentam-se
os principais estudos realizados sobre esta temdtica.

O efeito do amoniaco atmosférico sobre o desempenho do crescimento e resposta
imunolégica de pintos foi estudado por varios autores. Wang et al. (2010) realizaram um
estudo onde 480 pintos com 1 dia de idade foram aleatoriamente dividido em 4 grupos e
sujeitos a um tratamento de 0, 13, 26 e 52 ppm de amoniaco. Os autores concluiram que os
pintos que tinham sido sujeitos a uma atmosfera de 52ppm de amoniaco apresentaram uma
maior reducdo de peso do que o grupo de controlo (0 ppm). Concluiu-se também que nos
pintos expostos a 26 e 52 ppm de amoniaco os niveis dos anticorpos responsaveis pela
inibicdo da hemaglutinacao foram significativamente menores do que o grupo de controlo, o
que indica que as elevadas concentracdes de amoniaco conduzem a reducao da resposta
imunoldgica. J4 num outro estudo realizado por Anderson e co-autores (1964) concluiu-se
gue a exposicdo a 20 ppm de amoniaco durante 72horas ou de 50 ppm durante 48horas
conduz a um aumento na taxa de galinhas infectadas com a doenca de Newcastle quando
expostas a um aerossol do virus desta doenca. Assim, ambos os estudos apontam para uma
reducdo na resposta imunoldgica nas aves expostas a este gds quando a sua concentracdo é
superior a 20ppm.

Num estudo onde foi avaliado o efeito de diferentes niveis de amoniaco sobre o
desempenho e termorregulacdo de frangos de corte (Yahav, 2004), verificou-se que o ganho
de peso foi reduzindo significativamente a medida que se aumentava a concentracdo deste
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composto. Foi também possivel apurar que os frangos expostos a menor concentracdo de
amoniaco (16 ppm) apresentavam uma maior eficiéncia de alimentacdo e regulavam melhor
a temperatura corporal do que aqueles que se encontravam expostos a concentragdes de
NH; mais elevadas. Estes resultados foram corroborados pelos estudos de Beker et al.
(2004) Miles et al. (2004) e Reece et al. (1980). No estudo do grupo de Beker verificou-se
uma diminui¢do significativa na relacao entre o peso dos frangos e a alimentagdo em aves
expostas a uma concentragdo de 60ppm comparativamente aos frangos expostos a niveis de
amoniaco de apenas 30 ppm. Os resultados de Miles et al. (2004) revelaram que os pesos
corporais ao fim de 4 semanas de exposi¢do foram reduzindo entre 6 e 9% nos grupos de
aves expostas a 50 e 75ppm de NH; respectivamente. Por fim, no estudo de Reece et al.
(1980) concluiu-se que quando expostas a altas concentragbes de amoniaco, as aves
apresentam um peso corporal e uma conversdo alimentar significativamente inferior
(superiores a 8%) quando comparado com as aves a Oppm deste gas.

A investigacdo do efeito do amoniaco nas vias respiratérias foi realizada por Al-
Mashhadani, Charles e Oyetunde. No estudo denominado “ Effect of atmospheric ammonia
on the surface ultrastructure of the lung and trachea of broiler chickens” Al-Mashhadani
demostrou que as galinhas que se encontravam expostas a 100 ppm de amoniaco
apresentavam uma maior quantidade de células secretoras de muco e pontos hemorragicos
guando comparados com as galinhas expostas a 0, 25, 50 e 75 ppm. Verificou-se também
uma maior espessura de parede da traqueia nas aves expostas a 75 e 100 ppm do que nas
aves de controlo. Para a determinacdo dos efeitos das altas concentragGes de amoniaco,
Charles e Payne (1966) expuseram varios grupos de frangos de corte a concentracdes na
ordem dos 0, 53, 78 e 100 ppm de amoniaco. Neste estudo concluiu-se que quando expostos
a 100 ppm de amoniaco, os frangos apresentam uma redugao entre 7e 27% na taxa de
respiracdo, bem como menor producdo de diéxido de carbono e profundidade respiratéria.
Além disso, os frangos expostos a ambientes com altas concentra¢des de amoniaco tendem
a comer menos alimento e a apresentar menor taxa de crescimento do que frangos de corte
criados em ambientes livre de amoniaco. Estes resultados sdao concordantes com os obtidos
por Oyetunde (1978), onde sete grupos de 12 frangos foram expostos no interior de uma
camara de controlo de forma continua durante 4 semanas a aerosséis de gas amoniaco,
poeira e E.coli, de forma isolada e combinada. Neste estudo concluiu-se que as aves
expostas a amoniaco isolada ou em combinacdo com E.coli ou o pd, mesmo durante curtos
periodos de tempo apresentavam lesdes nos sacos aéreos. Quando combinados os trés
factores: o p6, a amoniaco e a E.coli verificou-se que ocorriam lesdes pulmonares.

A ocorréncia de lesdGes oculares devido a exposicdo de amoniaco atmosférica foi
avaliada através de um estudo realizado por Olanrewaju et al. (2007), onde se avaliou a
influéncia da amoniaco e da intensidade de luz no aparelho ocular dos pintos. Foi possivel
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demonstrar que as lesGes oculares apresentavam um maior agravamento quando os frangos
eram expostos a maiores concentracdes de amoniaco e intensidade de luz.
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Referéncia

Tabela 2.1 - Resumo das referéncias bibliograficas utilizadas no estudo do estado da arte sobre o efeito do amoniaco nas aves.

Titulo

Objectivos

Descrigao do método

Resultados

bibliografica

Reece et al.,

Ammonia in the
atmosphere during
brooding affects

Determinar o efeito de diferentes
niveis de amoniaco sobre a eficiéncia

Quatro grupos de 20 frangos
foram colocados em camaras
com ambiente controlado

o As aves expostas ao amoniaco apresentavam um
peso corporal significativamente inferior as aves a
Oppm (redugdes superiores a 8%).

1980 . da produgdo de frangos de corte durante 28 dias e sujeitos a i
performance of broiler a o ~ , e As aves expostas ao amoniaco apresentaram menor
. durante o periodo de criagdo. concentragdes de amoniaco de 0, o
chickens conversdo alimentar.
50, 100, 200 ppm.
480 pintos do dia foram divididos . - .o
. . . . e Os pintos sujeitos a niveis de 52ppm apresentaram
Effect of atmospheric Determinar o efeito de diferentes em quatro grupos e colocados em . -
. . . A . menores massas corporais e de conversdo de
ammonia on growth niveis de amoniaco sobre o camaras com ambiente .
Wang et al., . alimento em produto que os restantes.
performance and desempenho do crescimento e controlado durante 3 semanas. . ,
2010 . . ) L ¢ Os pintos expostos a 26 e 52 ppm de amoniaco
immunological response  resposta imunolégica em frangos de Os grupos encontravam-se : L
. . . .o , apresentam menor resposta imunoldgica que os
of broiler chickens corte. sujeitos niveis de amoniaco de 0, ntos 2 Obom
i .
13, 26 e 52 ppm. P PP
o0 peso corporal e o consumo de ragdo reduziram
proporcionalmente com o aumento da concentragdo
. . s 192 Frangos de 4 semanas foram  de amoniaco.
. Determinar o efeito da sujeicdo a L o o e e
Ammonia affects . - divididos em quatro grupos de o A eficiéncia alimentar ndo diferiu significativamente
diferentes concentragdes de
performance and , tratamento durante 3 semanas. entre os tratamentos, contudo os frangos expostos a
Yahav, 2004 . amoniaco sobre o desempenho e o .
thermoregulation of . - Cada um dos grupos estava menores concentragdes apresentaram a maior
. . capacidade de termorregulagdo em . ~ n o
male broiler chickens sujeito a concentragdes de 16, eficiéncia alimentar.
frangos de corte. , "

28, 39 e 54ppm de amoniaco. #Os frangos expostos a menores concentragdes de
amoniaco apresentaram melhor capacidade de
termorregulagéo.

60 Pintos do dia foram divididos ) . .
. . e A massa corporal final foi reduzida
Atmospheric ammonia . . . em grupos e colocados em TR ~
. Determinar o efeito de diferentes A . significativamente em 6 e 9%, para concentrag¢des de
. Is detrimental to the o , camaras com ambiente . .
Miles et al., concentragGes de amoniaco sobre o 50 e 75ppm respectivamente, comparativamente com
performance controlado. Cada um dos grupos
2004 . ganho de massa corporal e o os frangos expostos a Oppm.
of modern commercial . estava exposto a concentragdes ] e .
. rendimento em frangos de corte. . ¢ A taxa de mortalidade foi significativamente maior a
broilers de amoniacode 0, 25,50 e

75ppm durante 7 semanas.

75ppm (13.9%) que a Oppm (5.8%).
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Titulo

Objectivos

Descrigao do método

Resultados

bibliografica

Olanrewaju et
al., 2007

Interative effects of
ammonia and light
intensity on ocular, fear
and leg health in broiler
chickens

Avaliar o efeito interactivo do

amoniaco e da intensidade de luz em

problemas oculares, stress e
problemas nas patas de frangos de
carne.

792 Pintos do dia foram divididos
em 9 camaras de ambiente
controlado e foram sujeitos a
diferentes niveis de amoniaco (0,
25 e 50 ppm) e diferentes
intensidades de luz (0.2,2.0 e
20Ix) durante 7 semanas.

e ConcentragGes de 25 e 50 ppm de amoniaco
induziram lesdes oculares depois do 72dia de
exposi¢ao.

e Aintensidade luminosa s por si ndo causa danos
significativos.

Beker et al.,
2004

Atmospheric ammonia
concentration effects on
broiler growth and
performance

Determinar o efeito de diferentes
concentragGes de amoniaco na
performance e em variaveis
potencialmente associadas a
sindrome de ascite em frangos de
corte.

72 Frangos de corte do dia foram
divididos em 12 camaras
respiratdrias, para uma exposi¢cao
continua a 0, 30 e 60 ppm de
amoniaco durante 3 semanas.

e O peso corporal final e o consumo de ragao nao
foram afectados significativamente com o aumento
da concentracdo do amoniaco de 0 a 60ppm.

e A razdo entre o consumo de ragdo e o ganho de
peso corporal sofreu uma diminuigdo significativa
comparativamente com a dos pintos sujeitos a
30ppm.

e As elevadas concentragdes de amoniaco em aviarios
diminuem a performance dos frangos e aumentam a
susceptibilidade a doengas.

Charles e
Payne, 1966

Effects on respiration
and on the performance
of broilers and
replacement growing
stock

Estudar a influéncia de altas
concentragdes de amoniaco na
performance de frangos.

Frangos de corte de foram
colocados em camaras de
ambiente controlado, divididos
por intervalos de idade e sujeitos
a vdrias concentragdes de
amoniaco (0, 53, 78 e 100 ppm).
Posteriormente foram analisados
varios parametros tais como o pH
do sangue, profundidade e
intensidade da respiragao, ganho
de peso, conversao de alimento,
consumo de ragdo, etc.

e Os frangos criados em ambientes com 100 ppm de
amoniaco apresentaram redugdes na taxa de
respiragao entre 7 e 27%, menor produgdo de didxido
de carbono e profundidade respiratéria.

e Frangos de corte criados em ambientes com altas
concentra¢des de amoniaco tendem a comer menos
alimento e apresentam menor taxa de crescimento do
que frangos de corte criados em ambientes livre de
amoniaco.
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Referéncia
bibliografica

Titulo

Objectivos

Descrigao do método

Resultados

Aerosol Exposure of

Estudar o efeito do amoniaco, poeira
e de E. coli, quer isoladamente ou de
forma combinada, no trato
respiratério das aves na tentativa de

Sete grupos de tratamento, cada
um destes compostos por 12
frangos com 4 semanas de idade,
foram expostos no interior de

e A exposicdo das galinhas ao gas amoniaco causou
algum desconforto transitério, resultando na redugdo
do consumo de alimento e perda de peso.

e Logo apds 12 horas de exposi¢do ao amoniaco
sozinho ou em combinagdo com E. coli, pé ou ambos,

Oyetunde et ammonia, dust and . , A foi possivel observar lesdes macroscdpicas e
. . determinar o possivel papel destes uma camara de controlo de . . .
al., 1978 Escherichia coli in . . , microscopicas Nos sacos aéreos.
. . factores ambientais no forma continua durante 4 N )
broiler chickens . . . e As reacgGes mais graves ocorreram quando
desenvolvimento de doengas semanas a aerossois de gas . N . N
. - , . . combinados os trés factores em simultaneo.
respiratérias crénicas ou doenga amoniaco, poeira e E.coli, de Ao ¢ X tra
. . ® Apds uma semana, os frangos expostos aos trés
saco de ar em frangos de corte. forma isolada e combinada. P ’ Ng P

factores desenvolveram lesGes granulomatosas nos
pulmdes.

e As oito semanas o peso corporal e a eficiéncia de

. q ¢ alimentacgdo de frangos de corte expostas ao
o refngos Sl oranlw ) amoniaco foram significativamente reduzidos.
distribuidos de forma aleatdria N . .
N . e As 6 e 8 semanas de idade foi observada uma
. . em 12 camaras de ambiente . = .
Evaluation of Ammonia . situagdo grave de aerossaculite nos frangos com
. Avaliar a resposta dos frangos de controlado. Entre as 4 e as 8 a
. and Infectious . . g . amoniaco.
Kling e corte a exposi¢do a amoniaco semanas de idade foram

Quarles, 1974

Bronchitis Vaccination
Stress on Performance
and Carcass Quality

atmosférica e a vacina da bronquite
infecciosa.

expostos a concentracées de O,
25 ou 50 ppm de amoniaco e na
quinta semana foi-lhes
administrada a vacina da
bronquite infecciosa.

e Durante o periodo de oito semanas a concentragdo
de bactérias no ar foram significativamente maiores
para 25 e 50 ppm de amoniaco.

® A Amoniaco e stress de vacinagdo da bronquite
infecciosa ndo afectaram o sabor da carne, maciez ou
suculéncia, mas aumentou significativamente a
mortalidade e a ma qualidade das carcagas.

Anderson et
al., 1964

The Adverse Effects of
Ammonia on Chickens
Including Resistance to
Infection with
Newcastle Disease Virus

O presente estudo foi feito para
determinar os efeitos de exposicdo
prolongada a baixas concentragdes

de amoniaco sobre aves de capoeira
e outros animais.

As observagdes clinicas,
histopatologia e no caso da
resisténcia a infecgdo por galinhas
virus da doenca de Newcastle,
foram os critérios utilizados para
determinar os efeitos do amoniaco

e Uma exposi¢do durante 72 horas de 20 ppm e 48
horas de 50 ppm de amoniaco aumentou
significativamente a taxa de infec¢do das galinhas
guando expostas a um aerossol do virus da doenca de
Newcastle.
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Referéncia

bibliografica Titulo Objectivos Descricao do método Resultados
Foram realizadas duas
Examinar a ultra-estrutura da experiéncias utilizando frangos
traqueia e da superficie do pulmio ~ de corte com 7 dias de idade em  Quando expostas 7 dias a 100 ppm de NH3, os frangos
Effect of atmospheric em frangos de corte para obter uma  due quatro aves foram  exibiram um grande nimero de células secretoras de
Al- ammonia on the surface compreens3o mais precisa das aleatoriamente colocadas em muco que ndo foram observados nos outros
Mashhadani e ultrastructure of the mudancas estruturais devido a cada uma das quatro camaras e tratamentos. Contudo, ndo houve evidéncia da
Beck, 1985 lung and trachea of exposicio a diferentes expostos a 0, 50, 75, ou 100 ppm destruicdo de células caliciformes.
broiler chickens concentrac8es de amoniaco de NH3. Na primeira experiéncia, e Na segunda experiéncia verificou-se uma maior
atmosférico (NH3) durante permaneciam durante 7 dias  espessura da parede da tragueia nas aves expostas a
diferentes periodos de tempo. dentro das camaras e na segunda 75 e 100 ppm do que nas aves de controlo.
experiéncia ficavam apenas 4
dias.
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2.2. Métodos de redug¢ao da formag¢ao do amoniaco em aviarios

Um dos maiores desafios com que a industria avicola tem sido confrontada é a
volatilizagdo do amoniaco com origem na cama de avidrio. Conforme se referiu
anteriormente, este fendmeno acarreta problemas graves, ndo sé para o ambiente como
também para as aves e para o homem. Deste modo, varias estratégias tém sido propostas e
avaliadas de modo a reduzir a emissdao e a produc¢ao deste gas. Uma das estratégias passa
por contrariar os factores ambientais, temperatura, pH e humidade que favorecem a
degradacgao do 4acido Urico que representa a principal fonte de azoto excretada pelas aves.
Uma outra forma de reduzir a producdo de amoniaco é através da reducdo da ingestdo
excessiva de compostos azotados. O amoniaco e outros gases azotados resultam da digestdo
de proteinas, em que parte é convertida em material corpéreo como carne e ovos, sendo a
proteina ingerida em excesso perdida no estrume sob a forma de excre¢des. No caso dos
frangos, estes excretam cerca de 55% da proteina que é fornecida nas ragdes (Jongbloed e
Lenis, 1992.), pelo que uma dieta alimentar poderd ser uma boa alternativa para a redugdo
das emissGes de amoniaco. As medidas a adoptar para a reducdao do amoniaco atmosférico
em avidrios podem, pois, incidir sobre a cama de avidrio, quer através da aplicacdo de
aditivos quer pelo controlo das condigdes ambientais do aviario, ou serem baseadas em
processos de manipulagdo alimentar.

2.2.1. Tratamento do estrume

Na criacdo de aves, como ndo é viavel a segregacdo da urina das fezes de modo a
reduzir o contacto entre o acido Urico e a enzima urease, produzida por bactérias urease
positivas presentes nas fezes é necessario tratar o estrume de modo a retardar ou inibir a
actividade daquela enzima, impedido que ocorra a hidrélise da ureia, retendo os compostos
azotados no estrume. Alguns métodos utilizados consistem na aplicacdo de aditivos que
actuam de uma das seguintes formas (Arogo et al.,2001):

v Absorvem directamente o amoniaco;

v" Reduzem o pH da cama de aviario;

v" Promovem a produ¢do microbiana de acidos organicos que diminuem o pH da
cama;

v Inibem o crescimento microbiano;

v Inibem a degradacdo microbiana do acido Urico.

Existe uma diversa gama de aditivos para cama de avidrio, assim como uma grande
variedade de estudos que avaliam a sua eficacia. Os agentes acidificantes por exemplo, ao
serem aplicados na cama, fornecem ides de hidrogénio que reagindo com o amoniaco
formam o amonido, que é um composto ndo volatil, promovendo a reducdo da emissdo
daquele gas. Além do fornecimento de iGes, a reducdo do pH cria também condicoes
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desfavoraveis para a actividade da enzima urease, resultando numa menor producdo de
amoniaco.

NH, + H* - NH} (2-1)

A aplicagao destes compostos tem como vantagem ndo sé a reducgao da emissdao do
amoniaco como também o aumento do valor da cama de avidrio enquanto aditivo agricola,
através da fixacdo de compostos azotados.

Um dos compostos acidificantes que tem sido muito estudado é o sulfato de aluminio.
Este composto, depois de promover a formagdao do amonido reage com os ides de sulfato e
forma o sulfato de aménia ((NH,),S0,4). Moore et al. (1995) observaram uma redugdo em
99% nas emissdes de amoniaco quando sulfato de aluminio foi adicionado a cama. Também
Li et al. (2006) verificou uma reducdo de 89% na volatilizacdo de amoniaco quando este
composto era adicionado a uma razao de 2kg de sulfato de aluminio liquido por metro
quadrado. Num estudo realizado por Do (2005) comprova a capacidade ndo sé do sulfato do
aluminio, mas também do cloreto de aluminio, do sulfato ferroso e do permanganato de
potdssio para reduzir as emissGes de amoniaco em 89, 97, 91 e 69% respectivamente,
guando adicionados a cama de avidrio. J& as combinacdes de sulfato de aluminio e
carbonato de célcio, cloreto de aluminio e carbonato de célcio reduziram a emissdao de
amoniaco em 79, 76%, respectivamente.

A capacidade dos zedlitos para suprimir as emissdes de amoniaco em aviarios foi
investigado por Kithome et al. (1999) que observou uma redugdo de 44% das emissdes de
NH; quando este composto era aplicado em cama de avidrio . Li et al. (2006) verificou que
quando aplicado 5% (w/w) de zedlito em cama de aviario fresca as emissGes de amoniaco
reduziram em 81%.

Shi et al. (2001) investigaram o inibidor de urease n-(n-butil) tiofosférico triamida como
potencial aditivo de estrume para reduzir as emissdes em instalagdes de criacao de bovinos.
Os resultados demonstraram que quando este inibidor era aplicado em cama de aviario as
emissdes poderiam ser reduzidas em cerca de 35%.

Contudo, apesar da vasta gama de inibidores, esta solucdo ainda é considerada
economicamente invidvel, uma vez que apresenta uma eficdcia com duragao muito limitada
e custos com a aquisicdo dos quimicos elevados (Parkhurst et al., 1974; Veloso et al., 1974;
Swenberg et al.,1980).

2.2.2. Manipulagao Alimentar

A reducdo das emissdes de amoniaco podem ser facilmente manipuladas através de
uma dieta alimentar apropriada. Contudo, o ajuste da composi¢do da racdo animal de modo
a promover a reducdo desejada da excrecdo de compostos azotados, pode comprometer a
produtividade, ganho de peso ou conversdao alimentar, devendo-se salvaguardar as
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necessidades do animal. Um dos métodos utilizados para combater o défice de aminoacidos
(principalmente a lisina) sem que seja necessario incrementar a dosagem de proteina bruta,
é através da suplementacdo de aminodcidos sintéticos. Assim, responde-se as necessidades
do animal e é reduzida a excregdo de azoto (N) (Hobbs et al., 1996). Varios estudos provam
que basta uma redugdo de 1% em proteina bruta na dieta para que se o tenha uma redugao
de 10% na excregdo de azoto em aves de capoeira (Aarnink et al., 1997; Van Cauwenberghe
e Burnham., 2001; Van der Peet-Scwering et al., 1997). Segundo Han e Lee (2000) uma
reducdo entre 2 a 4% na proteina pode ser concretizada sem que o ganho de peso ou a
conversao alimentar seja influenciada. Um estudo realizado por Blair et al. (1999) revela que
um ajuste dietético, reduzindo o teor de proteina bruta e suplementando com aminoacidos
sintéticos, permitiu a reducdo da excregao de N entre 10 a 27% na producgao de frangos de
corte e de 18 a 35% nos pintos e galinhas poedeiras. Além da reducdo de proteina, ou da
adicdo de aminodcido sintéticos, é também possivel adicionar outros suplementos
alimentares com capacidade para reduzir as emissées de amoniaco. Um desses suplementos
é a saponina de iluca. A Yucca schidigera é uma espécie da planta da iluca que é nativa do
sudoeste dos Estados Unidos e do México. Esta planta é rica em saponinas esterdides
naturais que tém capacidade de reduzir as concentracées de NH3; em aviarios e de aumentar
a producdo de ovos (Johnston et al., 2012). De acordo com um estudo efectuado por Smith
(1980), o uso de 40% de iuca saponina misturada com a ragao reduiu os niveis de amoniaco
de 118 ppm para 70 ppm. Em contrapartida, Johnston et al.(1981) observou que ao fornecer
63 ppm deste suplemento na racdo de frangos de corte, apesar destes apresentarem um
peso significativamente mais elevado que os frangos de controlo aos 28 e 51 dias de idade,
ndo se verificaram diferencas significativas no que diz respeito aos niveis de amoniaco no
aviario.

Também os zedlitos podem ser utilizados como suplementos alimentares. Milic et al.
(2006) observou uma redugao de emissdao de amoniaco de 33% quando era adicionado 2%
do zedlito clioptilolite na racdo de leitdes. Outros suplementos alimentares tém sido
testados para reduzir a emissdo de amoniaco, como sdo exemplo os metais cobre, magnésio,
manganés e o zinco, que além de serem aditivos comuns na alimentagdo das aves,
apresentam forte potencial inibidor sobre a enzima urease, impedindo a producdo de
amoniaco. Estes metais, apesar de desempenharem um papel importante na alimentacao
animal quando utilizados de forma adequada, podem tornar-se extremamente nocivos
guando utilizados em sobredosagem (Hunde et al., 2012).

2.2.3. Controlo das condi¢6es ambientais do aviario

O controlo da humidade e temperatura da cama de avidrio é provavelmente a solucao
mais largamente utilizada pela maioria dos produtores devido a sua simplicidade. Tanto a
temperatura como a humidade influenciam a vida e actividade bacteriana no estrume,
sendo que esta é favorecida por temperatura e humidade elevadas (Jongbloed e Lenis,
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1992). Num estudo realizado por Ferguson et al. (1998), confirmou-se a relacdo entre
elevadas percentagens de humidade da cama e o aumento da emissdo de amoniaco.
Também Coufal e co-autores (2006) verificaram que temperaturas mais elevadas estimulam
a actividade microbiana no estrume, potenciando o aumento da degradagdao enzimatica do
acido Urico e proteinas em NHsz. Segundo Bleizgys et al. (2013) a redugdao de 1°C da
temperatura média anual do ar num avidrio diminuiu as emissGes de amoniaco anuais em
cerca de 5%. Quanto aos niveis de humidade na cama, estes devem ser inferiores a 30% de
modo a evitar a emissdo de grandes quantidades de amoniaco (Patterson e Adrizal, 2005).
Alguns factores que podem ajudar no controlo da humidade e da temperatura sdao o
fornecimento de agua através de bebedouros evitando o seu derrame, a utilizagdo de
serradura, cascas de arroz e outros matérias absorventes na cama e, principalmente, através
de uma ventilacdo adequada, promovendo a secagem da superficie da cama, regulando a
temperatura do ar no edificio e tentando evitar que o fluxo de ar quente sopre directamente
na superficie do estrume (Vranken et al., 2003; Patterson e Adrizal, 2005). Apesar do
controlo destes parametros ajudar a reduzir as emissdes de amoniaco, esta abordagem por
si s6 ndo é suficiente uma vez que além da dificuldade em manter a temperatura e a
humidade a niveis que desfavorecam a actividade microbiana, a manutencdo destas
condic¢des através de ventiladores/aquecedores implica custos energéticos muito elevados.

Pode-se, pois, concluir que a emissdo de amoniaco de camas de aviario continua a ser
uma grande preocupacdo para a industria avicola. Apesar do vasto leque de técnicas
desenvolvidas para minorar a producdao e libertacdo de amoniaco, todas apresentam
algumas desvantagens que limitam a sua implementagdao. Umas sdo dispendiosas, outras
pouco eficazes e outras, ainda podem trazer implicacbes na saude/ desenvolvimento/
producgao do animal.

Assim, torna-se necessario procurar uma alternativa economicamente vidvel, eficaz e
indcua tanto para o ambiente como para o animal.

O objectivo deste projecto visa averiguar a viabilidade da utilizacdo de uma suspensao
biolégica como forma de atenuar as emissdes de amoniaco, recorrendo, portanto, a uma
técnica de biorremediacao.
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3. Estudo da libertagdao de amoniaco na cama de aviario

O sistema experimental utilizado para a determinacdo do amoniaco volatilizado
baseia-se na utilizacdo de uma solugdo absorvente na qual o amoniaco libertado fica retido,
permitindo a sua determinacdo através da quantificagdo da concentragdo de azoto na
solucdo absorvente. Com base nesta técnica foram desenvolvidos trés grupos de
experiéncias em que se procurou determinar o amoniaco volatilizado da cama de avidrio. No
primeiro grupo de experiéncias promoveu-se, com o auxilio de uma bomba, a circulagao de
ar no interior do reactor onde se encontrava a cama de aviario. No segundo, o reactor com a
cama de avidrio encontrava-se completamente fechado e sem circulagdao de ar. Por fim, no
ultimo conjunto de experiéncias, o amoniaco volatilizado foi quantificado a vdrias alturas
numa coluna aberta com cerca e 3m de altura e 0.1m de diametro.

3.1. Procedimento Experimental

De seguida sdo apresentados os esquemas das instalacdes em cada um dos trés grupos
de experiéncias realizadas.

3.1.1. Estudo da volatilizagao do amoniaco em reactor com circulagao de ar

A montagem experimental utilizada para a determinagdo do amoniaco libertado pela
cama de aviario com circulacdo de ar consiste em trés reactores, cada um deles com um
volume de aproximadamente 4L, onde no seu interior foi colocada cama de avidrio. Cada um
destes reactores encontrava-se ligado a dois kitasatos colocados em série contendo 250mL
de uma solugao de 5% de acido sulfurico, de forma a garantir que todo o amoniaco presente
na corrente gasosa ficasse retido nesta solugdao. Por fim, estas trés séries de kitasatos
encontravam-se ligadas a um kitasato vazio que, por sua vez, estd ligado a uma bomba que
promove a aspiracdo do ar. Na figura 3.1 esquematiza-se a montagem experimental utilizada
neste estudo.
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a Solugdo de 5%
o

Reactores com
cama de avidrio

0\ Kitasato vazio

Figura3.1- Esquema representativo da instalacdo utilizada na determinagéo do amoniaco volatilizado.

A bomba de vacuo faz com que o ar contendo o amoniaco libertado, proveniente de
cada um dos reactores, seja arrastado e borbulhado nas solu¢des de acido sulfurico, onde
promove a reacgao descrita pela equagao que se segue.

2NH3 oy + HpS04(,) <> (NH4)2504 ) (3-1)

Posteriormente, a solu¢do absorvente é analisada para determinagdo do azoto total.
Realizaram-se varios ensaios, seis com uma duracdo de cerca de 400h e trés de cerca de
200h, com recolha de amostras didrias.

De seguida, repetiu-se este mesmo estudo alterando-se a quantidade aplicada da
suspensao bioldgica diluida a 12.8%. Em cada estudo, num dos reactores ndo se aplicou
suspensao, servindo como ensaio de controlo. Nos outros dois reactores aplicaram-se
diferentes quantidades da suspens3dao bioldgica. Os trés reactores encontravam-se a
temperatura e humidade atmosférica. Nos primeiros estudos realizados, a aplicacdo da
suspensao era feita com recurso a um conta-gotas. Num dos reactores ndao era colocada
suspensao e nos outros dois reactores estudou-se a influéncia de diferentes quantidades de
suspensdo. Realizaram-se trés ensaios com uma duragdao de 200h aproximadamente. Em
todos eles um dos reactores ndao continha suspensao bioldgica, e os outros dois tinham 5 e
15 gotas, 15 e 30 gotas e por fim 50 e 100 gotas respectivamente. A suspensdo era colocada
apenas no dia em que se iniciava o ensaio.

Uma vez que o produto preparado se encontra sob a forma de solucdo aquosa diluida a
12.8% (conforme instrugdes do fornecedor), a sua aplicagdo acarreta um aumento da
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humidade da cama de aviario. Assim sendo, reformulou-se o estudo anterior tentando
manter em todos os reactores a mesma humidade. Para isso, no reactor isento de produto
(reactor 1), aplicou-se 25mL de 4gua destilada. No reactor 2, aplicou-se 10mL de suspensao
bioldgica diluida e 15mL de agua destilada para assegurar niveis equivalentes de humidade.
Por fim, no reactor 3 aplicou-se 25mL de suspensao diluida. Foram feitos trés ensaios com
duracdo de 400h aproximadamente e a aplicacdo da suspensdo era repetida 3 vezes por
semana (22-feira, 42-feira e 62-feira). A Figura 3.2 esquematiza o método de aplicacdo de
suspensdo diluida/agua.

0 Suspensiio

O Agua Destilada
Figura 3.2- Esquema representativo da forma como era aplicada a suspensao bioldgica diluida, de modo a
assegurar que a humidade adicionada a cada reactor ser semelhante.

Para controlar a temperatura do reactor, evitando oscilagdes diarias, colocaram-se os
reactores imersos num banho a 35°C. De modo a garantir a satura¢ao do ar de entrada nos
trés reactores, fez-se borbulhar o ar alimentado num matraz contendo dgua destilada e que
também ele se encontrava mergulhado no banho termostatizado. Neste trabalho os kitasato
gue continham maior volume de solucdo absorvente foram substituidos por provetas de
500mL de forma a impedir que o volume contido no seu interior fosse transferido para o
kitasato de menor volume solucao.

Brigitte de Sousa Lagoa 29



Bioaumento aplicado ao controlo dos niveis de amoniaco em aviarios

Figura 3.3 - Fotografia da instalag&o laboratorial usada na determinagdo do amoniaco volatilizado da
cama de aviario contido em reactores em banho termostatizado (viséo lateral).

Figura 3.4 - Fotografia da instalacdo laboratorial usada na determinagéo do amoniaco volatilizado
da cama de aviario contida em reactores em banho termostatizado.

Tal como no estudo anterior, de forma a manter a mesma humidade em todos os
reactores, acrescentou-se agua, quando necessario, para garantir que os volumes de liquido
adicionado a cama de avidrio era o0 mesmo nos trés reactores. No primeiro estudo nao se
colocou produto na primeira semana para analisar a libertagdo de amoniaco e
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posteriormente foi aplicado 3 vezes por semana (22-feira, 42-feira e 62-feira). No estudo
seguinte, era aplicado diariamente o produto e a &4gua destilada com recurso a
pulverizadores. Neste ultimo ensaio era adicionado também diariamente 100g de cama de
avidrio para simular a deposicdo da mesma nos avidrios. Para este estudo executaram-se
dois ensaios com uma duragdo de 200h aproximadamente.

3.1.2. Estudo da volatilizacido do amoniaco em reactor fechado

Na tentativa de determinar o amoniaco libertado pela cama de avidrio recorreu-se a
trés reactores, cada um deles com um volume de aproximadamente 4L, onde eram
colocadas cerca de 100g de cama de aviario (figura 3.5). No seu interior colocava-se também
um copo de precipitagao de 100mL com 50mL de uma solugdo absorvente, uma solu¢ao de
1% de acido boérico, por ser a mais utilizada na determinacdo de amoniaco pelo método de
Kjeldhal. Este sistema experimental é baseado num sistema desenvolvido por Hernandes e
Cazetta (2001). O amoniaco libertado reage com o acido bérico segundo a equacdo que se
segue.

NH3(g) + H3B03(1) g NH4H2B03(1) (3-2)

Para determinar a libertacdo de amoniaco ao longo do tempo num periodo de oito
horas, retirava-se uma amostra de 40mL da solucdo absorvente por hora, que era
posteriormente reposta com 40mL de solucdo absorvente “limpa” (figura 3.6).
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Figura 3.5 - Reactor utilizado para determinar o amoniaco volatilizado da cama de aviario,
no segundo grupo de experiéncias.

10mL da solugdo de acido Adicionam-se 40mL de
bérico permanecem no copo solugdo de acido bérico

40mL da solugdo de acido bérico
sdo retirados como amostra |

>

Figura 3.6 - Método de recolha de amostras e reposi¢ao de volume de solugdo absorvente, no
segundo grupo de experiéncias.

Na tentativa de evitar a dissipacdo do gas amoniaco do interior do reactor para o
exterior, as amostras eram retiradas através de uma abertura existente na parte superior da
tampa do reactor, com recurso a uma pipeta de 50mL e tentando demorar o minimo tempo
possivel. Na figura 3.5 é possivel observar a abertura através da qual eram retiradas as
amostras (assinalada com a letra A).
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Para analisar a influéncia da concentracdo de suspensdo bioldgica aplicada, foi
determinada a quantidade de amoniaco volatilizado para diferentes concentra¢des da
suspensao bioldgica. Em cada estudo, num dos reactores ndo era aplicada suspensao e nos
outros dois eram aplicadas solugdes contendo diferentes concentragbes da suspensao
bioldégica, sendo que um delas tinha sempre o dobro da concentragao do outro. Tal como
referido anteriormente, para que a humidade nos trés reactores se mantivesse constante, o
volume total da suspensdo foi constante, tendo-se utilizado dgua destilada para perfazer o
volume total adicionado. Os trés reactores encontravam-se a temperatura atmosférica. A
aplicagdo da suspensdo era feita com recurso a pulverizadores e apenas no dia em que o
estudo tinha inicio. Este ensaio foi repetido trés vezes, sendo que no primeiro foi aplicado
um volume total de 10mL de agua destilada, suspensdo bioldgica a 12.8% ou ambos, no
segundo 5mL e por fim 2mL no terceiro.

Num outro estudo, por forma a criar condi¢des climatéricas semelhantes as da unidade
de recria e a evitar variagOes térmicas, colocaram-se os reactores imersos num banho a
25°C. Todo o procedimento era igual ao anteriormente apresentado, continuando a haver
um reactor utilizado como referéncia, ao qual apenas era adicionada agua destilada. Tanto a
suspensdo como a agua destilada eram colocadas com recurso a pulverizadores apenas no
dia em que se dava inicio ao estudo. Na figura que se segue apresenta-se o sistema utilizado
neste método.

Figura 3.7 - Reactores em banho termostatizado.

Para este método foram feitos trés ensaios aplicando sempre o mesmo volume de liquido
(2mL de 4gua, suspensao biolégica ou ambos) e sob as mesmas condi¢des térmicas (25°C).
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3.1.3. Estudo do perfil de volatilizagao do amoniaco

Para a determinar a concentracdo do amoniaco em diferentes cotas, utilizou-se uma
coluna de acrilico com 3m de altura e 0.1m de didmetro. Na base da coluna encontrava-se
depositada a cama de avidrio no interior de um recipiente com diametro semelhante ao da
coluna e com 0.15m de altura. A utilizagdo deste recipiente tinha como principal objectivo
facilitar a substituicdo da cama de aviario, uma vez que a coluna sé tinha a abertura
superior, o que dificultava o acesso a zona onde a cama era colocada (figura3.8). De modo a
possibilitar a determinagado da concentragao do amoniaco ao longo da coluna, distribuiram-
se varios vails distanciados cerca de 0.5m de altura entre si, suspensos por um fio (Figura
3.8). No interior dos vails colocou-se 35mL de uma solugdo de acido boérico a 1% com a qual
o amoniaco libertado reagia e ficava retido como amonido, sendo possivel posteriormente a
sua quantificacdo. As amostras eram recolhidas diariamente durante a primeira semana
aproximadamente, sendo sempre registada a hora de substituicdo e a temperatura
atmosférica. Apds a primeira semana, devido a reduzida libertacdo de amoniaco, as
amostras eram recolhidas em intervalos de tempo superiores.

.=
_—"
=0

-
==

Figura 3.8 - Da esquerda para a direita: fotografia frontal da coluna utilizada durante este trabalho;
recipiente utilizado para a colocacdo da cama de aviario e sistema de suspensdo dos vials ao longo da
coluna.

Este ensaio foi repetido trés vezes, sendo que numa experiéncia foi utilizada cama de
aviario fresca sem adicdo da suspensdo JASS, e nas outras duas foi utilizada cama de aviarios
descongelada, uma com e outra sem adicao da suspensao bioldgica JASS diluida a 12.8%.

34 Instituto Superior de Engenharia de Coimbra



Capitulo Trés Estudo da libertagdo de amoniaco da cama de aviario

Figura 3.9 - Fotografia da abertura da coluna utilizada neste ensaio laboratorial.

3.2. Materiais e Métodos

Segue-se a listagem do material utilizado para cada um dos trabalhos laboratoriais
realizados para a determinacdo do amoniaco volatilizada das camas de avidrio.

Tabela3.1- Material reagentes e equipamentos utilizados na execucao dos trabalhos laboratoriais.

Suspensdo bioldgica Jass, Bio-systems Europe, Lote:1101

Banho termostatizado Sotel HAAKE E12 220volt Coluna de acrilico

3 Reactores de acrilico - oA
Recipiente com didmetro

3 Provetas de 500mL semelhante ao da coluna

4 Kitasatos de 500mL N Vails
3 Copos de precipitagdo
1 Erlenmeyer de 1L de 50mL Eldsticos
8 Rolhas de cortica Fio

1 Bomba de vacuo Reagent5, Quimica e

electrénica Lda. 0.08kW, 230volt
Acido bérico (99.8%, lote:9636319, Merck)

Acido sulfurico (95%, lote: 1362941, val.:
11/2019, Fisher Chemical)
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A determinacdo da quantidade de amoniaco absorvida na solucdo acida foi realizada
com recurso a determinagdo do azoto total no aparelho TOC/TN da Shimadzu, que combina
uma unidade TNM-1 para andlise do TN pelo método de quimiluminescéncia, com um
analisador TOC-VCPH para analise do TOC pelo método de oxidagao por combustdo catalitica
com detecgdao NDIR (detec¢ao nao-dispersiva com infravermelho) (Figura 3.10). Assim, para
efectuar a quantificacdo do amoniaco numa amostra, a amostra é introduzida no tubo de
combustdo, onde o azoto presente na amostra é decomposto em mondxido de azoto.
Posteriormente, o gas de transporte arrasta o monéxido de azoto, que depois de arrefecido
e desumidificado entra num analisador de gases por quimiluminescéncia, onde o monédxido
de azoto é detectado e quantificado (Shimadzu, 2001)

Figura 3.10- Fotografia do aparelho de medicéo do azoto total TOC/TN da Shimadzu.

3.3. Resultados e discussao

Apds a andlise das amostras retiradas em cada um dos estudos obtiveram-se os
resultados cujo tratamento é apresentado de seguida.

3.3.1. Estudo da volatilizacao do amoniaco em reactor com circulagao de ar

Apds a realizagao deste trabalho e da observagdo dos resultados obtidos, verificou-se
gue o mesmo apresentava algumas falhas que tornavam o método pouco eficaz. Uma dessas
falhas passava por ser dificil garantir que as condi¢des de circulagdo de ar, nomeadamente
de caudal, eram iguais para os trés reactores, além do que se detectou a existéncia de
algumas fugas muito dificeis de controlar. Outro obstaculo verificado residiu no facto da
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cama de aviario ser uma matéria heterogénea, composta ndo sé pelos dejectos das aves,
mas também por restos de racdo, penas, serradura, entre outros. Por muitos esforgos que
fossem feitos, era dificil garantir a homogeneidade das misturas iniciais e,
consequentemente, que os trés reactores apresentavam as mesmas quantidades de
compostos azotados na sua composicdo. As varias limitacdes observadas neste grupo de
experiéncias conduziram a resultados muito instdveis e, portanto, inconclusivos, pelo que se
optou por apresentar apenas em anexo (anexo |.1)

3.3.2. Estudo da volatilizacado do amoniaco em reactor fechado

Para a determinacdo da quantidade de amoniaco absorvida pelas solu¢des de acido
bdérico em cada uma das amostras recolhidas efectuaram-se calculos que se descrevem na
tabela seguinte:

Tabela 3.2 - Célculos efectuados para a determinacéo da quantidade de amoniaco absorvida pelas
solugdes de &cido borico nas amostras recolhidas.

n TN my m,ps
myy
1 TN1 m}; = TNl X V1 X g m;bs = mk
mN
myy 10
2 m3 = TN, X V, X 3 2 2 ol s o
TN, A 2 X Vo X Mabs = M3 — M3 X £
myy 10
3 3
3 mix = TN3y X Vo X 3 3 2
TN3 A 3X Ve X Mabs = Mz — M3 X =
My 10
n — 3 _ -1
n,n>1 TN, my = TNpyq XV, X my mpy = mj —mj ' X =0

Em que TN representa a concentracdo de azoto total na amostra retirada do copo

. . m
existente no reactor, determinada no aparelho TOC/TN e expressa em %, my representa a

correspondente massa de amoniaco que existiria na amostra, expressa em mgyy,,Maps
corresponde a massa de amoniaco absorvido no periodo de amostragem, expresso em
mgyy,, V representa o volume total da solugdo de acido borico presente no interior do
reactor em mL.

De seguida apresentam-se alguns dos resultados obtidos dos ensaios realizados com os
reactores fechados e monitorizacdo passiva do amoniaco libertado, em que se representa a
amoniaco libertada ao longo do tempo para cada um dos reactores. Os restantes resultados
obtidos nesta experiéncia apresentam-se no anexo |.2, uma vez que, uma vez mais, as
limitagcdes do método ndo permitiram obter resultados conclusivos.
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Gréfico 3.1- Caudal massico de amoniaco libertado ao longo do tempo nos ensaios realizados com os
reactores fechados contendo cama de aviério sem aplicacédo da suspensdo bioldgica (R1), com aplicacdo de
suspensao biolodgica e 4gua (R2) e com aplicagdo apenas da suspensdo bioldgica (R3).

Como se pode ver através dos graficos anteriormente apresentados, o caudal de
amoniaco libertada apresenta comportamento distinto nas duas experiéncias. No primeiro
trabalho, ou seja, quando foram administrados 10mL de liquido, os trés reactores
apresentaram um padrao de volatilizacdo de amoniaco muito semelhante. Nas primeiras
trés horas, aproximadamente, o reactor onde se adicionou apenas dgua foi o que
apresentou a menor quantidade de amoniaco libertada. A partir das 4h iniciais, esse reactor
passa a ser o que apresenta uma maior libertacdo de amoniaco. Jd no segundo trabalho,
com 5mL de liquido, embora os trés reactores apresentem caudais de volatilizacdo de
amoniaco muito préxima, o reactor em que apenas se colocou agua apresenta valores
ligeiramente mais elevados, sendo esta diferenga mais visivel principalmente nas 3h iniciais.
Em ambos os ensaios, os reactores onde foi colocada suspensdo biolégica e suspensao
biolégica com dgua apresentam comportamentos muito semelhantes.
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Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos, apresenta-se de seguida a
representacdo grafica da massa de amoniaco libertada ao longo do tempo para cada um dos

€nsaios.
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Gréfico 3.2 - Massa de amoniaco libertada ao longo do tempo nos ensaios realizados com os reactores
fechados contendo cama de avidrio sem aplicacdo da suspensdo bioldgica (R1), com aplicacdo de
suspensao bioldgica e dgua (R2) e com aplicagcdo apenas da suspensao biolégica (R3).

Como se pode verificar da andlise dos graficos anteriormente apresentados, a massa de
amoniaco libertada em cada um dos trés reactores apresentou resultados distintos. No
primeiro ensaio os trés reactores apresentam um regime de emissao de amoniaco muito
semelhante, sendo que apenas a partir das 7h de experiéncia o reactor isento da suspensao
bioldgica em estudo apresenta uma maior massa de amoniaco volatilizado. J& no segundo
ensaio os reactores que continham suspensdo biolégica apresentaram durante todo o
processo menores quantidades de amoniaco volatilizado do que o reactor isento de
suspensao.
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Com o intuito de estudar a volatilizacdo do amoniaco num ambiente termicamente

semelhante ao da recria, evitando-se as variacdes térmicas, realizaram-se trés ensaios com

os reactores imersos num banho a 25°C. Ao reactor 1 foram aplicados 2mL de agua, no 2,

1mLde suspensdo bioldgica e 1mL de dgua e, finalmente, no reactor 3, 2mL de suspensao.
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Gréfico 3.3 - Massa de amoniaco libertado ao longo da experiencia, nos ensaios realizados a 25°C com 0s
reactores fechados contendo cama de aviario com aplicagdo de agua (R1), suspensdo bioldgica e agua (R2)
e apenas suspensao biolégica (R3).
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No primeiro ensaio o reactor 3, ou seja, o que contém maior quantidade de inibidor é o
que apresenta maior quantidade de amoniaco volatilizada. Segue-se o reactor que contém
1mL de inibidor e igual quantidade de dgua e por fim o reactor 1 que apesar de ndo conter
inibidor é o aquele em que sao libertadas menores quantidades de amoniaco.

No segundo ensaio verifica-se que uma vez mais o reactor 1, onde apenas foi colocada
agua é o que apresenta menores valores de emissdao de amoniaco, seguindo-se do reactor
com maior quantidade de suspensao JASS e por fim o reactor com 1mL de agua e 1mL de
suspensao.

Por fim, no ultimo ensaio o reactor com 1mL de d4gua e 1mL de suspensdo. Destaca-se
com uma quantidade de amoniaco volatilizada significativamente superior a dos outros dois
reactores. Ja o reactor apenas com agua, apesar de apresentar valores de emissdo muito
proximos de reactor com suspensao bioldgica, continua a ser o que apresenta menores
valores de amoniaco libertada.

Assim, da observacdo dos graficos acima apresentados, constata-se que a suspensao
bioldgica ndo aparenta ser eficiente, uma vez que em todos eles o reactor que apresentou
menores quantidade de amoniaco volatilizado foi o reactor onde apenas foi aplicada agua.

Contudo, como ndo é possivel garantir que os trés reactores apresentam camas de
avidrios com iguais quantidades de compostos azotados na sua composi¢dao, ndo é possivel
relacionar os menores caudais de libertacdo de amoniaco com a presenga ou auséncia da
suspensao bioldgica, mostrando-se o estudo, uma vez mais, inconclusivo.

Com base nestes dois grupos de experiéncias ode concluir-se que seria necessario
realizar novas experiéncias em que o problema da falta de homogeneidade das camas de
aviarios pudesse ser ultrapassado para garantir que os trés reactores se encontram em
condicGes iguais.

3.3.3. Estudo do perfil de volatilizagdo do amoniaco

Para estudar melhor o perfil de libertacdo de amoniaco realizou-se um estudo em que
se determinou a quantidade de amoniaco absorvido em solu¢®es acidas colocadas a diversas
alturas.

Para descrever a difusdo do amoniaco libertado pela cama de aviario ao longo da coluna
utilizada na experiéncia e assumindo que, por se tratar de um processo muito lento, se pode
considerar estado pseudo estacionario, pode-se recorrer a primeira Lei de Fick que descreve

o processo de difusdao em estado estacionario e que correlaciona o fluxo de difusao J4, com o
dc,
“dx
espécie que se difunde através de uma dada seccdo, por unidade de tempo, é proporcional

gradiente de concentracdo —=. De acordo com a Lei de Fick, a massa de uma determinada

ao gradiente de concentracao existente segundo a mesma direccdo. A Lei de Fick, para fluxo
unidimensional, traduz-se pela equacao que se segue:
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dc
Ja = —Das d—;- (3-3)

Em que Ja representa o fluxo de difusdo da espécie A em kg/m?s, Dag € 0 coeficiente de
difusdo expresso em m?/s e, por fim, dCa/dx é o gradiente de concentracdo (em que a
concentrago esta expressa em kg/m? e a distancia em m). O sinal negativo indica que a
direcdao de difusdo é contraria ao gradiente.

Integrando a equacdo anterior entre a base da coluna, x = 0, em que a concentracdo da
espécie que se difunda, Ca=Cpg € a cota L, x=L, em que Cy=Ca_, obtém-se a seguinte equacao:

Cr —C
Ja = —Dpp—2—2k - A (3-4)

Que pressupde, como se referiu anteriormente, a existéncia de estado estacionario, e
consequentemente o perfil de concentracdo ndo depende do tempo e o fluxo, Jo ndo varia
nem com o tempo nem com a posigao;

Caso fosse possivel determinar a concentracdo de amoniaco a diferentes cotas, teria
sido vidvel determinar o coeficiente de difusdo do amoniaco na coluna de ar estagnado, o
gue nao foi efectuado, pois apenas se determinou a massa de amoniaco absorvido em vials a
diferentes cotas na coluna. De referir que o método utilizado ao remover parte do amoniaco
libertado nas diferentes cotas em que se colocou os vials, alterou o fluxo de amoniaco na
coluna, pelo que este deixou de ser constante em toda a coluna, mesmo quando admitido o
estado pseudo estaciondrio, situacao que se representa na figura seguinte.
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]Al.s;CALS

.]Aj_;CAl

]Ao.s;CAo.s

]Ao;CAo

Figura 3.11- Esquema representativo do processo de difusdo do amoniaco ao longo da coluna.

Como se ilustra no esquema anteriormente apresentado, o amoniaco ao ser libertada
difunde-se ao longo da coluna, ficando parcialmente retido na solucdo de acido bdrico que
se encontrava nos vials colocados a diferentes cotas da coluna. Assim, a partir do sistema
desenvolvido é possivel apenas determinar o fluxo de amoniaco em cada uma das cotas e
através da soma delas, determinar o fluxo total médio no periodo de amostragem. Para a
determinacdo do fluxo de amoniaco, procedeu-se, entdo, ao seguinte cdlculo:

Jp= =
=— 3-5
AT t/4D2At (3-3)
Onde my é a massa de amoniaco, 1'[/4D2 a area da sec¢do recta da coluna e At o
intervalo de tempo de amostragem.

Sdo apresentados de seguida os resultados referentes aos ensaios de determinacdo do
fluxo de amoniaco médio calculado a diferentes cotas da coluna. Nos graficos encontram-se
representados os fluxos totais para cada uma das diferentes cotas (L) ao longo da
experiéncia.
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Gréfico 3.4 - Fluxo total de amoniaco difundido (em cama fresca sem produto, descongelada sem produto
e descongelada com produto) a diferentes cotas de uma coluna.
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Como se pode observar nos graficos anteriormente apresentados, a medida que nos
afastamos da cama de avidrio e nos aproximamos da abertura da coluna a concentracdo de
amoniaco diminui. Verifica-se também que a medida que o tempo passa, como o amoniaco
vai sendo libertado gradualmente, o seu fluxo vai diminuindo. Comparando os resultados
referentes a cama de avidrio sem suspensao bioldgica, o estudo realizado com cama fresca
apresenta concentracdes mais elevadas ao longo da coluna do que o realizado com cama
descongelada, sendo que nesta ultima as concentracées a partir do vial que se encontrava a
1m da cama ja apresentam valores nulos. Este resultado deve-se certamente ao facto da
colocagdao de cama parcialmente congelada na coluna tornar o processo de libertagao de
amoniaco mais lento, conforme era expectavel. Relativamente aos resultados do estudo em
qgue se utilizou a cama de avidrio descongelada com caracteristicas semelhantes, pode-se
observar que na experiéncia em que se aplicou suspensdo bioldgica, o fluxo de amoniaco
atinge valores inferiores ao estudo em que a suspensdo ndo foi aplicada, o que parece
indiciar alguma eficacia do produto na inibicao da libertacdao de amoniaco.

A partir dos valores de fluxo massico calculados para cada uma das cotas, foi possivel
determinar o fluxo massico total libertado a cota zero em cada um dos ensaios realizados,
cuja comparacao pode ser observada no grafico que se segue.
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Gréfico 3.5- Evolugdo do fluxo massico total a cota Om de amoniaco ao longo do tempo para cada um dos
ensaios realizados.

A partir dos resultados obtidos constata-se que no inicio do processo de libertagdo do
amoniaco o fluxo massico apresenta valores superiores, sendo que com o passar do tempo
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este fluxo vai diminuindo. Nas experiéncias em que se usou cama de avidrio semelhante
(descongelada) pode observar-se que a massa de amoniaco libertada é inferior a que se
observou quando se usou o produto em estudo: 16,24mg de NH3; comparativamente com
18,66mg de NH; em 14 dias na experiéncia sem produto, o que se traduz na inibicdo de
emissdao de 13%, o que pode indiciar que o produto consegue efectivamente reduzir a

formacao e libertacdo do amoniaco na cama de avidrio.
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4. Ensaios na recria da Ovopor

Para além dos estudos em laboratério, foi também analisada a eficiéncia da
suspensao biolégica JASS em escala real na unidade de recria da Ovopor. Para o efeito
realizaram-se duas campanhas de monitorizagao da concentragao de amoniaco no pavilhdo
de recria, sendo que apenas na segunda campanha foi adicionada a suspensdo em estudo.
Durantes os periodos em que as campanhas decorreram, foram monitorizados além da
concentracdo de amoniaco, o peso e a mortalidade das aves. Os métodos utilizados, bem
como os resultados obtidos encontram-se apresentados de seguida.

4.1. Procedimento experimental

Foram controlados os niveis de amoniaco volatilizado durante dois ciclos de criacdo de
pintos. O primeiro ensaio a escala real decorreu no periodo de Fevereiro-Junho de 2013 com
o objectivo de verificar o padrao de libertacdo do amoniaco em condi¢gdes normais, sem
qualquer tipo de inibicdo da producdo deste gas. No segundo ensaio, que ocorreu entre
Marco e Julho de 2014, utilizou-se a suspensdo biolégica diluida a 12.8% como inibidor de
producdo de amoniaco. Esta suspensdo foi aplicada no dia anterior a recepcdo dos pintos e
posteriormente na 32, 62, 92 e 122 semana de criagao.

Para a monitorizacdo dos niveis de amoniaco libertados foi medida diariamente a
concentracdo de amoniaco atmosférico. Para isso, adoptou-se um sistema em que um
volume conhecido de ar atmosférico foi bombeado e feito borbulhar numa solucdo de acido
sulfurico a 1%. Esta solugdo, que era utilizada para reter a amoniaco, encontrava-se em dois
kitasatos em série por forma a garantir que todo o amoniaco ficasse retido na solugao. O
primeiro que se encontrava mais préximo do ponto de recolha, continha 250mL de solugao
acida. O segundo kitasato continha 100mL daquela solucdo, e funcionava como controlo do
funcionamento do primeiro. Ao fazer com que este ar, enriquecido em amoniaco,
borbulhasse nas solu¢des de acido sulfirico, promovia-se a reac¢dao que se segue.

2NH3(g) + H2504(aq) <> (NH,),504(aq) (4-1)

As solucdes eram recolhidas e substituidas diariamente e posteriormente eram
analisadas em termos de azoto total no aparelho TOC/TN da Shimadzu descrito
anteriormente (capitulo 3.2). Através do conhecimento da concentracdo de azoto na solucao
absorvente, do volume de solucdo e do volume de ar amostrado pode determinar-se a
concentracdo de amoniaco atmosférico. Para uma melhor compreensdo do sistema de
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captura do amoniaco volatilizado, encontra-se apresentado de seguida um esquema
representativo do mesmo.

B Bomb <€ Ar atmosfeérico

& rico em N

Figura 4.1 - Esquema representativo e imagens do sistema de analise da concentracdo de amoniaco no
pavilhdo. 1- Local de amostragem do ar; 2- Percurso do ar desde o ponto de colheita até ao sistema de
absorcédo; 3- Percurso do ar isento de amoniaco desde o sistema de absorcao até a bomba de ar.

De forma a procurar averiguar se a volatilizacdo de maiores quantidades de
amoniaco estaria associada a uma maior taxa de mortalidade e/ou a um menor rendimento
do crescimento dos pintos recolheram-se dados da mortalidade e do ganho de peso dos
pintos, ambos fornecidos pela Ovopor. Pretendia-se averiguar se seria possivel
posteriormente confirmar se uma menor concentracdo atmosférica de amoniaco estard
associada a uma melhor performance da producdo avicola.

4.2. Materiais e métodos

De seguida é apresentado na tabela o material e reagentes utilizados para a recolha e
analise das amostras para a determinagao da concentragdo de amoniaco no pavilhdao de
recria.
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Tabela 4.1- Material, reagentes e equipamentos utilizados para a determinacdo da concentracdo de
amoniaco na unidade de recria.

Material diverso

Rotametro da ROTA Apparate- und Maschinenbau

2 Kitasatos de 500mL e 250mL

2 Rolhas de cortica

1 Bomba de vacuo Reagent5, Quimica e electrénica Lda. 0.08kW, 230volt

Suspensao bioldgica Jass, Bio-systems Europe, Lote:1101
Acido sulfurico (95%, lote: 1362941, val.: 11/2019, Fisher Chemical)

Para a quantificacdo do azoto total das amostras recolhidas utilizou-se o aparelho de
determinacdo de azoto e carbono total da Shimadzu descrito no capitulo 3.2.

4.3. Resultados e discussao

O gréfico que se segue representa os dados da taxa de mortalidade de diferentes recrias
efectuados na Ovopor - Agro-Pecudria dos Milagres, S.A., incluindo as duas que permitiram o
presente estudo (Fev. 2013 e Mar. 2014)
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Gréfico 4.1- Taxa de mortalidade das aves nas diferentes semanas de recria.
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Como se pode verificar através dos dados representados, as duas primeiras semanas,
gue correspondem as duas semanas mais criticas da vida das aves, sdo as que apresentam
uma taxa de mortalidade mais elevada. A elevada mortalidade pode ser justificada pelas
exigentes necessidades térmicas das aves nas primeiras semanas de vida, uma vez que, tal
como foi anteriormente referido (capitulo 1.4), principalmente na 12 semana de vida, os
pintos ainda ndo tém desenvolvido o sistema de termorregulacdo. Quando ndo se consegue
alcancar a zona de conforto térmico das aves, muitas delas acabam por perecer. Contudo, e
como se pode ver através dos dados apresentado, a partir da 22 semana e até a 152, a
mortalidade mantém-se aproximadamente nula. Apenas a partir da 152 a mortalidade volta
a aumentar, devido as grandes dimensdes dos pintos, que conduzem a uma significativa
reducdo do espaco disponivel nas gaiolas. As campanhas de Novembro de 2010, Outubro de
2009 e Marco de 2014 destacam-se pelas elevadas taxas de mortalidade (superiores a 2%)
nos dois primeiros dias. Quanto a recria de Marco de 2014, cujos dados foram utilizados
neste projecto para apurar a eficiéncia da suspensdo bioldgica JASS, a elevada taxa de
mortalidade deveu-se a uma complica¢do na utilizacdo de um sistema de laser inovador para
o corte do bico dos pintos. Uma falha neste mesmo aparelho levou a um corte do bico
excessivo o que fez com que os pintos ndo conseguissem beber agua, o que resultou na
morte de 604 pintos na segunda semana por motivos de desidratacdo

De seguida sdo apresentados os valores do peso dos pintos ao longo do periodo de
criacdo de pintos das varias campanhas. Estes dados sdo adquiridos seleccionando uma
pequena amostra de forma alternada. Por se tratar de uma amostra muito pequena poder-
se-a questionar a representatividade da amostra relativamente ao bando da campanha em

causa.
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Grafico 4.2- Evolucdo do ganho de peso dos pintos ao longo do tempo em diferentes recrias, bem
como dos valores minimos e maximos aconselhados pela veterinaria da Ovopor.
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Durante o periodo das 6 a 12 semanas o peso dos pintos das varias recrias varia um
pouco, sendo a amplitude de pesos relativamente maior. Com excepc¢ao da recria de Marco
de 2014, durante este periodo os pintos tendem a ter um peso superior ao maximo
padronizado. A possivel explicagdo para o bando em criagdo de Margo de 2014 apresentar o
peso abaixo do minimo padronizado passa possivelmente pela falha no corte dos bicos ja
referida anteriormente, o que levou ndo sé a diminuicdo da ingestao de agua, mas também
de racao.

No grafico seguinte apresentam-se os resultados da monitorizagdao de cerca de 4 meses
em cada campanha estudada da concentragdo de amoniaco no avidrio.
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Gréfico 4.3 — Evolucdo da concentragdo de amoniaco no edificio de recria e da quantidade de pintos, em
cada uma das campanhas, com indicacdo dos momentos em que foi feita a redistribuicio dos pintos pelo
pavilhdo de recria

Em ambos os periodos de criacdo verificou-se inicialmente um aumento na
concentracdo de amoniaco que decorre da acumulacdo de excrementos das aves e do
aumento da actividade microbioldgica na cama de avidrio. Apds as primeiras 5/6 semanas
aproximadamente, ocorreu um decréscimo na libertacdo de amoniaco causado pela
redistribuicdo dos pintos pelas gaiolas, sendo que deste modo toda a area do edificio passou

a estar ocupada. Esta nova disposicao dos pintos fez com que a libertacdo e a acumulacdo de

Brigitte de Sousa Lagoa 53



Bioaumento aplicado ao controlo dos niveis de amoniaco em aviarios

excrementos ocorressem numa maior drea, o que consequentemente resultou numa
diminuicdo da concentracdo de amoniaco atmosférica na zona de colheita. Assim, a partir
deste momento e até ao fim da criagdo os niveis de amoniaco no ar mantiveram-se
aproximadamente constantes, uma vez que, a maior proximidade entre a temperatura
exterior e interior do pavilhdo e o estddio mais avancado de desenvolvimento dos pintos
permitiram o aumento da taxa de ventilacdo e a diminuicdo da temperatura no interior do
edificio. Do grafico observa-se ainda que a concentracdo de amoniaco de uma forma geral
foi sempre inferior na campanha em que se utilizou o produto em estudo, o que indicia uma
clara eficiéncia de inibicdo da libertagdo de amoniaco da cama de avidrio. E, ainda, de referir
gue o valor mais elevado de concentragdo de amoniaco observado foi de 8,2 e 4,8 ppm na 12
e 22 campanhas, respectivamente, claramente abaixo do valor maximo admissivel previsto
na legislacdo nacional que é de 20ppm (Decreto-Lei 79/2010 de 25 de Junho), mas acima do
limiar de deteccdo olfactivo (5ppm). Este facto atesta que o sistema de ventilacdo da Ovopor
é eficaz no controlo das condi¢ées ambientais do pavilhdo de recria.

Um factor que influencia a concentragdo do amoniaco no pavilhdo é, obviamente, o
numero aves, que foi distinto nas duas campanhas. Na segunda, face ao elevado indice de
mortalidade observado, houve necessidade de reintroduzir pintos na 52 semana. De forma a
fazer a eliminar as variaveis ventilacdo e niumero de pintos é apresentado de seguida um
grafico com a evolugdo da concentragdo de amoniaco per capita. Uma vez que nas 4
primeiras semanas de recria o pavilhdo se encontra encerrado, sem ventilacdo artificial e
com as janelas fechadas de forma a manter a temperatura elevada, é possivel fazer uma
avaliacdo mais rigorosa da eficiéncia da suspensdo JASS neste periodo, uma vez que as
condicdes de ambas as campanhas sdo muito semelhantes.
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Grafico 4.4 — Razdo entre a concentragdo de amoniaco volatilizada em partes por milh&o e o n° de pintos
em milhares de pintos nas duas campanhas.
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Como se pode constatar do grafico apresentado, inicialmente as duas recrias
apresentam concentracdes de amoniaco volatilizado muito proximas. Contudo, a partir da
primeira semana, a recria em que foi aplicada a suspensdao JASS apresenta valores de
concentragdo de amoniaco volatilizado claramente inferiores, o que atesta do beneficio que
pode decorrer para a criagdo avicola da utilizagdo do produto em estudo. Efectivamente a
utilizacdo do produto ao inibir a volatilizacdo do amoniaco permitird reduzir a necessidade
de ventilacdo e, consequentemente, de aquecimento, com vantagens ambientais e
energéticas dbvias.
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5. Caracterizacdo da suspensdao bioldgica inibidora da
libertagcao de amoniaco em estudo

Apds estudar em laboratdrio a libertacdo do amoniaco de camas de aviario nas quais foi
aplicada a suspensdo em analise no presente trabalho, verificou-se que a mesma nao
suscitava o efeito desejado, isto é, ndo inibia a produ¢do do gds amoniaco (ver capitulo 3).
Por outro lado, os métodos utilizados apresentavam algumas limitagdes operacionais,
nomeadamente a impossibilidade de garantir que a composicdo da cama de avidrio era igual
nos diferentes reactores utilizados nos estudos comparativos, o que limitou o alcance das
conclusdes a retirar desses mesmos estudos.

Com vista a conseguir mais informacao sobre a suspensdo bacteriana estudada para
além da disponibilizada pelo fabricante, procedeu-se a um estudo microbiolégico da mesma.
Um aspecto curioso da suspensdo utilizada consiste no facto de, apesar de esta suspensao,
de acordo a informacdo disponibilizada pelo fabricante, conter enzimas e esporos
bacterianos estabilizados e micronutrientes, ndo ser necessario manté-la num ambiente
estéril ou armazena-la a baixas temperaturas. Tal situa¢do levou a suspei¢cdo de a suspensao
poder estar contaminada ou “inactiva”, o que poderia explicar a sua aparente ineficdcia.

A andlise microbioldgica realizada teve como principal objectivo a identificacdo da
composicdo da suspensdo de modo a possibilitar uma melhor compreensdo do
funcionamento da mesma e a verificacdo da eventual inactividade dos esporos bacterianos
que se encontravam presentes. Assim, face a dificuldade técnica de identificar as enzimas,
optou-se por verificar a existéncia dos esporos e avaliar se estes germinavam quando
preparada a suspensdo segundo as indicacdes dadas pelo fabricante e/ou inoculando o meio
de cultura de triptona de soja (TSB). Desta forma, apds um periodo de incubacdo de 24h,
foram feitos varios testes para identificar a composicdo da suspensao.

Foram realizados varios ensaios, de modo a optimizar o procedimento de identificacao
das bactérias ou esporos presentes na suspensao.

5.1. Aplicagdo de técnicas de coloragdo para a caracterizagdao da

suspensao bioldgica

Para identificar a composicdo da suspensdo bioldgica foram adoptadas técnicas de
coloracdo que permitem uma melhor visualizacdo de microrganismos ao microscopio, bem
como possibilitam a identificacdo dos mesmos. Foram utilizadas trés técnicas de coloragdo: a
coloracdo com azul-de-metileno, a coloracao de Gram e a coloragao com verde malaquita.
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5.1.1. Procedimento experimental

De seguida sdo apresentadas as diferentes técnicas de coloracdo utilizadas para a
caracterizagdo da suspensdo biolégica bem como o procedimento experimental seguido
para cada uma das técnicas.

A. Coloragdao com azul-de-metileno

Uma das vantagens da utilizacdo deste método de coloracdo é a de permitir a
observacao das células in vivo sem que seja necessaria a fixacdo em lamina, ndo correndo o
risco de promover alteragdes no tamanho e forma das células. Assim, mantendo a
viabilidade dos microrganismos é possivel observar tanto o seu comportamento como a sua
morfologia (Alexander, et al. 2003; Benson, 2001).

e Procedimento experimental

Para a aplicacdo da técnica de coloracdo com azul-de-metileno seguiram-se os
seguintes procedimentos:

1) Colocar uma pequena quantidade da suspensdo biolégica num tubo de
€ensaio;

2) Adicionar uma gota de azul-de-metileno ao tubo de ensaio e agitar bem;

3) Colocar uma gota da suspensao corada numa lamina limpa e tapar com uma
lamela, evitando a formacao de bolhas de ar;

4) Observar ao microscépio dptico com a objectiva de imerséo (100x).

Figura 5.1 - Procedimento experimental da técnica de coloracdo com azul-de-metileno.
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B. Coloragdao Gram

Esta técnica de coloracdo é uma das mais utilizadas em bacteriologia. A coloracao
diferencial que exige a realizacdo de varias etapas de coloracdo e descoloracdo, permite
diferenciar bactérias de acordo com a composi¢ao da sua parede celular. As bactérias Gram-
positivas, ao contrario das Gram-negativas, apresentam uma parede de peptidoglicano
espessa. Em contrapartida, as bactérias Gram-negativas contém uma camada de
lipopolissacarideo como parte de sua parede celular. Deste modo, quando é aplicado cristal
de violeta e iodo (ex. lugol) nas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, estes atravessam
a parede celular penetrando no interior da célula, combinam-se e formam um complexo.
Posteriormente, com a aplicagdo do alcool etilico, nas bactérias Gram-negativas os lipidos da
membrana externa da parede celular sdao removidos, resultando num aumento da sua
permeabilidade e consequente remocdao do complexo violeta de cristal-iodo do interior
destas células, pelo que as bactérias sdo descoradas. Como resultado, as células Gram-
negativas permanecem incolores até que sejam contra-coradas com safranina, apds o qual
se tornam rosa. Ja as bactérias Gram-positivas, por estas apresentarem baixo teor lipidico na
parede celular, ao se aplicar dlcool as células sdo desidratadas o que resulta na redugdo da
permeabilidade da parede e na retencdo do complexo violeta de cristal-iodo. Em resumo, as
células Gram-positivas como retém o corante, permanecem roxas/violeta e as células Gram-
negativas, como ndo retém o corante, sdo incolores até contrastadas com um corante rosa
(safranina) (figura 5.2).

Este método de coloracdo compreende quatro etapas principais (Lammert, 2007;
Collins et al., 1998; Tortora, et al., 2007):

1) Aplicacdo do corante violeta de cristal num esfregaco fixado termicamente, que cora
todo o citoplasma de violeta, independentemente do tipo de célula;

2) Adicdo de um mordente, que tem como funcdo o aumento da afinidade entre o
corante cristal de violeta e a célula e cria no interior da célula um meio insoluvel;

3) Descoloracdo rapida com alcool, que ird provocar a destruicdo da membrana lipidica
nas bactérias Gram-negativas, aumentando a sua permeabilidade e causando a sua
descoloragdo. No caso das bactérias Gram-positivas, como estas ndo contém uma espessa
camada lipidica, a aplicagao do alcool ira provocar a desidratacao destas células, reduzindo a
permeabilidade da sua parede celular ficando assim retido o complexo violeta de cristal-
iodo;

4) Contra coloracdo com safranina, que cora o citoplasma das células Gram-negativas
de rosa, uma vez que apenas estas foram descoradas.
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O Aplicacio do ® Aplicacio do ©® Descoloragdo com @ Aplicagio da safranina

cristal de violeta mordente (Lugol) alcool (contracorante)

Figura 5.2 - Quatro etapas principais do método de coloragdo Gram.

e Procedimento experimental

Para a aplicacdo da técnica de coloracdo Gram seguiram-se o0s seguintes

procedimentos:

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)
9)

Colocar uma gota da suspensao a analisar sobre uma lamina limpa;

Espalhar o liquido numa area de aproximadamente 1cm? e deixar secar ao ar
durante cerca de 60 segundos;

Passar a lamina por chama cerca de trés vezes com, para garantir a fixacao
do material, auxilio de uma mola de madeira (as passagens pela chama
devem de ser rapidas e ndo se deve aquecer demasiado a lamina para ndo
danificar o seu conteudo);

Corar essa zona do esfregaco com uma gota de cristal de violeta e agitar
suavemente durante um minuto;

Enxaguar suavemente com dgua destilada;

Cobrir com o mordente lugol e agitar suavemente durante um minuto;
Enxaguar com dgua destilada e secar suavemente com papel absorvente;
Descorar com alcool etilico 96% durante 15-30 segundo;

Secar suavemente com papel absorvente;

10) Contracorar com safranina durante um minuto;

11) Enxaguar com agua destilada e secar suavemente com papel absorvente;

12) Observar ao microscopio dptico com a objectiva de imersao (100x).

C. Coloragao com verde de malaquita

A utilizacdo desta técnica tem como objectivo final a identificacdo de esporos e

enddsporos (esporos que estdo no interior da célula e que ainda ndo foram libertados par o

meio de cultura). Apesar da parede dos esporos apresentar uma barreira eficaz contra a

entrada e saida de materiais, quando exposto durante um periodo prolongado ao corante

verde malaquita, sujeito a aquecimento, permite o rompimento desta barreira. Assim,
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quando corados com verde de malaquita, os esporos apresentam uma coloracdo verde
intensa. De forma a facilitar a diferenciacdo dos esporos das outras estruturas, utiliza-se a
safranina como contracorante. Deste modo, quando é feita a observa¢do de enddsporos,
visualizam-se estruturas coradas de rosa que sdo as células e no interior estruturas verdes
que sdao os enddsporos (Cappuccino e Shaman, 1999; Lammert, 2007; Collins et al., 1998;
Tortora et al., 2007).

¢ Procedimento experimental

Para a aplicacdo da técnica de coloragdo com verde de malaquita seguiram-se os
seguintes procedimentos:

1) Colocar uma gota da suspensdo a analisar sobre uma lamina limpa;

2) Espalhar o liquido numa area de aproximadamente 1cm? e deixar secar ao ar
durante cerca de 60 segundos;

3) Passar a lamina por chama cerca de trés vezes com, para garantir a fixacdo do
material, auxilio de uma mola de madeira (as passagens pela chama devem de ser rapidas
e ndo se deve aquecer demasiado a lamina para nao danificar o seu conteudo);

4) Marcar a zona do esfregaco fixado termicamente que se pretende analisar com
um circulo a volta;

5) Cobrir o esfregaco com o corante verde malaquita;

6) Aquecer dgua num gobelé até comecar a sair vapor;

7) Colocar a lamina sobre o gobelé, mantendo o corante aquecido com o vapor por 5
minutos;

8) Afastar do vapor e apés 1 a 2 minutos repetir a operacao por 3 a 4 vezes;

9) Lavar suavemente com agua destilada;

10) Contracorar com solucdo de safranina por 30 segundos;

11) Enxaguar com dgua destilada e secar suavemente com papel absorvente;

12)  Observar ao microscépio dptico com a objectiva de imersado (100x).

Figura 5.3- Lamina corada com verde malaquita.
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Figura 5.4 - Método de fixacdo do corante verde malaquita.

5.1.2. Material, Reagentes e Equipamentos

Para a implementacdo das técnicas de coloracdo foram utilizados os reagentes que se
encontram de seguida tabelados.

Tabela 5.1- Reagentes utilizados nas técnicas de coloracgéo e respectivas caracteristicas.

Reagentes Pureza (%) Lote Validade Marca
Alcool etilico 70% e 96% - - Continente
Cristal de violeta - 1.09218.2500 30/09/2014 Merck
. Scharlau
Solugdo de lugol - 17788 7/2010 ] )
Microbiology
. Fluka
Sol. de safranina 0.25% 3% 1341691 - ] )
Biochemika
Sol. de azul-de-metileno 2% 1% 37311 1/2004 Lecifarma
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Verde malaquita - 5273675 - Merck
Oleo de imersdo - - - .
Agua destilada - - . N
Jass, Bio-

Suspensao bioldgica Jass - 1101 -
systems Europe

Além dos reagentes anteriormente apresentados, foram necessarios também diversos
materiais e equipamentos que se encontram apresentados seguidamente.

Tabela 5.2 - Material e equipamentos utilizados nas técnicas de coloracéo.

Material de vidro Material diverso Equipamento

Laminas Bico de Bunsen
Microscépio dptico Optika
Lamelas Papel absorvente . .
microscopes e Alphaphot-2YS2 Nikon
Tubos de ensaio Molas de madeira

Pipetas de Pasteur Fosforos Placa de aquecimento

Gobelé Marcador Snijders

Suporte de tubos de ensaio

5.1.3. Resultados e discussao

As técnicas de coloracdo foram aplicadas na prépria suspensdo bioldgica, sem se
realizar qualquer diluicdo. Preparou-se uma lamina para cada uma das coloragdes (coloracao
com azul-de-metileno, coloracdo Gram e por fim coloracdo com verde malaquita), seguindo
os procedimentos correspondentes a cada uma das técnicas de coloracdo e posteriormente
foi feita a observacdo ao microscépio de cada uma delas.
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A. Coloragdao com azul-de-metileno

Através desta coloracdo foi possivel observar pequenos “microrganismos” com forma
de cocos. Nenhum deles apresentava mobilidade. Como, de acordo com a indicacdo do
fornecedor, a formulagdo em estudo contém esporos de Bacillus sp., os microrganismos
observados deveriam apresentar forma de bastonete e ndao de cocos. Como tal ndo se
verificou e se observou células em forma de cocos de dimensdes muito pequenas, foi
necessario através de outras técnicas verificar se se tratavam de outros microrganismos
contaminantes ou de esporos.

B. Coloragao Gram

Quando analisada a lamina em que foi feita a coloragdo Gram, observaram-se
microrganismos com forma de cocos, corados de azul/violeta. Tal como foi explicado
anteriormente, no caso da parede celular das bactérias Gram-positivas, como estas contém
uma espessa camada de peptidoglicano e uma fina camada de lipidos, no final do processo
de coloracdo com esta técnica deveriam apresentar uma coloracdo violeta. No caso de se
tratar de bactérias Gram-negativas, como a sua parede celular contém apenas uma fina
camada de peptidoglicano e alto teor de lipidios, deveriam apresentar uma cor rosada no
final de aplicada desta coloracdo. Assim, e segundo as explicacdes apresentadas
anteriormente, as células observadas seriam de bactérias Gram-positivas. Contudo, as
células observadas apresentavam dimensdes muito reduzidas e através desta técnica nao foi
possivel concluir se o que se visualizava no microscépio seriam células de microrganismos ou
se seriam esporos que ficariam corados na sua parede externa. Assim sendo, este ensaio
apresentou-se inconclusivo, sendo necessario recorrer a coloracdo de verde malaquita.

C. Coloragdo com verde de malaquita

Ao observar a lamina corada com verde malaquita ao microscdpio, constatava-se uma
vez mais a presenc¢a dos microrganismos de pequenas dimensdes com a forma de cocos,
desta vez corados de verde. Tal como foi referido anteriormente, esta técnica possibilita a
visualizacao de enddsporos, isto é esporos que estdo no interior da célula e que ainda nao
foram libertados para o meio de cultura. Quando tal acontece, visualizam-se estruturas
coradas de rosa que sdo as células e no interior estruturas verdes, os enddsporos. O facto de
nesta experiéncia ndo se terem visualizado células de microrganismos coradas de rosa e de
se visualizarem apenas estruturas coradas de verde, poderd indicar que no meio analisado
estavam presentes apenas esporos.

Se as células observadas se tratavam de esporos, nas outras coloracdes realizadas ndo
se deveria ter observado qualquer coloracdo. Contudo a coloracdo observada poder-se-ia
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dever a coloracdo do seu exterior e ndo do seu interior, o que era muito dificil de distinguir
devido dimensdes muito reduzidas dos microrganismos ou esporos.

Ao analisar os resultados obtidos nas trés técnicas de coloragdo néo foi possivel concluir
de forma clara se a suspensdo em estudo contém bactérias ou esporos. Efectivamente os
resultados obtidos com a técnica de coloragdo com verde de malaquita parecem indiciar que
a suspensdo é composta por esporos, uma vez que corou de verde. No entanto, se os
pequenos microrganismos identificados fossem esporos, nGo deveriam corar com a coloragéo
Gram nem com o azul-de-metileno, conforme se verificou. Contudo a coloragcéo observada
nestas duas técnicas poderia ser externa e ndo interna, o que ndo foi possivel confirmar
devido as dimensdes muito reduzidas dos microorganismos observados. Por outro lado, se a
suspensdo fosse constituida por bactérias, deveriam corar de rosa quando sujeitos a técnica
de coloragéo com verde de malaquita e ndo de verde, como se observou. Pode-se pois
concluir que muito provavelmente a suspensdo é constituida por esporos livres,
permanecendo, contudo, a duvida de se estes germinam nas condigées utilizadas e se teriam
a capacidade de inibir a conversdo da ureia em amoniaco.

5.2. Estudo da suspensao biologica apds diluicao e inoculagdo em meio TSB

Uma vez que no ensaio anterior ndo foi possivel esclarecer cabalmente a composicdo da
suspensdo, procedeu-se a um novo ensaio em que se avaliou o efeito de diluicao da
suspensado original e da variacao da temperatura de incubagdo. Para o efeito estudou-se a
eventual germinacdo dos esporos num meio de triptona de soja (TSB), em diferentes
condicGes de incubacao.

5.2.1. Procedimento experimental

1) Pesar 4.5g de meio TSB na balanca com auxilio do vidro de relégio e da colher;

2) Transferir o conteddo para o matraz de 500mL utilizando o funil para evitar perdas;

3) Adicionar 150mL de dgua destilada e agitar bem;

4) Dividir este contetudo pelos 3 matrazes de 100mL, colocando 50mLde meio em cada
um deles;

5) Tapar a sua abertura com uma rolha de gaze e com papel de aluminio e colocar na
autoclave durante 15 minutos a 120°C;

6) Depois de esterilizados, deixar arrefecer até aos 37°C e inocular cada um deles com o
auxilio de uma pipeta esterilizada e junto a chama de bico de Bunsen de forma a realizar
este processo num ambiente estéril, inoculando-os da seguinte forma:
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a. Com 1mL de suspensao diluida a 12.8% e preparada conforme as indicacdes do
fabricante e posteriormente colocar na incubadora a 30°C;

b. Com 1mL da suspensao bioldgica concentrada e colocar na incubadora a 30°C;

c. Com 1mL da suspensdo biolégica concentrada e incubado a temperatura
ambiente.

Apds 24h ja se verificava crescimento, sendo que o matraz que continha suspensao
diluida apresentava muito maior turvacdo que os outros dois, o que poderia indicar uma
possivel contaminacao através da dgua destilada utilizada na diluicdo ou ao favorecimento
induzido pela mesma na germinac¢do dos esporos. Para averiguar o que continham cada um
dos matrazes foram preparadas duas laminas coradas com azul-de-metileno para cada
matraz.

; O
N T

o)
s

Figura 5.5 - Fotografia dos dois matrazes colocados a incubar (1); a esquerda o matraz
inoculado com suspensao concentrada, e a direita com suspensdo diluida a 12.8%. Por baixo
(2) é evidenciada a maior turbidez do matraz com suspensdo diluida. (3) Fotografia dos
matraz colocado a temperatura ambiente inoculado com suspenséo biolégica concentrada.
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5.2.2. Material Reagentes e Equipamento

Na tabela que se segue apresenta-se o material utilizado para a prepara¢do do meio TSB
com o indculo da suspensdo bioldgica.

Tabela 5.3- Reagentes utilizados para a preparagdo dos meios de crescimento TSB com o in6culo da
suspensao biolégica em estudo e suas caracteristicas.

Reagentes Pureza (%) Lote Validade Marca

Alcool etilico 70% - - Continente

Oxoid Ltd., Basingstoke,

Meio TSB - 919852 07/2015 )
Hampshire, England

Agua destilada - - - .

Suspensao

L - 1101 - Jass, Bio-systems Europe
biolagica JASS

Além dos reagentes anteriormente apresentados, foram necessarios também diversos
materiais e equipamentos que se encontram apresentados seguidamente.

Tabela 5.4- Material e equipamentos utilizados para a preparagao dos meios de crescimento TSB com o
indculo da suspensao biolégica em estudo.

Material de vidro Material diverso Equipamento

Matraz de 100mL e 500mL Bico de Bunsen Autoclave Trade Raypa

Pipetas graduadas de 1mL Fosforos .
Balanca analitica modelo

Vidro de reldgio Colher 440-33N da Kern

Funil Incubadora Incuterm Digit
uni
da Trade Raypa
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5.2.3. Resultados e discussao

De seguida sdo apresentados os resultados deste estudo e a discussdo dos mesmos.

A. Matraz com suspensao bioldgica concentrada a 30°C

Ao analisar ao microscépio éptico as laminas coradas com azul-de-metileno, foi possivel
observar dois tipos de bactérias de forma ovédide ou esférica, umas de dimensdes normais e
outras muito pequenas. A densidade populacional deste estudo era relativamente maior do
gue a observada no estudo anterior (ver capitulo5.1).

B. Matraz com suspensao bioldgica diluida a 30°C

Nesta lamina a densidade bacteriana era muito elevada, o que ja era de esperar tendo
em conta a turbidez da suspensdo. Ao observar a lamina preparada com a suspensdo corada
de azul-de-metileno identificaram-se dois tipos de bactérias, umas de forma esférica (que
uma vez mais apresentam duas dimensdes diferentes) e outras em forma de bastonetes,
sendo estes ultimos os predominantes. A existéncia de microrganismos com a forma de
bastonete e a elevada densidade microbiana aponta para uma possivel germinacdao dos
esporos de Bacillus sp., favorecida provavelmente pela adicdo de agua destilada.

C. Matraz com suspensao biolégica concentrada a temperatura ambiente

Ao observar a lamina corada com azul-de-metileno ao microscépio éptico foi possivel
distinguir bactérias de forma esférica de duas dimensdes diferentes. Os organismos bem
como a sua densidade sao muito semelhantes ao observado na lamina preparada com o
matraz com suspensdo bioldgica concentrada a 30°C, o que é justificavel tendo em conta
gue a temperatura ambiente era préxima dos 30°C o que indica que 0s meios se encontram
em condi¢cdes semelhantes.

D. Suspensao bioldgica diluida (sem meio de cultura e a temperatura ambiente)

Da observacdao microscopica verificou-se que nesta suspensdao a densidade de
microrganismos era muito reduzida, o que é compreensivel tendo em conta que se trata e
uma suspensao bastante diluida. Apenas se identificaram organismos de forma esférica e
todos eles apresentavam dimensdes muito reduzidas.
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Figura 5.6 - Representacdo das imagens observadas ao microscopio ampliado 1000x (de cima para baixo e
da esq. para a dir.): inoculagdo com suspenséo concentrada a 30°C, inoculagdo com suspensado diluida a
30°C, inoculagdo com suspensdo diluida a Tympiente® POr fim, suspensdo diluida sem meio de cultura a

Tambiente .

Com os resultados obtidos nesta experiéncia verificou-se que quando inoculado um meio
de cultura com a suspenséo bioldgica e colocado a incubar por 24h hd uma menor densidade
populacional do que quando é preparada a suspenséo de acordo com as indica¢bes do
fornecedor (na forma diluida e sem meio de crescimento), mesmo que esta seja colocada a
incubar por 24h. Foi também possivel observar a presenca de microrganismos com a forma
de bastonete quando inoculado meio de cultura com suspensdo bioldgica diluida (preparada
de acordo com as indicagées dadas pelo fornecedor) colocada a incubar por 24h a 30°C.,
indiciando que a diluigdo favorece a germina¢Go dos esporos. Contudo, ndo foi possivel
esclarecer se estes microrganismos tém origem da germinacGo dos esporos ou de uma

contaminag¢do provocada pela dgua destilada.
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5.3. Despiste da possibilidade de ocorréncia de contamina¢ao com origem

na agua destilada

De forma a esclarecer se a presenca de bastonetes se deve a ocorréncia de uma
contaminagdo ou a germinagao dos esporos, foi realizado um novo ensaio, em que foram
inoculados trés matrazes com 50mL de meio TSB e posteriormente colocados a incubar a
30°C. O primeiro matraz foi inoculado com suspens3do bioldgica concentrada, o segundo
matraz foi inoculado com suspensao diluida conforme indicacdo do fornecedor e, por fim, o
ultimo matraz foi inoculado com agua destilada. Assim, caso se verificasse crescimento
bacteriano no matraz que continha apenas dgua destilada, e caso os microrganismos fossem
semelhantes aos observados no ensaio anterior no matraz inoculado com suspensao diluida,
poder-se-ia entdo corroborar a hipdtese de que a presenca de bastonetes se devia a uma
contaminacdo com origem na dgua destilada.

5.3.1. Procedimento experimental

1) Preparar 150mL de meio TSB a 30g/L num matraz de 500mL com o auxilio do vidro de
reldgio e da colher e do funil;
2) Dividir este conteudo pelos 3 matrazes de 100mL, colocando 50mL de meio em cada
um deles;
3) Tapar a sua abertura com uma rolha de gaze e com papel de aluminio e colocar na
autoclave durante 15 minutos a 120°C;
4) Depois de esterilizados, deixar arrefecer os matrazes contendo meio TSB até aos 37°C
e inocular cada um deles com o auxilio de uma pipeta esterilizada e junto a chama de bico de
Bunsen de forma a realizar este processo num ambiente estéril, inoculando-os da seguinte
forma:
a) Com 1mL de suspensdo diluida a 12.8% e preparada conforme as indica¢cdes do
fabricante e posteriormente colocada a incubar a 30°C;
b) Com 1mL da suspensdo bioldgica concentrada e incubado a 30°C;
c¢) Com 1mL de dgua destilada e incubado a 30°C.
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Figura 5.7- Fotografia dos trés matrazes ap6s incubacéo por 48h. A esquerda o matraz inoculado com
suspensdo concentrada, no meio 0 matraz inoculado com suspenséo diluida 12.8% e, por fim, a direita
0 matraz inoculado com agua destilada.

5.3.2. Material, Reagentes e Equipamentos

Os materiais, reagente e equipamentos utilizados neste trabalho sdo os mesmos que
se encontram indicados no capitulo 5.2.2.

5.3.3. Resultados e discussao

De seguida sdo apresentados os resultados deste estudo e a discussdo dos mesmos.

A. Matraz com suspensao bioldgica concentrada

Tal como no matraz do capitulo 5.2 preparado com suspensdo biolégica concentrada a
30°C, observam-se microrganismos com forma esférica de duas dimensées diferentes,
podendo tratar-se os de menores dimensdes de esporos.

B. Matraz com suspensao biolégica diluida

Na observacdo microscopica identificou-se também nesta suspensdo, tal como no
trabalho descrito no capitulo 5.2, dois tipos células, umas de forma esférica e bactérias em
forma de bastonete. Todas as células esféricas observadas apresentavam dimensdes muito
reduzidas, o que podera indicar que se trata de esporos.
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C. Matraz com agua destilada

Ao analisar ao microscépio dptico a lamina preparada com o meio inoculado com agua
destilada, observaram-se células de forma esférica, contudo todos eles apresentavam
dimensGes normais para bactérias. Identificaram-se também bactérias com a forma de
bastonetes, mas em menor quantidade relativamente aos cocos.
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Figura 5.8- Representacdo das imagens observadas ao microscépio ampliado 1000x (da esquerda
para a direita): inoculagédo com suspensao concentrada (A), inoculagdo com suspensao diluida a 30°C
(B) e por fim inoculagdo com agua destilada (C).

Através deste ensaio conclui-se que a presen¢a dos microrganismos observados na
suspensdo diluida com a forma de bastonete se deve a germinagdo dos esporos de Bacillus
sp. presentes na formulagdo bioldgica. Apesar da dgua destilada conter microrganismos com
a forma de bastonetes, a quantidade em que estes se encontram na mesma ndo justifica a
grande densidade em que se encontram na suspens@o diluida contrariamente a suspenséo
que contém apenas dgua destilada. Pode-se concluir também que a elevada diluicGo da
formulacéo biolégica parece favorecer a germinagfo dos esporos, uma vez que quando
preparada a suspensdo sem prévia diluicdo, ndo se verifica a presen¢a de microrganismos
com a forma de bastonete. Contudo, caso a adicGo de dgua seja o factor que favorece a
germinag¢do dos esporos, 0 mesmo acontecerd se for utilizada dgua destilada estéril. Assim, e
de forma a descartar completamente a hipodtese de contaminacgéo, procedeu-se a um novo
ensaio em que se utilizou dgua destilada estéril e dgua destilada para verificar se os

microrganismos presentes em ambos os ensaios eram semelhantes.
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5.4. Despiste da possibilidade de ocorréncia de contaminagdao com origem

na agua destilada utilizando agua estéril

Para clarificar que realmente ndao ocorreu uma contaminag¢dao provocada pela agua
destilada, realizou-se um novo ensaio em que, além de agua destilada, se utilizou também
agua destilada estéril. Assim, consoante os resultados obtidos foi possivel compreender se a
presenca de bactérias com a forma de bastonetes se deveu a uma contaminacdo ou a
criagdo de condigdes favoraveis para a germinacao dos esporos. Para o efeito, prepararam-
se cinco matrazes, todos eles contendo 50mL de meio TSB e inocularam-se da seguinte
forma:

Matraz 1 — 1mL de suspensdo bioldgica diluida a 12.8% em agua destilada (conforme
indicacGes do fabricante);

Matraz 2 — 1mL de suspensdo biolégica diluida a 12.8% em agua destilada estéril
(conforme indica¢Ges do fabricante);

Matraz 3 — 1mL de suspensao biolégica concentrada;
Matraz 4 — 1mL de 4dgua destilada;

Matraz 5 — 1mL de dgua destilada estéril.

5.4.1. Procedimento experimental

1) Pesar 7.5g de meio TSB na balanca com auxilio do vidro de relégio e da colher;
2)  Transferir o conteddo para o matraz de 500mL utilizando o funil para evitar perdas;
3)  Adicionar 250mL de agua destilada e agitar bem;
4) Dividir este conteudo pelos 5 matrazes de 100mL, colocando 50mL de meio em cada
um deles;
5)  Colocar cerca de 30mL de agua destilada num matraz de 50mL;

6) Tapar a abertura dos matrazes contendo TSB e do matraz contendo agua com uma
rolha de gaze e com papel de aluminio e colocar na autoclave durante 15 minutos a 120°C;
7) Depois de esterilizados, deixar arrefecer os matrazes contendo meio TSB até aos 37°C e
inocular cada um deles com o auxilio de uma pipeta esterilizada e junto a chama de bico de
Bunsen de forma a realizar este processo num ambiente estéril, inoculando-os da seguinte

forma:
a. Com 1mL de suspensdo diluida a 12.8% e preparada conforme as indicagdes do
fabricante e posteriormente colocada a incubar a 30°C;
b. Com 1mL da suspensdo bioldgica diluida a 12.8% com &gua destilada estéril
preparada conforme as indicaces do fabricante e incubado a 30°C;
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c. Com 1mL da suspensdo bioldgica concentrada e posteriormente incubada a
30°C;

d. Com 1mL de dgua destilada estéril e incubado a 30°C;

e. Com 1mL de dgua destilada estéril (a dgua autoclavada) e incubado a 30°C.

Depois de incubados durante 24h a 30°C, os matrazes apresentavam o aspecto que
se pode observar na Figura 5.9.

Figura 5.9- Matrazes apds incubacao por 24h a 30°C. Matrazes inoculados com (da esquerda para a
direita) suspensdo bioldgica diluida em &gua destilada, suspenséo bioldgica diluida em &gua destilada
estéril, suspensdo bioldgica concentrada, agua destilada e por fim agua destilada estéril.

5.4.2. Material, Reagentes e Equipamentos

Os materiais, reagente e equipamentos utilizados neste trabalho sdao os mesmos que
se encontram indicados no capitulo 5.2.2.

5.4.3. Resultados e discussao

De seguida sdo apresentados os resultados deste estudo e a discussdo dos mesmos.

A. Matraz 1- Suspensdo bioldgica diluida em agua destilada

Ao examinar na lamina esta suspensdo corada com azul-de-metileno, foi possivel
observar uma elevada densidade bacteriana com a forma de bastonetes, com um aspecto
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um pouco diferente do observado nos ensaios anteriores. Nos ensaios anteriores o0s
bastonetes observados eram estreitos, e os bastonetes identificados nesta suspensdo eram
mais largos. Além das bactérias com a forma de bastonetes foi possivel também identificar,
embora numa quantidade muito reduzida, algumas células esféricas de pequenas dimensdes
gue poderiam tratar-se de esporos que ndo germinaram.

B. Matraz 2-Suspensao bioldgica diluida em agua destilada estéril

As imagens observadas ao microscopio Optico para esta suspensdo foram muito
similares as do matraz inoculado com suspensdo bioldgica diluida em &gua destilada.
Identificaram-se bactérias em forma de bastonete semelhantes e células esféricas de
pequenas dimensdes em quantidades vestigiais que uma vez mais que poderiam tratar-se de
esporos que nao germinaram.

C. Matraz 3-Suspensao bioldgica concentrada

Na observacdo microscopica identificou-se nesta suspensdo dois tipos de bactérias,
umas de forma esférica e outras em forma de bastonetes. Os cocos observados
apresentavam as dimensdes normais das bactérias, ja os bastonetes eram semelhantes
observados no capitulo 5.3 uma vez que eram mais estreitos que os observados no capitulo
5.4 nas solucdes diluidas quer com agua destilada, quer com dgua destilada estéril.

D. Matraz 4-Agua destilada

Nao apresentou crescimento.

E. Matraz 5-Agua destilada estéril

Ao analisar ao microscopio 6ptico a lamina preparada com o meio inoculado com
agua destilada estéril, observaram-se microrganismos com a forma de bastonete, grande
parte deles organizados em cadeia. Os microrganismos presentes, apesar de terem o mesmo
formato, tém dimensdes mais reduzida que os observados nas duas solucbes de suspensao
bioldgica diluida deste mesmo ensaio e em menor quantidade. A presenca destes
microrganismos aponta para a ocorréncia de uma contaminagdo, provavelmente numa das
etapas pos-autoclavagem.
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Figura 5.10- Representacdo das imagens observadas ao microscopio ampliado 1000x (de cima para baixo e
da esq. para a dir.) dos meios de crescimento inoculados com: suspensao diluida em 4gua destilada,
suspensao diluida em agua destilada estéril, suspensédo concentrada e por fim agua destilada estéril.

Dos resultados obtidos é possivel confirmar que a presen¢a de microrganismos com a
forma de bastonete se deve a germina¢do de esporos e ndo a contamina¢do com origem na
dgua destilada. Contudo, fica por esclarecer o motivo por que a germinagéo dos esporos
apenas ocorre quando é feita a diluicdo prévia da formula¢do bioldgica, ou seja, quando a
concentragdo desta formula¢do no meio é muito reduzida.

Como ndo foi também possivel justificar os diferentes formatos de bacilos observados
nos diferentes ensaios, procedeu-se a inoculagcdo de placas de Petri na expectativa de
esclarecer se se tratavam de diferentes microrganismos.
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5.5. Inoculagao de placas de Petri

Através do ensaio anterior (capitulo 5.4) verificou-se que todos os matrazes que
continham suspensdo bioldgica encontravam presentes bactérias com forma de bastonete.
Contudo, nos matrazes que continham suspensdo diluida as bactérias eram de maiores
dimensGes que o0s matrazes com suspensdao concentrada. Para verificar se os
microrganismos presentes nos matrazes com suspensdo bioldgica diluida e concentrada sdo
0s mesmos e que tém origem na suspensdo bioldgica, inocularam-se em duplicado a
suspensdo biolégica em estudo concentrada e os meios preparados no 42 ensaio inoculados
com a suspensdao em estudo diluida e concentrada em 6 placas de Petri contendo agar de
Muller-Hinton.

5.5.1. Procedimento experimental

Inocular cada uma das seis caixas de Petri com o auxilio de uma zaragatoa esterilizada e
junto a chama de bico de Bunsen e numa bancada previamente limpa com alcool de forma
a realizar este processo num ambiente estéril, inoculando-os da seguinte forma:

a) Duas placas com meio de cultura com suspensdo concentrada;

b) Duas placas com meio de crescimento com suspensao diluida a 12.8%;

c) Duas placas com suspensdo bioldgica concentrada.
Incubar a 37°C durante 3 dias;
Observar e comparar as coldnias de bactérias das diferentes caixas de Petri através da sua
morfologia e aspecto caracteristicos.

5.5.2. Material, Reagentes e Equipamentos

Se seguida sd3o apresentados na tabela os materiais necessdarios para a realiza¢gdao deste

ensaio.

Tabela 5.5 - Reagentes utilizados para a inoculacéo das placas de Petri com agar de Muller-Hinton. e suas
caracteristicas.

Reagentes Pureza (%) Lote Validade Marca
Alcool etilico 70% - - Continente

Meio agar de
. - 1.05437 08/10/2013 Merck
Muller-Hinton
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Além dos reagentes anteriormente apresentados, foram necessdrios também diversos materiais
e equipamentos que se encontram apresentados seguidamente.

Tabela 5.6- Material e equipamentos utilizados para a inoculacdo das placas de Petri com agar de Muller-
Hinton.

Material de vidro Material diverso Equipamento
Placas de Petri Bico de Bunsen Estereomicroscépio da Optika
Fosforos

Incubadora Incuterm Digit da Trade Raypa
Zaragatoas

Todo o material foi devidamente esterilizado sendo submetido a temperaturas de 121°C
durante 15 minutos numa autoclave.
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5.5.3. Resultados e discussao

Depois de se verificar o crescimento e de se analisar atentamente as diferentes caixas
de Petri verificou-se a presenca de culturas com diferentes densidades, de aspecto brilhante
e de coloragdo branca. A figura que se segue representa o crescimento microbiano registado
nas diferentes caixas de Petri.

Tabela 5.7- Tabela de resultados das inoculagdes em caixas de Petri.

Caixa 1 Caixa 2

Meio TSB+ Suspensao
Bioldgica diluida

Meio TSB + Suspensdo

dgica

V4

Suspensao Biol
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Como se pode verificar da observacdo das imagens anteriormente apresentadas, as
coldnias presentes nas caixas 1 e 2 com meio TSB com suspensdo bioldgica concentrada
apresentam uma densidade muito superior as das restantes caixas. De igual modo, as caixas
inoculadas com meio TSB e suspensado diluida também apresentam maior densidade do que
a caixa que contém apenas suspensao bioldgica sem meio de crescimento. Uma vez que os
indculos utilizados nas caixas que contém meio de crescimento foram os mesmos que foram
utilizados no ultimo ensaio, portanto ja tinha sido colocado a incubar previamente, ja era
previsivel que a densidade das coldnias destas caixas fosse superior as caixas que nao
contém meio de crescimento. Contudo, apesar das diferentes densidades, todas as caixas
apresentam bactérias com morfologia idéntica e apresentam sempre colora¢ao branca. Em
suma, uma vez que o aspecto das colénias em meio solido é semelhante e também ao
microscopio apresentavam a mesma forma, pode-se concluir que se trata de um Unico tipo
de microrganismo.

5.6. Teste bioquimico para verificar a utilizagao de fontes de azoto- Teste da

hidroélise da ureia

Algumas bactérias produzem a enzima urease, que tem a capacidade para hidrolisar a
ureia em amoniaco e diéxido de carbono, segundo a equacgao seguinte.

urease

(NHZ)ZCO(aq) + ZHZO(]) —_— COZ(g)+ HZO(I) + ZNHg(g) (5-1)

Estas bactérias sdo denominadas urease positivas. Este teste, através da utilizacdo do
indicador de pH vermelho de fenol, permite a identificacdo deste tipo de microrganismo
uma vez que a amoniaco ao reagir formando carbonato de amoniaco, torna o meio alcalino,
passando de salmdo (de um pH préximo de 6.8) a rosa (pH superior a 8.0). Assim, a
passagem do meio para a tonalidade rosa indica a presenca de estirpes urease positivas.
Caso o meio se torne amarelo, significa que ndo ocorreu reaccao e portanto a enzima urease
nao se encontra presente.

Para excluir a possibilidade de a suspensdo bioldgica em estudo se encontrar
contaminada com alguma espécie produtora da enzima urease, submeteu-se a mesma a
este teste bioquimico (Lammert, 2007; Cappuccino e Shaman, 1999; Collins et al., 1998).
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5.6.1. Procedimento experimental

1) Inocular por picada a suspensdo bioldgica no tubo de ensaio contendo agar

de ureia;
2) Incubar a 37°C durante 24 horas;
3) Observar a cor do meio de agar de ureia de forma a verificar a

presenca/auséncia da enzima urease.

5.6.2. Material, Reagentes e Equipamentos

Se seguida sdo apresentados na tabela os materiais necessdrios para a realizacdo deste
ensaio.

Tabela 5.8 - Reagentes utilizados no teste da hidrolise da ureia e suas caracteristicas

Reagentes Pureza (%) Lote Validade Marca

Alcool etilico 70% - - Continente

Meio de agar de

. - WJO65 11/2011 Himedia
ureia
Suspensao ]
. - 1101 - Jass, Bio-systems Europe
bioldgica JASS

Além dos reagentes anteriormente apresentados, foram necessarios também diversos materiais
e equipamentos que se encontram apresentados seguidamente.

Tabela 5.9 - Material e equipamentos utilizados no teste da hidroélise da ureia.
Material de vidro Material diverso Equipamento

Bico de Bunsen

Incubadora Incuterm Digit da Trade

Tubo de ensaio com rolha Fosforos
Raypa

Ansa
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5.6.3. Resultados e discussao

Apds incubagao durante 24 horas a 37°C, o tubo de ensaio que continha agar de ureia
inoculado com a suspensao bioldgica apresentava o aspecto representado pela figura 5.11.

Figura 5.11- Fotografia do tubo de ensaio contendo agar de ureia ap6s incubagéo.

Como se pode observar da imagem anteriormente apresentada, o agar de ureia apds
incubacdo permaneceu com a tonalidade de salm3o na zona prdxima da superficie do tubo,
provavelmente porque o crescimento ndo foi suficiente para alterar a sua cor e na zona
inferior apresentou uma cor amarelada.

Uma vez que o meio ndo alterou a sua tonalidade para rosa, indica que nao se
encontram presentes estirpes urease positivas, isto é, a suspensdo n3ao contém
microrganismos produtores de urease.
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6. Avaliagao da capacidade da suspensao biologica estudada

inibir o processo de formag¢ao de amoniaco promovido pelo

microorganismo Proteus

Para atestar a viabilidade da suspensdo biolégica em estudo procurou-se avaliar a sua
capacidade para reduzir a conversao da ureia em amoniaco. Face a dificuldade em efectuar
este estudo directamente na cama de avidrio, conforme foi referido anteriormente, em
particular no capitulo 3, procurou-se realizar essa determinagdo num meio de composicao
controlada.

6.1. Procedimento experimental

Para ultrapassar o problema da falta de homogeneidade da cama de aviario e por forma
a assegurar que todos os ensaios numa etapa inicial apresentassem a mesma quantidade de
azoto, decidiu-se recorrer a um meio artificial, com uma quantidade conhecida de ureia (a
fonte de azoto que simula, neste estudo, as excrecdes das aves que contém azoto sob a
forma de acido urico). Para o efeito, criou-se um meio de cultura com composicao
semelhante ao meio de Triptona de Soja (TSB), uma vez que ja se tinha verificado que neste
meio 0s microrganismos presentes na suspensdo apresentavam crescimento, mas isento de
ureia. Este meio era constituido por 5g/L de cloreto de sddio, 2.5g/L de glucose e por fim
2.5g/L de hidrogenofosfato de dipotassio. Apds preparacdo e esterilizagdo na autoclave
deste meio, adicionou-se 15mL de se uma solugao aquosa de ureia a 40% esterilizada com
auxilio de um filtro, uma vez que esta quando submetida a altas temperaturas torna-se
instavel, degradando-se. Deste modo, foi possivel igualar a concentracdo de ureia em todos
os meios de controlo. A concentracdo de 40% da solucdo aquosa foi seleccionada porque é o
teor que garante uma concentragao de ureia superior a que se encontra nas fezes das
galinhas (Beck e Chang, 1980).

Prepararam-se para este ensaio 4 meios de controlo, sendo que todos eles continham o
meio de cultura anteriormente apresentado, mas apenas foi adicionada a ureia em 3 deles.
Os meios preparados consistiam no seguinte:

MC1 - Branco (apenas meio de cultura);
MC2 — meio de cultura, ureia e suspensao bioldgica concentrada;
MC3 — meio de cultura, ureia e inéculo de Proteus vulgaris;

MC4 — meio de cultura, ureia, suspensdo bioldgica concentrada e indculo de Proteus
vulgaris.
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Foi decidido utilizar a bactéria Proteus vulgaris, uma vez que este microorganismo é
urease positivo, isto é, produz a enzima urease e por isso é capaz de degradar a ureia em
amoniaco. Assim, com recurso a este microrganismo, consegue-se simular a degradagdo da
ureia por parte dos microrganismos presentes na cama de avidrio.

a Solugéo de 1%

o H;BO,

= Kitasato com
meio controlado

Filtro
" esterilizante

Figura 6.1- Esquema representativo do sistema de captura do amoniaco produzido nos meios de
controlo.

Neste sistema é feito borbulhar ar, previamente esterilizado no filtro esterilizante, no
interior do kitasato com meio de controlo. Posteriormente, esse gas é enviado para o
kitasato que contém a solucdo de acido bérico 1%, borbulhando no mesmo. No caso de o
gas conter amoniaco, este reage com o acido bdrico, ficando retido na solugdo, cuja
concentracdo foi determinada no analisador TOC/TN da Shimadzu, anteriormente descrito
(capitulo 3.2).

Figura 6.2- Fotografia dos quatro sistemas de borbulhamento com os quatro meios de controlo.
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Para a realizacdo deste trabalho foi necessario preparar o meio de crescimento
controlado, o inéculo de Proteus vulgaris, a solugcdo de ureia 40% e por fim a suspensao
biolégica. Comegou-se por preparar o indculo 24 horas antes preparando-se 50mL de meio
de cultura TSB a qual, apds autoclavagem, se adicionou o indculo de Proteus vulgaris e
posteriormente foi colocado a incubar por 24h e a 37°C. Apds o periodo de incubagao
preparou-se 1200mL de meio controlado contendo 5g/L de cloreto de sédio, 2.5g/L de
glucose e por fim 2.5g/L de hidrogenofosfato de dipotdssio. Este volume foi dividido por
quatro kitasatos, ficando um deles com 300mL de meio e os restantes com 285mL. Depois
de se ter dividido os meios de crescimento controlados e de colocadas as mangueiras e o
filtro de ar de acordo com o esquema anteriormente apresentado, taparam-se todas as
extremidades dos tubos dos kitasatos com algoddo e papel de aluminio, rolharam-se os
kitasatos com uma rolha de cortica e autoclavaram-se os mesmos durante 15 minutos, a
120°C. Apés autoclavagem adicionou-se 15mL de solucdo de ureia a 40% esterilizada com
auxilio de filtros de seringa nos kitasatos que continham um volume de 285mL de meio
perfazendo-se os 300mL. Além da ureia, inocularam-se os meios de controlo como
anteriormente foi descrito: adicionou-se 10mL de suspensao bioldgica concentrada no meio
de controlo 2 (MC2), 10mL de indculo de Proteus vulgaris no meio de controlo 3 (MC3) e por
fim 5mL de suspensdo bioldgica concentrada e 5mL de indculo de Proteus vulgaris no meio
de controlo 4 (MC4). No meio de controlo 1 (MC1) ndo foi acrescentado nada ao meio de
cultura.

Na tabela que se segue é apresentada a composicao de cada um dos meios de controlo
de forma simplificada.

Tabela 6.1- Descric¢éo do contetido de cada um dos meios de controlo utilizados.

Meio .

. . Suspensao Proteus

Meio cultura Ureia e .
bioldgica vulgaris
Controlado*
MC1 X
MC2 X X X
MC3 X X X
MC4 X X X X
*0 meio de crescimento utilizado era composto por glucose, cloreto de sédio e
hidrogenofosfato de dipotassio.
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Todos estes procedimentos foram realizados cuidadosamente em ambiente esterilizado
de forma a evitar contaminagdes. Por fim montou-se o sistema de acordo com o esquema
representado anteriormente, igualaram-se e determinaram-se os caudais volumétricos
debitados pelas bombas com o auxilio de um Rotametro (ROTA Apparate- und
Maschinenbau) e deu-se inicio ao ensaio que teve uma duragdo de aproximadamente 72h.

6.2. Material Reagentes e Equipamento

Para a realizagdo deste trabalho experimental foi necessario um conjunto de material
como matrazes, baldes volumétricos, kitasatos, pipetas, micropipetas, pontas de
micropipetas, seringas, filtros de ar, filtro de seringa, tubos de silicone e rolhas de cortica.
Para as pesagens efectuadas utilizou-se uma balanca analitica modelo 440-33N da Kern.
Utilizou-se ainda, um termdémetro, a incubadora a 37 °C Incuterm Digit da Trade Raypa, a
Autoclave Trade Raypa na esterilizacdo e por fim o aparelho TOC para a determina¢do do
azoto total nas solucbes de acido bérico e no meio de controlo. O microorganismo teste
usado foi o Proteus vulgaris. Na tabela 1 encontram-se descritos os reagentes utilizados
nesta experiéncia.

Tabela 6.2 - Reagentes utilizados na realizagdo experimental e suas respectivas caracteristicas.

Data
abertura

Reagente Pureza (%) Validade

Indculo de Proteus .
Estirpe ATCC 33420 -

vulgaris
Ureia 99.5 AO 319021 - - Acros organics
Liofilchem s.r.l.
Glucose - 021110203 02/2014 - .
Bacteriology products
NacCl 99 80294 - - Prolab, Rectapur
Suspensao Jass, Bio-systems
L - 1101 - -
bioldégica Europe
Hidrogenofosfato o
i .. 99 0000249366 06/2016 06/2011 Panreac Quimica S.A.U.
de dipotassio
. Oxoid Ltd., Basingstoke,
Meio TSB - 919852 07/2015 11/2012 .
Hampshire, England
Acido bérico 99.8 9636319 - - Merck
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6.3. Resultados

Apds deixar durante 72h o sistema a funcionar, foram recolhidas amostras quer das
solugdes absorventes, quer dos meios controlados para a determinacdo da concentracado de
azoto total no analisador TOC/TN. Os resultados obtidos encontram-se representados
graficamente de seguida.

35
30
25
20

[NH3] (mg/L)

15
10

Meio de cultura com composicio controlada

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

[NH3] (mg/L)

Solugdo absorvente de acido bérico 1%

W Branco (MC1) mSuspensdo Bio. (MC2) m Proteus (MC3) mSuspensdo Bio. + Proteus (MC4)

Grafico 6.1- Concentracdo de compostos azotados (expressos como NH3) determinados no meio de cultura
(em cima) e na solugdo absorvente de acido borico a 1% (em baixo), apés o periodo de 72 h de
borbulhamento.

No meio Branco, como nao foi adicionada ureia nem nenhum microrganismo capaz de
converter a ureia em amoniaco, a concentragao de azoto total encontrada em ambas as
solugdes deve-se apenas ao azoto atmosférico que eventualmente foi absorvido pelas
solugdes, e que se verifica ser muito reduzido, conforme se esperava. No meio com
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suspensao bioldgica, como nao foi adicionado nenhum microrganismo capaz de converter a
ureia em amoniaco, toda o azoto adicionado através do composto ureia permanece na
solugdo de meio controlado. Por esse motivo a solu¢gdo de acido bérico tem uma
concentracdo muito reduzida de azoto, que deverd ter origem no ar atmosférico. Caso se
verificasse a produgdo de amoniaco, tal poderia indicar que ou o meio de controlo ou a
suspensao bioldgica estariam contaminados, o que ndo se observa. Quanto ao meio de
crescimento inoculado apenas com Proteus vulgaris, sendo este um microrganismo produtor
da enzima urease é por isso capaz de promover a conversdo da ureia em amoniaco e didxido
de carbono. Assim sendo, e como se pode verificar pelos resultados obtidos, na solu¢dao de
acido bdrico é absorvida elevada quantidade de amoniaco volatilizada do meio de cultura,
atestando a significativa conversao da ureia em amoniaco. Por fim, no meio ao qual foi
adicionado o Proteus e a suspensao bioldgica, verifica-se uma significativamente menor
emissdo de amoniaco quando comparada com o resultado obtido no meio de controlo 3,
apenas com o Proteus, apesar de a quantidade de ureia adicionada em ambos os ensaios ser
a mesma, Este resultado claramente comprova que o produto JASS teve a capacidade de
inibir a actividade da enzima urease proporcionada pela presenca do inéculo de Proteus
vulgaris, e consequentemente, reduzir a capacidade de formacdo de amoniaco, quer seja
pelo mecanismo de competicdo de nutrientes, quer por inibicio da actividade enzimatica.
Pode-se entdo concluir que a suspensao bioldgica é eficiente, uma vez que a formacao de
amoniaco no meio com a presenca de JASS foi claramente inferior a que ocorreu no meio
isento de inibidor.
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7. Conclusoes e sugestoes de trabalhos futuros

Com o presente trabalho pretendia-se testar a viabilidade da utilizacdo do bioaumento
na redugao da emissdo de amoniaco em aviarios através da aplicacao da suspensao bioldgica
comercial JASS desenvolvido pela BIO-SYSTEMS EUROPE®. Esta suspensdo, segundo as
informacgdes fornecidas pelo fabricante, € composta por bactérias estabilizadas, enzimas
livres e micronutrientes e actua competindo pelo substrato com as bactérias ja existentes na
cama de avidrio. Para testar a viabilidade desta suspensdo, foram realizados ensaios
laboratoriais e a escala real num avidrio que permitiram monitorizar a libertacdo de
amoniaco da cama de avidrio.

Do conjunto de experiéncias realizadas a escala laboratorial, quer nos ensaios em
reactor fechado, quer com circulacdo de ar, ndo foi possivel tirar conclusées esclarecedoras
guanto a eficiéncia da suspensdo, presume-se que pelo facto de ndo ser possivel garantir
que a composicdo da cama de aviario fosse igual nos diferentes reactores utilizados nos
estudos comparativos. Apenas no estudo da determinacdo do fluxo de amoniaco a
diferentes cotas (descrito no capitulo 3.1.3) os resultados parecem indicar uma reducdo da
emissdo de amoniaco na ordem dos 13%, nas experiéncias em gque se usou a mesma cama
de avidrio (fluxo massico total de 32,67mguus/(m%.h) e 30,68 mgnus/(m?.h), respectivamente)

Quanto aos resultados obtidos na unidade de recria, onde foi monitorizada a libertagao
de amoniaco a partir da cama de aviario que ia sendo formada, uma delas sem aplicacao de
suspensdo e outra com aplicacigo do mesmo, verificou-se claramente uma menor
concentracdo de amoniaco atmosférico nesta ultima campanha o que indicia uma clara
eficiéncia da inibicdo da libertacdo de amoniaco da cama de aviario em resultado da
aplicacdo do produto JASS. Verificou-se, ainda, o valor mais elevado de concentracdo de
amoniaco observado foi de 8,2 e 4,8 ppm na 12 e 22 campanhas, respectivamente,
claramente abaixo do valor maximo admissivel previsto na legislagao nacional.

Particularmente relevante, foi o facto de se ter observado uma notéria reducdo da
concentracdo de amoniaco nas primeiras 4 semanas de criacao, periodo em que nao se
promove a ventilacdo da sala de recria, e que, por isso, apresenta em ambas as campanhas
condi¢bes ambientais praticamente iguais, o que permite confirmar que a utilizacdo da
suspensao bioldgica inibe de forma relevante a volatilizagdo do amoniaco, permitindo
reduzir a necessidade de ventilacdo e, consequentemente, de aquecimento, com vantagens
ambientais e energéticas importantes.

De referir, ainda, que nado foi possivel correlacionar os dados obtidos de concentragao
de amoniaco na sala de recria com os dados de mortalidade e de evolugdo do peso dos
frangos disponibilizados pela Ovopor.
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Face aos resultados inconclusivos dos ensaios a escala laboratorial, colocaram-se
duvidas relativamente ao que poderia estar a influenciar a actuacdo da suspensao,
nomeadamente quanto ao tipo de microrganismos presentes. Procedeu-se, entdo, a um
estudo microbiolégico com o objectivo de conseguir caracterizar melhor a suspensao
bioldgica estudada, para além da informagao disponibilizada pelo fabricante, e verificar se a
mesma se encontrava activa. Pelos ensaios de coloracdo realizados pode concluir-se que se
trata de uma suspensdo essencialmente composta por esporos de Bacillus sp.. Verificou-se,
ainda, que a diluigao da suspensdao conduzia a melhores resultados no que se refere a
germinacdo dos esporos, o que estd de acordo com as instru¢bes do fabricante da
suspensdo. Foram realizados diversas experiéncias que despistaram a possibilidade de o
aumento da densidade de microrganismos poder ter origem na contaminacao pela dgua de
diluigdo.

Este conjunto de experiéncias pode justificar alguns dos resultados inesperados obtidos
no estudo do efeito do produto sobre a volatilizagdo de amoniaco (terceiro capitulo), uma
vez que em algumas experiéncias os ensaios em que se utilizou a solu¢gdo mais diluida de
JASS conduziu a melhores resultados do que os obtidos com concentragdes mais elevadas.
Finalmente, verificou-se que a suspensdo ndo tem na sua composicdo, microrganismos
produtores de urease, atestando que ndo se encontra contaminada por microrganismos que
possam favorecer a formacdao de amoniaco, conforme se chegou a suspeitar face aos
resultados inconclusivos obtidos no terceiro capitulo do presente trabalho.

Face a dificuldade observada nos ensaios laboratoriais em avaliar a eficiéncia da
suspensdo directamente na cama de aviario devido aos obstaculos anteriormente referidos,
procurou-se realizar essa avaliagdo num meio controlado para que assim fosse possivel
corroborar os resultados obtidos a escala real, relativamente a eficacia da suspensado. Deste
modo, procedeu-se a um outro estudo, no qual a cama de aviario foi substituida por uma
solucdo com ureia de composicdo controlada, por forma a garantir igual concentracao
daquele composto nos varios ensaios comparativos, conseguindo-se, assim ultrapassar o
principal obstaculo que tornou os estudos a escala laboratorial inconclusivos. Com esta
experiéncia foi possivel confirmar a eficacia da suspensdo bioldgica, uma vez que quando
comparado o desempenho dos dois reactores aos quais foram adicionados microrganismos
Proteus vulgaris com capacidade de degradar a ureia, o reactor que continha a suspensdo
bioldgica registou uma reducao de 47% da quantidade de amoniaco libertada. Este resultado
claramente comprova que o produto JASS teve a capacidade de inibir a actividade da enzima
urease proporcionada pela presenca do inéculo de Proteus vulgaris, e consequentemente,
reduzir a capacidade de formagao de amoniaco.

Pode, pois, concluir-se que apesar de os resultados dos estudos de determinacdo do
amoniaco libertado realizados a escala laboratorial ndo o terem suportado, todas as
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restantes experiéncias indiciam um contributo significativo do produto JASS estudado para a
inibicdo de formacdo de amoniaco e consequente libertacdo, provando a utilidade do
mesmo na melhoria das condi¢des ambientais dos aviarios.

Este estudo poderd, ainda, ser melhorado com a realizagdao de outras experiéncias que
ajudariam a tornar mais sustentadas as conclusdes acima referidas. Assim, como sugestado
para trabalhos futuros, propde-se a realizacdo de um novo ensaio com meio controlado com
vista a avaliar a evolugdo temporal do amoniaco libertado dos meios de controlo.

Ainda relativamente a este estudo, seria interessante realizar esta experiéncia utilizando
microrganismos presentes na cama de aviario em vez do Proteus, de forma a confirmar a
eficacia da suspensdo sobre os mesmos.

Finalmente seria interessante determinar a composicdo de azoto e carbono total da
cama de aviario antes e depois do estudo de monitorizacdo do amoniaco libertado em
reactor fechado de forma a ser possivel realizar o balango massico e verificar se as varias
amostras em estudo tém igual composicdo azotada. Deste modo poder-se-ia verificar a
influéncia da adicdo da suspensdo biolégica na producdo de amoniaco e no aumento de
valor, enquanto aditivo agricola, da cama de aviario, através da fixacdo de compostos
azotados.
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Anexos

Anexo |- Estudo da libertagdao de amoniaco na cama de aviario
Se seguida apresentam-se alguns dos resultados da analise das amostras retiradas em

cada um dos estudos onde foi determinada a quantidade de amoniaco libertada da cama de

aviario.
I.1. Estudo da volatilizagdao do amoniaco em reactor com circulagao de ar

Apds o estudo da libertacdo de amoniaco na cama de avidrio e da observacdo dos
resultados obtidos, verificou-se que o sistema utilizado apresentava algumas falhas nao
sendo possivel garantir os mesmos caudais nem a mesma quantidade de compostos
azotados nos trés reactores. As varias limitagdes observadas neste grupo de experiéncias
conduziram a resultados muito instdveis e por esse mesmo motivo, optou-se por apresentar

estes resultados nesta seccao.
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Gréfico 1.1 - Resultados da libertacdo do gas amoniaco no reactor 1 isento de
suspensdo e no reactor 2 e 3 contendo 5 e 15 gotas de suspensdo bioldgica



Bioaumento aplicado ao controlo dos niveis de amoniaco em aviarios

2.0E-06

Re

1.6E-06

LB |

1.2E-06

8.0E-07

[NH3] (mg/mL)
T
=

4.0E-07

0.0E+00 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

t (h)

# R1 (s/ Suspensdo Bio.) M R2 (15 gotas Suspensdo Bio.) 4 R3 (30 gotas Suspensdo Bio.)

Grafico 1.2 - Resultados da libertacdo do gas amoniaco no reactor 1 isento de
suspensdo e no reactor 2 e 3 contendo 15 e 30 gotas de suspensdo bioldgica
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Gréfico 1.3 - Resultados da libertacdo do gas amoniaco no reactor 1 isento de
suspensdo e no reactor 2 e 3 contendo 50 e 100 gotas de suspensdo bioldgica
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Gréfico 1.5 - Resultados da libertacdo do gas amoniaco para a repeticdo do estudo com o
reactorl apenas com 25mL de 4gua destilada, para o reactor 2 com 10mL de suspenséo
bioldgica e 15mL de 4gua destilada e para o reactor 3 com 25mL de suspenséo.
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de suspensao trés vezes por semana, com o reactor 1 apenas com 25mL de suspensdo bioldgica,
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Gréfico 1.7 - Representacdo da libertacdo de amoniaco nos trés reactores com adigéo diaria
de suspensao e de 100gr de cama de aviario.
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I.2. Estudo da volatilizagdo do amoniaco em reactor fechado

Devido a algumas limitagdes do método utilizado neste trabalho, alguns dos resultados
obtidos foram inconclusivos. Esses resultados encontram-se apresentados de seguida.
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Gréfico 1.8 - Representacao do caudal massico de amoniaco libertado ao longo do tempo nos
ensaios realizados em reactores fechados contendo cama de aviario com 2mL agua (R1),
1mL de suspensédo biol6gica e 1mL de agua e agua (R2) e com 2mL de suspensdo bioldgica
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Grafico 1.9 - Representa¢do do caudal massico de amoniaco libertado ao longo do tempo nos
ensaios realizados em reactores fechados contendo cama de aviario com 2mL agua (R1),
1mL de suspensédo bioldgica e 1mL de agua e agua (R2) e com 2mL de suspensédo bioldgica
(R3).
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Grafico 1.10 - Representacao do caudal méssico de amoniaco libertado ao longo do tempo
nos ensaios realizados em reactores fechados contendo cama de aviario com 2mL &agua
(R1), 1mL de suspenséo bioldgica e ImL de agua e agua (R2) e com 2mL de suspensao
biologica (R3).
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Gréfico 1.11- Representacdo da massa de amoniaco libertado ao longo do tempo nos ensaios
realizados em reactores fechados contendo cama de aviario com 2mL &gua (R1), 1mL de
suspensao bioldgica e ImL de 4gua e 4gua (R2) e com 2mL de suspenséo bioldgica (R3).
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Anexo Il.- Informagdes da suspensao bioldgica JASS- BIO-SYSTEMS EUROPE®

De seguida é apresentada a ficha de informacdes da suspensao bioldgica em estudo.

BIG-SYSTEMS EUROPE *

Enigma Business Park, Spring Lane North, Malvern Link, Worcestershire WR14 1BU, England
Telephone: +44(0)1684 577171 Fax: +44(0)1684 892251

JASS
Biological formulation for the treatment of livestock beds

A liquid biological product containing stabilised bacteria, free enzymes and micronutrients that helps to maintain
a high level of farm hygiene, suitable for all types of animal bedding especially cubicles and warm beds. Regular
use will lower Ammonia levels reduce odours and improve the wellbeing of livestock.

JASS is highly effective in the sanitation of livestock beds. It works by out competing the existing bacteria for
nutrients and humidity to establish a viable biomass that decomposes urine and excrement in a more
preferential way. Breaking down the solid matter keeps bedding and animal legs cleaner.

JASS can be applied to bedding areas in open sheds and intensive farming systems where animal droppings cause
a high environmental microbial load that accumulates and produces foul odours.

Application and usage rates:
« Dilute 1 Litre of JASS in 10 Litres of warm water to treat an area of 500m?
e Apply by nebuliser or back sprayer 3 times per week during the first 3 -4 weeks to establish a viable
biomass.

s When the odours are at an acceptable level reduce the frequency of application gradually until a balance
is met, this will depend on the type of bedding and animal stocking levels.

It is recommended that the dilution water is free of chlorine and other disinfectants that may inhibit the growth
of the bacteria.

JASS is a formulation of Group 1 naturally occurring and appropriate non-pathogenic bacteria in very high
concentrations.

JASS: SPECIFICATION

Form: Liquid

Colour: Light brown

Specific Gravity: 0.95-—1.05

pH (20°C) 82-85

Contents: Selected micro-organisms, enzymes and micronutrients.

Packaging: 25 Litre polys

When used as directed JASS is completely safe. It is harmless to people, animals and the environment, and
completely biodegradable.

QM
B

150 9001
HEGISTERED FIRM

BIO-SYSTEMS EUROPE is a trading name of MICROFERM LIMITED
E-mail: sales@biosystemseurope.co.uk \;{{Web: www.biosystemseurope.co.uk

Rez. In England No. 1947718
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co-autores em que foram monitorizadas as condi¢gdes ambientais do avidrio e da cama de
aviario e comparados estes dados com a dindmica da populacdo bacteriana total de
enterobactérias nas camas de controlo e das que foram tratadas com Ezilimp, durante o

Anexo lll.-Relatério Ezilimp

Neste anexo é apresentado o relatério de um trabalho efectuado por Guimaraes e

ciclo de criagao das aves.

Efeito do uso de ENZILIMP® AV como biodegradador de residuos organicos em cama
de aviarios

GUIMARAES, G., L: LOPES, M.: SGARBOSSA. A.. N: DIAS, S. C.; SILVA. M.S

Resumo

O objetivo desse experimento foi determinar a temperatura, o teor de umidade,
pH. a populacdo microbiana total e de enferobactérias da cama, a temperatura ambiente,
a volatizacdo e intensidade da amoénia. desempenho dos lotes de barracdes com cama
tratada com o produto ENZILIMP® AV, biodegradador de residuos organicos para cama
de aviarios e cama sem fratamento. Foram utilizadas camas de avidrios. em
delineamento experimental. com dois tratamentos (l-cama ndo tratada = testemunha
(CT) e 2- cama tratada com ENZILIMP® AV = CE). O tratamento da cama se deu nos
dias 0, 10°, 20° e 30° do alojamento das aves.
As amostras da cama foram coletadas no 7°. 20° e 34° dia da instalagio do lote. Nao
houve influéncia do produto sobre a umidade. entretanto. sua adi¢do reduziu o valor de
pH. a quantidade de amonia volatilizada da cama de frango. bem como reduziu a
contagem de bactérias totais e de enterobactérias na cama tratada. Durante o
experimento, foram observados resultados indicativos da contaminacdo pelo produto da
cama do avidrio controle. detectando-se a reduciio. Conclui-se que o ENZILIMP® AV
pode ser adicionado a cama, promovendo reducdo no pH e na perda de nitrogénio por
volatizagdo da amodnia.

Palavras —chave: ENZILIMP® AV. aménia. cama de frango. umidade

Study of the dry matter content, pH, the volatilized ammonia and microbial
population from the poultry litter treated with ENZILIMP® AV

Abstract

The aim of this experiment was determine the temperature, moisture. pH,
microbial population and enterobacteriaces of the poultry litter, environment
temperature, volatilize of ammonia, discharge of lot with litter treated with ENZILIMP®
AV, biodegrade of organics residues to poultry litter and litter without treatment. Two
litter poultry were used. in randomized design. with two treatments (1- litter not treared
(TC) and 2 — litter treated with ENZILIMP® AV= CE). The treatment of pouliry litter
happened in the day 0. 10°, 20° and 30° accomodation of the poultry.

The samples of poultry the litter were collected in the 7°. 20° e 34° day of the
accommodation of lot. There was no influence of the product about the moisture,
however. the gypsum reduced the pH value and the quantity of volatilized ammonia
from the poultry litter and happened decrease the count of the total bacterium and
enterobacteriaces in the poultry litter treated. During the experiment were observed
results indication of contamination through of product in the poultry litter control. It can
conclude that ENZILIMP® AV can be added to the poultry litter, promoting a reduction
in the pH and in the losses of nitrogen by ammonia volatilization.

Key words: ENZILIMP® AV, ammonia. poultry litter. moisture.

116

Instituto Superior de Engenharia de Coimbra



Introducao

A cama de aviario consiste na mistura de excretas (fezes e urina), com o material
utilizado como substrato para receber e absorver a umidade da excreta (maravalha.
serragem, palhas de cereais, feno de capim picado. casca de arroz, efc.), penas e
descamacgdes da pele de aves e restos de alimento que caem dos comedouros
(BELLAVER: PALHARES, 2003).

A cama deve ser manejada para controlar o nivel de umidade, a producio de
amonia, a exposicao das aves a agentes produtores de enfermidades e para prevenir a
proliferacdo de insetos. Além disso, a cama tem como funcédo a absorcdo de umidade,
incorporagdo das fezes e penas. manutencdo térmica do galpdo e evitar o contato direto
da ave com o piso (NOLL, 1992: GIROTTO e AVILA. 2003).

A cama excessivamente timida causa uma série de prejuizos as aves. Dentre
esses. deve-se assinalar as dermatites ulcerativas como produtoras de lesdes nas aves
que, poderao posteriormente. depreciar as carcacas. Os frangos passam a maior parte do
tempo descansando sobre a cama e segundo as suas condi¢cdes poderdo ocorrer
dermatites ocasionadas pela abrasividade, amoénia e calor. Todos os fatores que
propiciam cama umida contribuem com as dermatites. dentre estes a densidade de aves.
Segundo a densidade, poderdo aumentar os indices de quebra de bebedouros que
proporcionam vazamentos de agua, aumentando a umidade da cama, além do tipo de
material da cama (ABREU; ABREU, 2002).

Existem ainda, fatores dentro do galpao que podem trazer prejuizos as aves e
riscos a saude dos trabalhadores avicolas. A maioria dos criadores desconhece as perdas
ocasionadas pela concentracdo de amoénia em seus galpdes. A amonia € um gas incolor e
irritante as mucosas. sendo formado a partir da decomposicio microbiana do dcido tirico
eliminado pelas aves. Os niveis de amoénia até 50 ppm nao sdo considerados como
nocivos pelos criadores. Teoricamente, o olfato humano ndo detecta a presenca de
amonia em mniveis abaixo de 20ppm. Além disso, os humanos perdem a sua
sensibilidade olfativa depois de longas exposicdes ao mesmo odor, dessa forma, as aves
sdo afetadas muito antes que o problema seja percebido ou identificado por seus
criadores (LOTT: DONALD. 2003). Pessoas que trabalham com frango apresentam alta
incidéncia de sintomas agudos e cronicos de tosse, irritacdo nos olhos, fadiga. congestao
nasal. espirro, dor de cabeca, irritacdo na garganta e febre (DONHAM. 2000).

Quando a quantidade de amonia inalada € superior a 60 ppm, a ave fica
predisposta a doencas respiratorias aumentando os riscos de infeccoes secundarias apos
as vacinacoes. Quando o nivel de amonia ambiente atinge 100 ppm, ha reducdo da taxa
de profundidade da respiracdo prejudicando os processos fisiologicos de trocas gasosas.
Esses altos niveis de amdnia (60 a 100ppm) podem ser detectados pelo olfato humano
no inicio da criacio em galpdes quando se adota a reutilizacio da cama (GONZALES:
SALDANHA, 2001).

Pesquisas feitas nos 1ltimos 20 anos tém mostrado que niveis de amonia em
torno de 50ppm causam serias perdas no desempenho, bem como niveis de 25ppm que
também ocasionam perdas significativas na performance das aves. Além da reducio de
peso das aves, muitas apresentam lesdes nos olhos, com agravamento para um quadro
de cegueira. Com 50ppm. a amonia ji € capaz de destruir alguns cilios (presentes nas
vias respiratorias para expelir corpos estranhos inalados), desencadeando uma série de
lesdes no organismo das aves. Os casos mais comuns decorrem do alojamento e
desenvolvimento de bactérias do tipo E.coli na traquéia resultando em uma infeccdo das
vias aéreas (LOTT: DONALD, 2003).
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A formacao da amonia nos aviarios requer trés fatores: os dejetos, o calor e a
umidade. Provavelmente, o mais importante destes fatores, dentro do manejo de cama
seja o controle de umidade. Mesmo com a utilizacdo de produtos para o controle de
amoénia, um minimo de ventilacdo deve ser cuidadosamente mantido para remover uma
parte da umidade dos aviarios. Se a ventilacdo for reduzida abaixo da recomendada. a
umidade aumentard dentro do galpdo e na forracdo, incrementando a producio da
amonia e da sua concentragdo no barracio por nao estar ocorrendo a necessaria
exaustdo. Desta forma. a eficiéncia dos produtos utilizados para o controle na producgio
de amonia sera prejudicada ou mal avaliada. Consequentemente teremos um bom
confrole de amodnia nos primeiros dias e nenhum no restante do periodo de alojamento
(www.aviculturaindustrial.com.br). Assim, os objetivos deste experimento foram
determinar o teor de fatores ambientais e da cama como a temperatura e a umidade
relativa do ar, bem como o pH, a temperatura e a umidade da cama, amonia volatilizada.
comparando estes dados com a dinamica da populacio bacteriana total e de
enterobactérias nas camas. controle e tratada com ENZILIMP® AV, durante o ciclo de
criacdo das aves.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na granja comercial localizada no municipio de
Mandaguagu-PR. no periodo de outubro a novembro de 2005.

Foram utilizados 23.000 pintainhos, de linhagem pesada com 1 dia de idade,
ambos 0s $exo0s, com peso médio inicial de 44 + 2 gramas. alojados em dois galpoes de
alvenaria de 1.500 m'. divididos em 2 boxes cada. Adotou-se a densidade de 15.46
aves/m’.

O material utilizado como cama em todos os tratamentos foi a palha de arroz,
usado nos boxes sempre na quantidade de 8 ton/m* com 6 cm de espessura. As camas
dos 2 galpdes ndo tinham sido utilizadas anteriormente.

O delineamento experimental teve dois tratamentos (l-cama ndo tratada
testemunha (CT) e 2-cama tratada com ENZILIMP® AV = (CE)). O produto foi
pulverizado na quantidade de 2 kg em quatro etapas: dia 0 — 1* aplicacdo (2 horas antes
do alojamento dos pintainhos): dia 10 — 2% aplicacdo: dia 20 — 3* aplicacdo; dia 30 — 4*
aplicacéo.

As colheitas das amostras da cama para as andlises de umidade. pH, amonia e
pesquisa de microrganismos produtores de urease foram realizadas no 7°, 20° e 34° dia
de instalacdo do lote. As amostras foram retiradas de trés pontos fixos de cada boxe
estrategicamente escolhidos. sendo coletadas 4 amostras de cada ponto, evitando-se as
areas proximas e embaixo do comedouro e do bebedouro, totalizando 12 amostras de
cada boxe. Posteriormente estas amostras foram homogeneizadas e armazenadas em
vidros estéreis.

A umidade da cama foi determinada pelo método de estufa a 100°C por 3 horas,
o pH através de pH-metro e a temperatura da cama e do ambiente através de termometro
digital.

No laboratorio de Medicina Aviaria da Universidade Estadual de Londrina, as 4
amostras correspondente de cada ponto foram homogeneizadas e transformadas em uma
unica amostra. Em seguida, as trés amostras finais de cada boxe foram divididas em
duas partes iguais: a primeira foi destinada a pesagem e secagem e a segunda foi
colocada em vidros esterilizados contendo agua peptonada, sendo submetidos a
homogeneizacdo por cinco minutos e um minuto de repouso. Em seguida procedeu-se
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as diluicoes seriadas em solucdo salina fisiologica (pH 7.0) esterilizada. Posteriormente,
as amostras foram semeadas em duplicatas em placas de Agar para Contagem Padrio
(PCA), sendo incubadas a 37°/24-48 horas. Com as diluigcdes seriadas procedeu-se
também a semeadura em Agar Sangue e McConkey a 37°/24h. Coldnias com diferentes
caracteristicas do Agar McConkey foram submetidas a prova bioquimica da Urease
(35-37°C/18 a 24 horas).

Os teores de amonia nos barracdoes foram avaliados por analise sensorial,
levando-se em consideracdo o impacto da amoénia quanto o olfato-odor, sintomas nos
galponeiros e nas aves. Foi considerado o historico da granja em relacio a sinalizacdo
sensorial do problema pelos funciondrios e sintomas ou mal estar. observacio clinica e
performance dos lotes e reclamacodes da vizinhanca. Foi estabelecido um placar
considerando os eventos relacionados e o seu nivel de intensidade ou de percepcao dos
sinais. Foram anotadas as observacodes realizadas durante as tomadas de amostras das
camas de CE e CT:

sem percepe¢ao

leve percepcao

forte percepcéao

forte percep¢do e mal estar dos galponeiros
forte percepcdo. mal estar e sintomas nas aves
percepcao na vizinhanca

o W~ O

Resultados e Discussao

De acordo com os resultados encontrados ndo houve interferéncia do pH e da
temperatura da cama. bem como da temperatura e umidade do ambiente sobre a
amostragem analisada (Tabela 1: Tabela 2). Os valores quando comparados de CE e CT
nio sofreram variacdes significativas.

Pode se observar nos dois tratamentos, que na 3* amostragem, 34° dia, opH e a
umidade aumentaram, mas a temperatura declinou, devido a chuvas no periodo. A alta
da umidade no meio ambiente e na cama contribuiu com o aumento da populacio
bacteriana e a produgdo da aménia, porém nédo foi detectada pela analise sensorial no
CE e CT. No entanto, observando a contagem de colonias no McConkey, onde também
crescem as bactérias urease positivas, o declinio de crescimento bacteriano na CE
chama a atencao e na CT o declinio ocorreu em menor intensidade.

Tabela 1. Meédias da temperatura. pH e relacdo peso/umidade da cama testemunha
(CT), umidade e temperatura do ambiente observados nas trés coletas.

Coleta T°C cama pH cama U % T°C Relacdao
ambiente ambiente | peso/Umidade
da cama %
12 31 7.72 70 31.2 27.91
22 28.6 8.24 70 27.5 26,96
3 30 9.32 82 20.8 34.39
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Tabela 2. Meédias da temperatura, pH e relacdo peso/umidade da cama fratada com
Enzilimp®AV (CE). umidade e temperatura do ambiente observados nas trés coletas.

Coleta T°C cama pH cama U% T°C Relacao
ambiente ambiente Peso/Umidade
da cama %
12 30.3 8.04 70 31.2 27.61
22 29.6 8.20 71 274 46.78
32 29 9.23 80 19.7 34.26

Tabela 3. Médias das contagens de bactérias no Agar PCA. Agar McConkey e Agar
Sangue encontradas nas coletas da cama tratada com Enzilimp®AV(CE).

Coleta Agar PCA Agar McConkey Agar Sangue
1? 424 187 181
22 449 94 * 181
32 128 22 92

*A umidade da cama tratada apresentou um valor 57.6% acima da CT.

Tabela 4. Médias das contagens de bactérias no Agar PCA. Agar McConkey e Agar
Sangue encontradas nas coletas da cama testemunha (CT).

Coleta Agar PCA Agar McConkey Agar Sangue
1? 334 43 181
22 291 168 181
32 290 70 148

Observando os resultados de andlise sensorial, as provas realizadas ndo
detectaram niveis que atingissem o valor 3. 4 e 5. O comportamento do crescimento no
Agar McConkey e Agar Sangue. na segunda e ferceira coleta se visualiza a eficacia do
produto, com maior nitidez em relagio as bactérias de crescimento em Agar McConkey.
Soma-se a esta observacéo, o fato de que as condicdes da CT ndo sofreram as variagdes
da umidade da CE observada na 2* coleta. Ha indicios de interferéncia do produto na
CT. como se vé pelos indices de inibigdo de crescimento na 3* coleta, em Agar PCA.
Agar McConkey e Agar Sangue.

Da leitura dos resultados da 1* para a 3* coleta da CE houve diminuicio na
contagem microrganismos no Agar PCA quando comparada com a da CT. Em relagio a
contagem de bactérias no Agar McConkey se observou uma diminuicio acentuada na
CE, assim como na contagem do Agar Sangue (Tabela 3: Tabela 4). A umidade da cama
em CE na 12 coleta foi de 27.6% e na CT de 27.9%. praticamente o0 mesmo indice em
ambas.
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J4 na 2% coleta a umidade da cama de CE apresentou indice de 46,7%, tendo
ocorrido um incremento de 69%. e da CT 26.9%. o que demonstrou a variacdo das
condicbes ambientais de cada um dos galpdes. A contagem de coldnias em Agar
McConkey foi nitidamente menor na CE em relagio a CT (94<168) apesar do seu nivel
de umidade ter aumentado. e no Agar PCA se observou o inverso. ou seja. onde estava
mais umido 46,7% na CE, cresceram mais bactérias, 449 coldnias. e na CT com 26.9%
de umidade apenas 291 colénias. Isto comprovou, observando o crescimento no Agar
PCA., que o incremento de 69% no indice de umidade da CE, permitiu o crescimento de
bactérias, porém apenas de 5%, ou seja. de 424 na 1* coleta para 449 na 2 caindo na 3*
coleta para 128. Portanto. mesmo com mais umidade o tratamento foi eficaz em relacao
as bactérias que crescem em Agar McConkey dentre elas as urease positivas produtoras
de amonia e as que crescem em PCA. O efeifo inibidor do tratamento em CE também
foi evidenciado no crescimento em Agar Sangue, respectivamente 181 na 1, 181 na 2% e
92 na 3* coleta. Os resultados de CT também apontam o efeito do tratamento, face ao
escape do produto de CE para CT devido a praticas de manejo.

A formacdo da amodnia nos aviarios requer trés fatores: os dejetos, o calor e a
umidade. Provavelmente, o mais importante destes fatores, dentro do manejo de cama
seja o controle de umidade (www.aviculturaindustrial.com.br).

Conclui-se, portanto, que mesmo aumentando a umidade e com maior
crescimento, o produto inibiu bactérias no Agar McConkey. Observando o crescimento
pareado em Agar PCA. pode se inferir o efeito positivo do ENZILIMP®AV. Seguindo
os resultados da 3* coleta, o fato se repete nas placas de McConkey. porém chama a
atencdo o fato de que apesar da umidade ter aumentado em ambos os tratamentos, o
crescimento ndo se acentuou no CT. pois foi observado o escape do produto aplicado na
CE para CT devido a praticas de manejo adotadas. tais como as mesmas botas. a mesma
roupa, os mesmos garfos de virar cama, praticas que se intensificam no decorrer do
alojamento.

De acordo com KOERKAMP et al.. 2000, os parametros mais importantes para
se avaliar a qualidade do ar em um galpdo sdo a presenca de odores, os niveis de amonia
no ar e a concentracdo de po. de patégenos no po e de gas sulfidrico, que podem
prejudicar a saude tanto das aves quanto dos seres humanos. Em determinadas
circunstancias, a aplicacdo de produtos inibidores da producdo de amoénia no ambiente
por bactérias urease positivas, trazem resultados benéficos ao bem estar das aves, dos
galponeiros e vizinhanga, como ficou demonstrado pelo uso do Enzilimp®AV. mesmo
em circunstancias favoraveis a proliferacdo das bactérias pelo aumento da umidade
ambiente que se verificou devido a questoes relativas a localizacdo e terraplanagem e
outros fatores nao investigados do aviario CE durante a 2* coleta e a mudancas
climéticas. chuva. durante a 3° coleta.

A diminuigo no niimero de bactérias encontradas no Agar McConkey durante
as coletas se refletiu na andlise sensorial realizada nos galpodes pelos funcionarios. No
galpao CE ndo ocorreu sensibilidade em nivel 2 ao final do experimento. sendo que no
CT ocorreu. Estes trabalhadores sentiram diminuicdo no odor de amonia dentro do boxe
em tratamento com ENZILIMP® AV e mesmo em relacdo ao CT o nivel detectado nio
ultrapassou o indice 2, somando-se o fato de que a vizinhan¢a também ndo a percepcio
do cheiro que se desprendia dos barracdes. Isto pode ser explicado pela realizacdo da
série bioquimica com as colonias transferidas para o Caldo Urease. As bactérias urease
positivas sdo produtoras de uréia que se desdobram em amoénia na cama de frango
produzindo o odor caracteristico dentro do boxe. Estas bactérias crescem no Agar
McConkey na temperatura de 35-37°C.
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O produto Enzilimp®AV ¢ uma mistura de microrganismos em forma de
esporos, composto por Bacillus subtilis. Bacillus licheniformis e Bacillus polynnxa,
numa concentracio minima de 8 x 10’ UFC por grama do produto. Seu modo de acio
em relacdo as Urease posifivas é de competicdo pelo substrato. Portanto, considerando
os dados dos achados nas contagens em Agar McConkey na 2% e 3% tomadas de CE pode
se estabelecer uma correlacdo positiva. Igualmente, como foi mencionado, ocorreu o
escape da microbiota contida no produto para o barracdo/cama controle CT. Este fato
contribuiu para deprimir a contagem dos microorganismos isolados em Agar
McConkey, em menor intensidade do que ocorreu em CE. Deve ser chamada a atencéo
para a uniformidade dos fatores ambientais medidos em ambos os tratamentos durante o
experimento, o que demonstra que um oufro fator influenciou a populacdo de bactérias
urease positivas. que crescem em Agar McConkey com menos competi¢io como 1o
Agar Sangue e Agar PCA. e que a sua populacio foi deprimida por uma competigio
exclusiva. Isto também serve para demonstrar que o mesmo efeito, em menor
intensidade, ocorreu no controle.

Considerando as observacdes de LOTT; DONALD, 2003em relacdo a deteccdo
de amoénia em niveis abaixo de 20ppm e de DONHAM, 2000, que considera que
pessoas que frabalham com frango apresentam alta incidéncia de sintomas agudos e
cronicos de tosse, irritacdo nos olhos, fadiga. congestiao nasal. espirro. dor de cabeca,
irritacdo na garganta e febre, pode-se inferir que os resultados da analise sensorial
comprovaram a diminuicdo dos niveis de aménia e do seu impacto na CE. nas aves, nos
galponeiros e vizinhanca.

A melhora em relacdo a andlise sensorial em CT se deu gracas ao escape do
produto ENZILIMP®AV., por meio de praticas de manejo. Considerando a memoria das
observacdes sensoriais de lotes anteriores e o impacto que se detectava junto a
vizinhanca, se conclui que a melhora foi acentuada. Considerando os relatos do
experimento da analise sensorial em relacdo a amoénia tais como a sua deteccdo, porém
sem sintomas nas aves e ou galponeiros, pode-se considerar que os seus niveis se
situaram em torno de 60 ppm., o que estd de acordo com GONZALES:; SALDANHA,
2001 .

Conclusiao

O produto ENZILIMP®AV ¢ eficiente no controle de microbiota produtora de
amonia, podendo ser utilizado para o controle de niveis de amoénia em aviarios.

O presente modelo experimental de campo comprovou a sua validade para
avaliar a eficiéncia de produtos de microbiota de competicio exclusiva para o controle
de bactérias produtoras de amoénia no meio ambiente. Estabeleceu que a analise
concomitante dos dados relativos a temperatura ambiente, temperatura da cama,
umidade, pH da cama. crescimento bacteriano em Agar Sangue, Agar PCA e Agar
McConkey . provas de urease e andlise sensorial em relacdo a avaliacdo de niveis de
amonia, teve correlacdo positiva com o indice de inibicdo de bactérias produtoras de
amoénia ou urease positivas / sua eficiéncia, mesmo com varidveis climaticas e de
instalacoes.
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Anexo IV.- MicroTreat™ "P"

Neste anexo é apresentada a ficha de seguranca do produto MicroTreat “P” e algumas

informacgdes referentes a este produto.

Anexo IV.1.- Ficha de seguranc¢a do MicroTreat™ "P"

MATERIAL SAFETY DATA SHEET l

Complizs with OSHA Communication Standerd (Z9CFER 1910,1200)

TEC Jegng|
Product Mame:  MicroTreat "P*
Theyn Nuynper :Q4EHI2
B SN LiINFG Mo o e
Manutacturer’s Mame:  Aglech Products, Inc. Telephone Mumber for Information:
W22T MT52 Wesimound Dr. {262) 521-1717
Wakesha, WI 53186
Trade Name and Synonyms: MicroT reat *P*
Chemical Name:
Formula: Proprietary- Active: Propioniboclerivm fensenii, Bacilfus subiiliz Bacillus Feheniformis,

Lastobacillug carvalas
Inert carriers- sugar, maltodextrin

Approw. % OSHA PEL ACGIHTLY Carcinogenicity A5 Mo,
Suobstance
CONTAINE NO HAZARDOUS COMPONENTS AS LISTEIN IN 20 CFR 19001000 OR OTHER
PERTINENT SECTIONS OF OD8HA REGULATIONS., PRODUCT IS GRAS FOR HUMAN
CONSUMPTION 21CFR 1841444

Baolling Polnt:  NA Specific gravity: NA

Vapor Pressure (mm Hg): MA % Volatile (volume %) MA
Vapor Density (air=1)  NA Evaporation Rate (water=1): NA
Salubility in water: soluble pH: MA

Appearance and Odor:  light tan pewder, ne discenable odor

Flash Polnt (F*): Mon-flammahble Flammahle limits in air (volome %a):
(test method): Closed cup Upper: NA Lovwer: MA
Extinguishing Medta:  Water, Foam, Carbon Dioxide,
Dy Chemical

Special Fire Fighting Procedure: Mene
Unusual Fire and Explosion Hazard: Mone

Stahility: Stable Conditions to Avoid: None
Incompatibility: Chemical sanitizers

Hazardouws Decomposition: Mone

Hazardons Pelymerization: Will nol occur

R P SECTION i

Threshold Limit Valae: Not Established

Primary Route of Exposure: Inhalation - a5 dust, Skin - no hazard. Ingestion - no hazzrd
Eilfects of Overexposure: nons

Emergency and First Aid Procedures: Rinse mouth, skin , flush eves with water
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Anexo IV.2.- Informagdes do MicroTreat™ "P"

MicroTreat” “P”

Litter Management....
....A key to optimizing bird performance

Product Overview
MicroTreat® “P” is a patented biological litter treatment product to control
the decomposition of poultry litter.

How It Works

MicroTreat® “P”is composed of five microorganisms selected for their
ability to lower water activity, pH and inhibit gram-negative bacteria in the
litter.

Benefits of MicroTreat® “P”

e Improved bird performance o Cleaner birds
o Drier litter o Reduced caking
o Less tilling o Reduced ammonia

Features of MicroTreat® “P”
« Easy to use e Proven technology o Technically supported

Methods of Application
« Medicator - drinking water o Weeden Sprinkler Systems
« Tank Sprayer e Gilmore Hose Applicator

When to Use MicroTreat® “P”

« Application should take place as soon as possible after birds are placed
in the house.

« If cleaning, disinfecting or using an insecticide on the litter, please wait
24 hours before application of MicroTreat” “P”.

« Application should take place after the brood or “fresh litter” has been
top-dressed.

« MicroTreat® “P” application should be repeated with each flock
placement.

=

140 Jacob Street, Suite #15 %
Tavistock, ON NOB 2R0

AGTECH Ph: 1-800-552-1064 ENVIRONMENTS



