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INFLUENCIA DA ADUBACAO ORGANICA NA QUALIDADE DA AGUA
DESTINADA A IRRIGACAO DE HORTALICAS

RESUMO - O composto organico proveniente do processo de compostagem
de carcacas, residuos animais e vegetais constitui-se em uma alternativa viavel para
a substituicdo total ou parcial dos fertilizantes minerais. Entretanto, pouco se
conhece sobre o impacto ambiental do uso agricola desse composto na qualidade
da agua. O objetivo com este trabalho foi avaliar a qualidade da agua de um co6rrego
gue irriga uma area agricola tratada com composto organico produzido pela
compostagem de carcacas, residuos animais e vegetais. A amostragem da agua foi
realizada bianualmente em 2013 e 2014 em seis pontos diferentes: um no local de
captacdo de agua para irrigacdo, dois a montante, dois a jusante desse ponto e um
em poco nao jorrante. As variaveis analisadas foram pH, temperatura, oxigénio
dissolvido, condutividade, turbidez, potencial de oxidacdo-reducéo, soélidos totais
dissolvidos, cloreto, nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal, fosforo total e reativo,
demanda quimica de oxigénio, coliformes totais, E. coli e consumo de substratos
(Ecoplate). Os resultados das andalises comparados com padrées de qualidade de
adgua estabelecidos em normas nacionais indicaram que o ambiente ndo estava
impactado negativamente. Ndo se observou correlacdo entre uso do composto
organico e alteragdes na populacdo microbiana dos diferentes pontos por meio da
técnica de consumo de substratos. Este estudo demonstrou que o uso desse tipo de
composto ndo influenciou negativamente a qualidade da agua. Portanto, esse adubo
€ uma alternativa viavel para a producéao agricola local.

Palavras-chave: adubo organico, variaveis fisicas, variaveis quimicas, variaveis
microbiol6gicas.



INFLUENCE OF ORGANIC COMPOST ON QUALITY OF WATER FOR THE
IRRIGATION OF VEGETABLE CROPS

ABSTRACT - Compost from carcasses, as well as animal and vegetable
waste, constitutes a viable alternative for the partial or total substitution of mineral
fertilizers. However, little is known about the environmental impact of using this
agricultural compound on the quality of water. The aim was to evaluate the water
quality of a stream that irrigates an agricultural area treated with organic compost
produced by carcasses, animal and vegetable waste. We sampled water biannually
in 2013 and 2014 from six different locations: one water catchment site for vegetable
irrigation, two sites upstream, two downstream from that point and one water well.
The variables analyzed were pH, temperature, dissolved oxygen, conductivity,
turbidity, redox potential, dissolved solids, chemical oxygen demand, chloride, nitrate,
nitrite, ammonia nitrogen, total and reactive phosphorus, total coliforms, E. coli and
substrate consumption (Ecoplate). The analytical results compared with national
water quality standards indicated that the environment was not negatively impacted
by the compost. Using the substrate consumption technique, we observed that there
was no correlation between the use of the organic compost and changes in microbial
populations of the different points sampled. This study showed that the use of this
organic compost does not negatively influence the quality of surface water in area
studied. Therefore, the organic compost is a novel and attractive alternative for local
agricultural production.

Keywords: organic compost, physical variables, chemical variables, microbiological
variables.
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1. INTRODUCAO

Adubo ou composto organico proveniente do processo de compostagem de
residuos biologicos constitui-se em alternativa viavel para a substituicdo total ou
parcial dos fertilizantes minerais, destacando-se como opc¢ado mais viavel
economicamente de fonte de nutrientes em relagdo aos fertilizantes minerais, ja que
estes sdo um dos insumos gque mais encarecem 0s custos da producdo agricola
(DANA; PORTER, 2013). Os problemas de degradacdo ambiental causados pelo
modelo agricola de uso intensivo dos fertilizantes minerais sdo bastante conhecidos,
razéo pela qual, Oliveira (2004), destaca que, a visao da produtividade e qualidade
da agricultura brasileira precisa ser contemplada em um enfoque ambientalista.

A adocédo da adubacado organica tem aumentado significativamente, em
virtude, principalmente, dos efeitos benéficos do material organico sobre as
propriedades quimicas e fisicas do solo (SINGH; HASNAIN, 2011; CRUZ et al.
2006), corroborando com as conclusdes de Galvao (1998), que destaca ainda que o
uso continuo de composto organico na adubacao do milho em pequenas lavouras se
mostrou eficiente na sustentabilidade da producéo.

Os beneficios do adubo organico no solo ndo consistem apenas em fornecer
nutrientes para as plantas, mas também no melhor nivel de aproveitamento dos
adubos minerais, uma vez que a matéria organica auxilia na retencado de nutrientes,
diminuindo os efeitos de infiltracao rapida para as camadas mais profundas do solo;
promove solubilizacdo de nutrientes em solos minerais; melhora a estrutura do solo;
possibilita maior capacidade de absorcdo pelo solo e armazenamento de agua,;
favorece a atividade microbiana do solo; melhora a capacidade de tamponamento do
solo; reduz a toxicidade por pesticidas e outras substancias toxicas (OLIVEIRA,
2004).

Além dos beneficios alcancados pela suplementacdo de nutrientes o
desenvolvimento do cultivo de hortalicas é também influenciado pelas condicbes de
umidade do solo. Mesmo em regifes Umidas ou durante esta¢cdes chuvosas, a
deficiéncia de dgua no solo € um dos fatores limitantes para produtividades elevadas
e de boa qualidade. Assim, torna-se necessario suplementar as necessidades

hidricas das plantas por meio da irrigacdo a fim de maximizar a producdo das



hortalicas (MAROUELLI; SILVA, 2001). A irrigacdo possui grande importancia para a
producdo de alimentos, uma vez que os efeitos das estiagens sédo supridos pela
irrigacdo desde que o planejamento da mesma seja bem elaborado (MINUZZI;
RIBEIRO, 2012).

A irrigacdo de culturas agricolas tornou-se pratica para complementar a
disponibilidade da agua no meio além de proporcionar ao solo teor de umidade
necessario para as demandas hidricas das plantas (SETTI et al., 2001), ressaltando
gue a quantidade de agua necessaria ocorre em funcédo da espécie cultivada, do
local de cultivo, estagio de desenvolvimento, tipo de solo e época de plantio
(BERNARDO, 2008). Landau, Guimarées e Sousa (2014), destacam que por meio
da irrigacdo é possivel obter aumentos significativos de produtividade das culturas
cultivadas, contribuindo também para aumento na duragdo do periodo anual de
plantios e producéo agricola.

Atividades de desenvolvimento, como a agricultura, levam ao uso mais
intenso do solo, o que pode acarretar maior escoamento e consequentemente
transporte de poluentes aos cursos d’agua (KIBENA; NHAPI; GUMINDOGA, 2013;
ANYUSHEVA et al., 2012), sendo a lixiviagdo do solo uma das fontes difusas de
poluicdo (ERLE; ROBERT, 2010).

Carvalho, Schlittler e Tornisielo (2000), destacam que uma das prioridades
para a agricultura e a pecuaria € o suprimento de agua, o que leva ao
desenvolvimento dessas atividades nas proximidades de rios ou lagos. No entanto, o
manejo agricola da area requer o uso de produtos que visam 0 aumento da
producdo, o que desgasta gradualmente o solo, podendo ocorrer lixiviagdes para 0s
corpos d'agua. Tais alteracbes quimicas e ecolégicas no sistema aquético
acarretam prejuizos para o local (CARVALHO; SCHLITTER; TORNISIELO, 2000).
Diante deste cenario, a qualidade da agua é extremamente importante nos
processos produtivos agricolas, principalmente para a agricultura irrigada e é
influenciada por fendbmenos naturais e fatores antropogénicos, sendo caracterizada
por variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas (MASCENA et al., 2006).

As variaveis fisicas e quimicas que indicam a qualidade da agua relacionam-
se as alteracbes que ocorrem na microbacia, estejam estas associadas a fontes
antrépicas ou naturais (DONADIO; GALBIATTI; PAULA, 2005).



Com relagdo as caracteristicas biologicas, € importante analisar e controlar as
aguas destinadas a irrigacdo, pois podem estar contaminadas por organismos
patogénicos e alimentos irrigados com tais aguas podem servir de meio de
transmissao de doengas aos consumidores (MAROUELLI; SILVA, 2001).

Outra preocupacédo destacada é o controle da qualidade de aguas destinadas
ao consumo humano. E imprescindivel assegurar a qualidade da agua e para tanto,
padrdes ambientais devem ser impostos, visando diminuir os riscos sanitarios (DE
ABREU et al., 2000).

Desta forma, o diagnéstico da qualidade da agua é importante para a
determinacdo de seus usos preponderantes, uma vez que algumas substancias,
guando em concentracbes acima dos valores preconizados pela legislagéao
ambiental, podem provocar problemas de saude publica e impactos ambientais
negativos (CRUZ et al., 2007; SCANLON et al. 2007; ZHAO et al. 2015).

Medidas devem ser estabelecidas a fim de que as condi¢cdes sejam mantidas
de acordo com a classe a que corresponde esse recurso (ANA, 2007). Autores como
Cunha e Callijuri (2010) destacam que o monitoramento possui grande importancia
por permitir o conhecimento da evolugcdo da qualidade das aguas, por meio das
variaveis fisicas, quimicas e biolégicas e constatar, a situacdo ambiental da bacia
hidrogréfica estudada. Esse diagnostico, seja em sistemas de agua doce ou agua
salgada, permite a avaliacdo das respostas do ecossistema aquatico com relacéo
aos impactos antrépicos e as suas influéncias no meio.

A Resolucdo N° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, de
17 de marco de 2005, estabelece diferentes classes de aguas (em funcdo dos seus
usos preponderantes) e valores limite limites para cada variavel analisada (BRASIL,
2005). Os parametros quimicos, fisicos e microbiolégicos indicam qual o nivel de
gualidade de um corpo hidrico em determinado momento. Medidas devem ser
estabelecidas a fim de que as condi¢cfes sejam mantidas de acordo com a classe a
que corresponde esse recurso hidrico (ANA, 2007).

Encontra-se relatos na literatura sobre os impactos no solo pelo uso de
compostos organicos produzidos com dejetos animais e residuos vegetais (KARAK
et al., 2014; KULCU; YALDIZ, 2014; CRUZ et al., 2006), no entanto tais trabalhos
ndo envolvem estudos sobre impactos que podem ocorrer na qualidade da &gua.



Por outro lado, estudos com compostos produzidos a partir de carcacas e residuos
animais e vegetais sao praticamente inexistentes.

Tendo em vista o exposto, levanta-se a hipétese que a ocupacgéo do solo e as
atividades desenvolvidas, podem proporcionar impactos negativos na qualidade da
agua de reservatérios superficiais ou subterrdneos, resultando em alteracdes
bioldgicas, fisicas e quimicas. A demanda elevada por recursos hidricos, aliada a
degradacdo acelerada e ao comprometimento das reservas de agua, justifica a
preocupacao com a manutencado e o monitoramento da qualidade da agua destinada

aos diferentes usos.

2. OBJETIVOS

Avaliar se 0 composto organico produzido com carcacas e residuos animais e
vegetais na fazenda da Fundacdo Parque Zooldgico do Estado de S&o Paulo, em
Aracoiaba da Serra (SP) influencia na qualidade da agua de um corpo hidrico e de
um poco e comparar a populagcdo microbiana quanto ao consumo de diferentes

fontes de carbono que poderiam estar relacionadas a aplicacdo deste composto.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Disponibilidade hidrica, usos e requisitos de qualidade

N&o se consegue imaginar vida sem a presenca da &agua, elemento
fundamental para manutencéo e preservacao da vida de todos os habitantes, por ser
fundamental ao consumo assim como para 0 desenvolvimento de todas as
atividades, sejam elas industriais e/ou agricolas (REBOUCAS, 2004).

O planeta Terra € ocupado em dois tercos por agua, aproximadamente 360
milhdes de km? do total de 510 milhdes. No entanto, 98% da &agua disponivel é
salgada (MARENGO, 2008) e apenas 1% é agua doce em estado liquido, que pode

ser utilizada tanto para consumo humano quanto para consumo animal (ANA, 2007).



Marengo (2008) ressalta que o Brasil se destaca em relagdo a disponibilidade de
recursos hidricos, uma vez que a vazao média anual dos rios em regides brasileiras
estd em torno de 180x10° m® s™. Este valor corresponde a 11% do que esta
disponivel mundialmente (SHIKLOMANOV et al., 2000; HIRSCH, 2013).

Os corpos d’agua superficiais presentes no territorio brasileiro representam
50% do total encontrado na Ameérica do Sul e 11% dos valores mundiais
(REBOUCAS; BRAGA; TUNDISI, 1999). A disponibilidade de agua no Brasil
depende, fundamentalmente, do clima, associado aos fenémenos de El Nifio, La
Nifia ou alteracbes de temperatura da superficie do mar do Atlantico Tropical e Sul
(MARENGO, 2008).

De acordo com Bernardi (2003), ao analisar producdo e disponibilidade
hidrica no Brasil, segundo dados levantados por Beekman et al. (1995), o primeiro
fator corresponde a 11,65% da producéo hidrica mundial, enquanto a disponibilidade
hidrica corresponde a praticamente 18% de toda produg¢&o mundial, considerando
todo o territorio nacional e a area da Bacia Amazobnica além da fronteira. Frente ao
consumo dos recursos hidricos, considera-se que a agua, em escala mundial, vem
se tornando um recurso cada vez mais escasso, em razado do crescimento da
populacdo e em funcdo das atividades econémicas (BERNARDI, 2003). De acordo
com Reboucas (1999), o aumento no consumo, o0s altos niveis de polui¢do e a falta
de gerenciamento dos recursos hidricos tém contribuido para aumentar a escassez
desse recurso primordial em muitas partes do mundo. Outro ponto que deve ser
destacado, além da escassez hidrica, refere-se a poluicdo pontual e difusa dos
corpos hidricos. Fendbmenos como o de eutrofizagcdo, escoamento de metais
pesados, processo de acidificacdo, poluentes organicos e efluentes toxicos tém
potencial de degradacdo dos cursos d'dgua, comprometendo assim a qualidade
(BERNARDI, 2003).

Uma avaliacdo dos fatores que comprometem a qualidade da agua de
determinada regido nao pode limitar-se a relacdo entre ofertas e potenciais, e sim
interrelacionar os fatores geoambientais e sécio culturais, com destaque para 0 uso
e ocupacao do territério, seja urbano ou rural, buscando garantir a qualidade e o
desenvolvimento sustentavel. Silva, Flores e Galdeano (2003), ressaltam que nos
ultimos anos, depois de mais de um século de progressos cientificos, ganhou forca a



concepcdo de que o uso indiscriminado dos recursos naturais poderia levar a
destruicao da vida. Os mesmos autores destacam que as preocupacdes se voltaram
para as florestas, oceanos, atmosfera e rios.

A agua, por ser considerada um bem de primeira necessidade e por ser
recurso escasso e finito, coloca para as atuais geracdes a necessidade de
desenvolverem mecanismos de gestdo e conservacdo (PONTES; SCHRAMM,
2004).

Akinyemi e Souley (2014) destacam que um dos grandes desafios
enfrentados pela gestdo de qualidade da agua € a quantidade excessiva de
nutrientes e as condicbes de poluicdo ambiental. Os compostos de nitrogénio e
fésforo sdo os mais preocupantes, seguidos de quantidades excessivas de nitratos e
amonia. Contaminantes quimicos podem ser prejudiciais quando encontrados acima
do limite estabelecido pela legislacéo vigente (AKINYEMI; SOULEY, 2014).

Inlmeros sdo o0s usos dessa riqueza mundial: consumo humano,
abastecimento doméstico e industrial, dessedentacdo de animais, geracdo de
energia, preservacao da flora, irrigacéo, aquicultura, recreagcdo (MARENGO, 2008) e
imprescindiveis para produgdo de energia, industria e agricultura, como destacado
pelo World Resources Institute (WRI, 2015). Cada comunidade e o proprio
ecossistema dependem diretamente da dgua para a sobrevivéncia.

Estudos sobre a qualidade da agua da Australia demonstraram que a situacao
era de deterioracdo, fundamentalmente relacionada as praticas historicas do manejo
da terra, que promoveram impactos significativos como alteracbes ambientais e
aumento da eutrofizacdo (HAJKOWICZ, 2002). Estudo conduzido por Masamba e
Mazvimavi (2008) demonstra que 0 manejo insustentavel das areas agricolas tem
contribuido para a degradacdo do rio Thamalakane-Boteti. De acordo com o0s
autores supracitados, estudos devem ser realizados com o objetivo de estabelecer
medidas de controle de contaminacdo da agua relacionada as atividades humanas,
tais como, manejo agricola e irrigacao (BASIMA et al., 2006).

Carvalho, Schlittler e Tornisielo (2000) destacam que uma das prioridades
para a agricultura e a pecuaria € o0 suprimento de agua, o que leva ao
desenvolvimento desses modelos de atividades préxima a rios ou lagos. No entanto,

0 manejo agricola da area requer o uso de produtos que visam 0 aumento da



producdo, o que desgasta gradualmente o solo, podendo ocorrer lixiviagbes, que
resultardo no carreamento de diferentes espécies quimicas, para os corpos d’agua.
Tais alteracdes quimicas e ecoldgicas no sistema aquatico acarretam prejuizos para
o local (CARVALHO; SCHLITTER; TORNISIELO, 2000).

A Agéncia Nacional das Aguas (2009) destaca que as diversas utilizacbes da
agua exigem diferentes requisitos de qualidade, ou seja, os requisitos de qualidade
estéo relacionados aos usos pretendidos para a mesma.

Em ambito federal o dispositivo legal, que classifica as aguas de acordo com
0S seus usos preponderantes, estabelecendo limites e/ou condi¢cdes para 0s seus
diferentes usos € a resolucdo N. 357, de 17/03/2005, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA). As aguas doces do Territério Nacional sdo classificadas,
segundo a qualidade requerida para 0s seus usos preponderantes, em cinco
classes: classe especial, classes 1, 2, 3 e 4. As aguas doce de classe 2 apresentam,
entre 0s seus usos preponderantes, o abastecimento para consumo humano, apos
tratamento convencional; protecdo das comunidades aquaticas; irrigacdo de
hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com
0S quais o0 publico possa vir a ter contato direto. Por meio desta resolucéo, o
CONAMA atribuiu valores limite para aproximadamente cem parametros de
gualidade para cinco classes diferentes (BRASIL, 2005).

Em ambito global, embora as fontes hidricas sejam abundantes, elas sdo
geralmente mal distribuidas em todo o planeta. Essa problematica tem causado
limitacGes para o desenvolvimento de muitas regides, o0 que restringe o atendimento
as necessidades humanas e acaba por degradar os recursos hidricos.

Outra preocupacao destacada € o controle da qualidade de aguas destinadas
ao consumo humano. E imprescindivel assegurar a qualidade da agua e para tanto,
padrbes ambientais devem ser impostos, visando diminuir os riscos sanitarios (DE
ABREU et al., 2000). A Portaria N. 2.914 de 12 de dezembro de 2011 do Ministério
da Saude disp&e sobre os procedimentos de controle e vigilancia da agua destinada
ao consumo humano e seus padrdes de potabilidade.

Amaral et al. (2003) destacam que a agua destinada ao consumo humano é
um dos meios de transmissdo de enfermidades diarréicas de natureza infecciosa,

gue ressaltado por Isaac-Marquez et al. (1994) torna essencial a sua avaliagao



microbiolégica. As doengas sdo causadas essencialmente por microrganismos
patogénicos de origem entérica, animal ou humana, transmitidos pela rota fecal-oral
(GRABOW, 1996), excretados na forma de fezes de individuos infectados ou
alimentos irrigados por aguas contaminadas.

Medidas devem ser estabelecidas a fim de que as condi¢bes sejam mantidas
de acordo com a classe a que corresponde esse recurso (ANA, 2007). Autores como
Cunha e Callijuri (2010) destacam que o monitoramento possui grande importancia
por permitir o conhecimento da evolu¢do da qualidade das aguas, por meio das
variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas e constatar, a situacdo ambiental da bacia
hidrografica estudada. Esse diagnostico, seja em sistemas de agua doce ou agua
salgada, permite a avaliacdo das respostas do ecossistema aquatico com relagédo

aos impactos antropicos e as suas influéncias no meio.

3.2 Variaveis indicadoras da qualidade das aguas

As normas sao importantes ferramentas para avaliar e classificar os
ecossistemas aquéticos a partir de variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas.
Além do mais, essas diretrizes sdo condi¢des para buscar medidas de controle e
alteracbes de praticas que potencializam a degradacdo dos mananciais,
comprometendo o ambiente (NAVARRO; PIRANHA; PACHECO, 2006).

3.2.1 Variaveis fisicas

Sado variaveis fisicas de qualidade das aguas: cor, solidos, temperatura,
transparéncia e turbidez.

A temperatura das &aguas naturais afeta, tanto a velocidade das reacgbes
guimicas, que ocorrem no corpo d'agua, assim como, a solubilidade das
substancias, a concentracao de oxigénio dissolvido e 0 metabolismo dos organismos
presentes no ambiente aquatico, entre outros processos assim como relatado por

Macedo (2000), que ressalta que a temperatura tem influéncia nos processos



biol6gicos, reagbes bioquimicas e quimicas que ocorrem na agua e em demais
processos, como a solubilidade dos gases dissolvidos e sais minerais. Com o
aumento da temperatura, a solubilidade dos gases diminui enquanto que a dos sais
minerais aumenta, influenciando também o crescimento microbioldgico, uma vez que
cada microrganismo possui uma faixa Otima de temperatura. Mudancas de
temperatura sdo influenciadas por regime climatico e corpos d'agua naturais
apresentam variacbes sazonais. A temperatura superficial é influenciada por fatores,
segundo Gongcalves (2009), latitude, altitude, estacdo do ano, periodo do dia, taxa de
fluxo e profundidade.

A turbidez de uma amostra de a4gua corresponde ao grau de atenuagdo de
intensidade que um feixe de luz sofre ao atravesséa-la, devido a presenca de sélidos
(areia, silte, argila, detritos organicos, algas, bactérias e plancton em geral) em
suspensao (CETESB, 2008). Braga et al. (2006), destacam que quanto maior a
turbidez menor serd a taxa de fotossintese, ocasionando desequilibrio na cadeia
alimentar. Para aguas doces de classe 2 a Resolucdo CONAMA 357/2005,
estabelece que a turbidez ndo deve ultrapassar 100 UNT (Unidades Nefelométricas
de Turbidez) (BRASIL, 2005).

A cor da &gua, importante parametro fisico, € resultado dos processos de
decomposicdo que ocorrem no meio. Por tal motivo, as aguas superficiais estédo

mais sujeitas a possuir cor do que as aguas subterraneas (MACEDO, 2000).
3.2.2 Variaveis quimicas

Branco (1991) e Macedo (2000) relatam que as variaveis quimicas séo
indices essenciais para se caracterizar a qualidade da agua, pois permitem
classifica-la por seu conteido mineral. Em razao dos ions presentes, é possivel
determinar o grau de contaminagdo, caracterizar os picos de concentracdo dos
efluentes toxicos e avaliar simultaneamente o equilibrio bioquimico necessario a
manutengao da vida aquatica.

Entre as principais variaveis quimicas de qualidade das aguas estao cloreto
(CI), oxigénio dissolvido (OD), potencial de oxidacdo-reducdo, sélidos totais

dissolvidos, fésforo total, ortofosfato solavel, nitrato (NO3’), nitrito (NO3), nitrogénio
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amoniacal (amdnia, NH; e aménio, NH,"), condutividade elétrica, pH, demanda
guimica de oxigénio (DQO) e metais como cobre (Cu), zinco (Zn), cromo (Cr),
cadmio (Cd), niquel (Ni) e chumbo (Pb), entre outros, habitualmente denominados
metais pesados.

A presenca de CI" nas aguas superficiais esta relacionada ao lancamento de
esgotos sanitarios ou de efluentes industriais. O cloreto influencia nas caracteristicas
dos ecossistemas aquéticos naturais, pois altera a pressdo osmotica em células de
microrganismos (CETESB, 2008). Para aguas doces de classe 2 a Resolucéo
CONAMA 357/2005, estabelece que a concentracdo limite de cloreto total seja 250
mg L™ (BRASIL, 2005).

A presenca de OD é imprescindivel aos organismos aerébios, uma vez que é
fonte essencial de sobrevivéncia e permite um metabolismo mais eficiente. De
acordo com Libanio (2010), a concentracédo de OD € o parametro mais importante
para expressar a qualidade de um ambiente aquatico, podendo variar naturalmente
ou em decorréncia de agbBes antropicas no langcamento de efluentes. Para aguas
doces de classe 2 a Resolucdo CONAMA 357/2005 estabelece que a concentracéo
de OD em qualquer amostra ndo deve ser inferior a 5 mg L™ (BRASIL, 2005). A
concentracdo de OD é essencial para 0s organismos aerébios. Durante a
estabilizacdo da matéria organica, as bactérias utilizam do oxigénio nos processos
respiratorios, podendo ocasionar reducdo no meio. Além disso, 0 processo de
conversdo da amoénia a nitrito e depois a nitrato esta relacionado ao consumo de
oxigénio dissolvido, podendo afetar a qualidade da vida aquatica (GONCALVES,
20009).

O potencial de oxidagdo-reducdo ou potencial redox é um parametro que
mede a voltagem produzida devido as transferéncias de elétrons entre as espécies
guimicas que interagem em meio aquatico, tais como atomos e moléculas. Trata-se
de um valor que representa a capacidade de uma substancia em receber elétrons.
Pode ser utilizada para determinar o carater redutor ou oxidante do corpo d’agua
(VALLE JUNIOR et al., 2013). Os valores do potencial redox tém grande influéncia
na qualidade das aguas, pois funcdes vitais como a respiracédo estao relacionadas

de forma direta aos seus valores, 0s quais séo dependentes do pH e temperatura do



11

meio (REIS et al, 2007), além de permitir avaliar o processo de oxidagdo da matéria
organica no corpo hidrico (VALLE JUNIOR et al., 2013).

Os residuos solidos encontrados em aguas correspondem aos sélidos totais
dissolvidos e aos sélidos totais suspensos, sendo a origem destes as mais diversas:
aguas poluidas, erosdo natural, detritos de origem organica, plancton, materiais
arrastados pelas aguas de irrigacdo. Os solidos dissolvidos determinam a cor
verdadeira da agua e os solidos em suspensdo sao responsaveis pela cor aparente
e turbidez (REIS et al., 2007).

Em aguas naturais, o lancamento de efluentes ricos em matéria organica,
assim como: erosdo de solos e fertilizacdo artificial dos campos sdo responsaveis
pelo enriguecimento dos corpos d’agua, com nutrientes, em especial, espécies
guimicas contendo nitrogénio e fosforo, que podem ocasionar a proliferacdo
demasiada de algas, prejudicando a utilizacdo de mananciais de agua potavel
(BRAGA et al., 2006).

O nitrogénio pode ser encontrado nos corpos d'agua em funcdo do seu
estado de oxidacdo (que varia de -3 a +5) sob as formas de nitrogénio organico,
nitrogénio molecular (N,), nitrogénio amoniacal (NHz e NH,", formas reduzidas
presentes em condi¢cdes anaerdbias), NO, e NOj (forma oxidada e nutriente
essencial para a maioria dos organismos do corpo hidrico) (LIBANIO, 2010).

Os compostos de nitrogénio sdo macronutrientes para processos biologicos,
pois apOs o carbono, o nitrogénio é o elemento exigido em maior quantidade pelas
células vivas. Conforme exposto no paragrafo anterior, quando descarregados nas
aguas naturais, conjuntamente com o fésforo e outros nutrientes presentes nos
despejos, provocam o enriquecimento do meio aquatico, tornando-o mais fértil e
propiciando o0 crescimento em maior extensdo dos seres que 0s utilizam,
especialmente as algas, o que € chamado de eutrofizacdo (CETESB, 2008).

Nitrogénio amoniacal € toxico aos peixes e 0 nitrato, caso esteja presente na
agua potavel em concentragfes elevadas, € nocivo a saude, pois causa uma doenca
denominada metahemoglobinemia, letal as criancas (ANA, 2009).

Segundo Libanio (2010), por ser menos abundante que o nitrogénio, o fosforo
(quase sempre na forma de fosfato) é frequentemente o principal fator limitante ao
desenvolvimento de algas e plantas no meio aquatico. O fosfato apresenta-se nos
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corpos d’'agua na forma organica ou inorganica e particulada ou dissolvida, sendo o
fosfato total o somatorio destas quatro fracdes. Os ortofosfatos sdo originados a
partir da decomposicdo bioldgica de compostos organicos contendo fésforo e sdo
chamados de biodisponiveis (GUIDOLINI et al., 2010). Quando assimilados, séo
convertidos em fosfato organico e fosfato condensado (CETESB, 2012). Para aguas
doces de classe 2 a Resolucdo CONAMA 357/2005, estabelece que a concentragéo
de fésforo total seja de até 0,10 mg L™, em ambientes léticos (BRASIL, 2005).

A condutividade elétrica esta relacionada com a capacidade da agua em
conduzir corrente elétrica, estando relacionada com a quantidade de ions presentes
no meio aquatico. Moraes (2001) destaca que a condutividade pode fornecer dados
sobre o funcionamento do metabolismo dos organismos aquaticos, assim como,
sobre as atividades humanas que ocorrem na bacia, ja que o resultado da poluicédo
pode ser detectado pelo aumento da condutividade. Na presenca de mata ciliar, os
valores de condutividade diminuem por conta da absorcéo dos ions pela vegetagao.
Em geral, valores de condutividade superiores a 100 puS cm™, sinalizam que o
ambiente esta impactado (CETESB, 2008).

O potencial hidrogeniénico (pH) esta relacionado a concentracdo dos ions
H;O" nas aguas. Segundo Libanio (2010), as aguas naturais de superficie tem pH
entre 6,0 e 8,5, intervalo adequado a manutencdo da vida aquatica. O pH afeta a
solubilidade de diversas substancias, a distribuicdo das formas livre e ionizada de
diversos compostos quimicos e em fungéo disso o potencial de toxicidade de varios
elementos. As medidas de pH sao importantes, pois fornecem informacdes a
respeito da qualidade da agua. Nas aguas naturais as variagcdes sdo ocasionadas,
principalmente, pelo consumo e/ou producdo de dioxido de carbono, pelos
organismos fotossintetizadores e fendmenos de respiracdo dos organismos
presentes (BRANCO, 1989). Para aguas doces de classe 2 a Resolucdo CONAMA
357/2005, estabelece pH entre 6 e 9 (BRASIL, 2005).

A demanda quimica de oxigénio (DQO) é um indicador de matéria organica,
cuja determinacdo se baseia na concentracdo de oxigénio consumido para oxidar a
matéria organica, biodegradavel ou ndo, em meio acido e em condicfes energéticas
por acdo de um agente quimico oxidante forte, como o dicromato de potéssio
(VALENTE; PADILHA; SILVA, 1997; CETESB, 2012).
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A introducdo de metais pesados nos recursos hidricos pode ocorrer de forma
natural, por meio de chuvas, liberacdo e transporte de rocha ou solo, ou por
lancamentos artificiais, através do despejo de esgoto de zonas urbanas, efluentes
industriais e atividades agricolas (GOMES; SATO, 2011; MORAES; JORDAO,
2002).

A expressao “metal pesado” aplica-se aos elementos que possuem densidade
superior a 5 g/cm3 ou numero atdmico superior a 20 (MALAVOLTA, 1994).
Atualmente tais metais vém sendo denominados elementos traco ou metais traco
(MENESES, 2008). Arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre (Cu),
ferro (Fe), niquel (Ni), manganes (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), entre outros, sao
exemplos de elementos trago. (CUI et al., 2011; LIMA JUNIOR. et al., 2002).

Nos corpos d’agua, a toxicidade do metal varia em funcdo do pH do meio e
dos teores de carbono dissolvido e também em suspensdo (BAIRD, 2002). A
legislacdo vigente para 4guas naturais ndo se aplica a todos os metais, mas aqueles
gue sdo comumente encontrados e que podem causar danos a saude e ao ambiente
(LIMA; MERCON, 2011).

A biodisponibilidade de um elemento quimico esta relacionada ao potencial
deste em ser absorvido pelos seres vivos (GUIMARAES; SIGOLO, 2008), sendo
este fator relacionado diretamente a acumulacdo de metais nos organismos. Um
metal pode ser encontrado em diferentes partes de um ecossistema, mas em funcéao
de sua forma quimica, tem-se maior ou menor absor¢do por parte da biota local
(LIMA; MERCON, 2011).

Segundo De Lima (2013), a agricultura € uma importante fonte ndo pontual de
metais para os corpos hidricos. Destacam-se os fertilizantes, pesticidas e dejetos de
animais (SANTOS et al., 2002). Os metais lancados no solo decorrentes da
atividade agricola sédo carreados para os rios pelo escoamento de aguas superficiais
provenientes das chuvas, persistindo no meio aquatico (VINODHINI; NARAYANAN,
2008).

Varidveis como pH, temperatura e oxigénio dissolvido influenciam a
mobilidade e consequentemente a toxicidade do cadmio, cromo, cobre, chumbo,
zinco e mercurio no meio aquatico (CARVALHO et al., 2000), além de fatores como

precipitacdo, troca catibnica e complexa¢cdo com moléculas organicas, que regulam
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a disponibilidade destes elementos metalicos em ambientes aquaticos (COSTA,
2007).

Os metais possuem ainda caracteristicas atdmicas peculiares, dando-lhes
elevada resisténcia a degradacédo quimica, fisica e bioldégica no sistema aquatico
(DE LIMA, 2013). Assim, os leva a persistirem no ambiente aquatico por tempos,
mesmo depois da proibicdo de sua utilizacdo ou despejo nos cursos d’agua (IKEM;
EGIEBOR; NYAVOR, 2003). Ao persistir no sistema aquético, o metal tem sua
concentracdo gradualmente aumentada, o que facilita sua maior concentracdo na
agua e absorcao pelos organismos (ARAI; OHJI; HIRATA, 2007).

Segundo Ferreira, Horta e Cunha (2010), os seres vivos precisam de poucas
guantidades de metais, incluindo o cobalto, cobre, manganés, molibdénio, vanadio, e
zinco, para suas funcdes vitais. No entanto, em concentracbes superiores as
requeridas podem se tornar extremamente toxicos. Metais como mercurio, chumbo e
cadmio ndo apresentam fung¢des para o organismo e o acumulo pode ocasionar
graves doencas. Quando langados como despejos industriais, na dgua, no solo ou
no ar, esses elementos podem ser absorvidos pelos vegetais e animais das
proximidades, provocando graves intoxicacbes ao longo da cadeia alimentar
(PEREIRA; EBECKEN, 2009). Os efeitos que podem ocasionar nos seres vivos tém
atraido a atencdo mundial, em virtude da continua mobilizagcdo antropogénica nos
ambientes (SEEBAUGH; GOTO; WALLACE, 2005). Organismos aquaticos podem
absorver e integrar metais diretamente ou indiretamente através da cadeia alimentar
(FERREIRA et al., 2010).

Em ambientes aquaticos, organismos podem ser expostos ndo apenas a um
anico produto quimico, mas a uma mistura de diversas substancias, ao mesmo ou
guase ao mesmo tempo, e isso pode afetar as comunidades bidticas e 0s processos
ecologicos de uma forma nao previsivel (ROSS; BIRNBAUM, 2003). A concentragcao
de metais pesados na coluna d’agua pode ser baixa, mas em longo prazo pode
aumentar a concentragdo nos sedimentos como resultado do acumulo de poluentes
(BONAI et al., 2009), uma vez que 0s metais pesados que sdo descarregados nas
aguas costeiras e estuarinas associam-se a particulas e sdo incluidos na parte
inferior dos sedimentos (BALKIS; CAGATAY, 2001).
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A investigacdo da contaminacdo do sedimento em estudos ecotoxicologicos &
de grande importancia ja que se caracteriza pela capacidade de acumular poluente,
tornando-se um verdadeiro testemunho dos impactos sofridos ao longo do tempo
pelo corpo receptor (HWAG et al., 2009; ARAUJO; SALLES; SAITO, 2004:
ESTEVES, 1998). Dados o0s riscos ambientais, é fundamental estudar as
interferéncias que atividades ao redor causam nos corpos d’'agua.

A coluna d’agua ndo € a Unica fonte em potencial para toxicidade aos
organismos aquaticos. Os sedimentos localizados ao fundo dos corpos hidricos
podem representar ameaca a sobrevivéncia dos organismos (USEPA, 2000). De
acordo com Vigano (2000), a adsorcao de substancias quimicas as particulas
presentes no sedimento € um processo em que 0s contaminantes podem alcancar
concentracfes elevadas. Assim, o sedimento pode ser considerado um repositério
dessas substancias, mas em longo prazo acaba por se tornar fonte de
contaminantes toxicos a biota aquéatica (SANTOS, 2008).

De acordo com Foster et al. (2002) os sedimentos sao considerados como
compartimento de acumulacao de poluentes a partir da coluna d’agua, por conta da
capacidade de sorcdo e acumulacdo. Diante desse fato, a contaminacdo de

sedimentos é um importante problema ambiental de ordem mundial.

3.2.3 Variaveis microbioldgicas

A importancia da utilizacdo de recursos hidricos seja para fins de ingestao,
domeéstico, agricola ou industrial abrange desde processos até reacdes fisioldgicas,
essenciais para a sobrevivéncia dos seres vivos. No entanto, a 4gua também é fonte
de carreamento de micro-organismos patogénicos.

As variaveis microbiolégicas também merecem posicdo de destaque nos
estudos envolvendo qualidade dos corpos hidricos, pois as condi¢cfes relativas a
protecdo da vida aquatica abrangem organismos como importantes indicadores da
qualidade destes ambientes e como fonte de alimento a populagdo presente
(NAVARRO; PIRANHA; PACHECO, 2006).

Segundo Marouelli, Silva e Silva (2001), uma das caracteristicas que deve ser

avaliada para a determinacdo da qualidade da agua é a condicdo sanitaria. Os
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mesmos autores relatam que é de fundamental importancia analisar e controlar as
aguas destinadas ao uso em irrigacdo, pois se houver incidéncia de organismos
patogénicos no meio, estes irdo contaminar os alimentos irrigados, podendo servir
de veiculo para transmissdo de doencas aos consumidores. A agua destinada a
irrigacéo provém de rios, corregos, lagos ou po¢os proximos as hortas, transportada
por meio de bombas ou canais até as culturas, sem qualquer tratamento prévio
(OLIVEIRA; GERMANO, 1992), podendo ser uma fonte potencial de
enteropatégenos para o vegetal que sera irrigado. Aguas destinadas a irrigacdo séo
fontes originais de contaminacdo quando carreiam alta quantidade de micro-
organismos, tais como coliformes de origem fecal, aeromonas, salmonelas, parasitas
intestinais (PACHECO et al., 2002).

Um dos indicadores da presenca de micro-organismos patogénicos na agua
séo os coliformes, que incluem a bactéria Escherichia coli (SILVA et al, 2011).

Coliformes totais e E. coli sdo variaveis microbiolégicas indicativas de
gualidade das &guas. As bactérias do grupo coliforme s&do consideradas o0s
principais indicadores de contaminacdo fecal. S&o bactérias bacilares, gram
negativas, aerdbias facultativas e nao formadoras de esporos, que estdo associadas
as fezes de animais de sangue quente e com o solo (OLIVEIRA et al., 2011). Neste
grupo de bactérias esta incluido o género Escherichia, que contém grande parte dos
bacilos modveis gram negativos da familia Enterobacteriaceae, compreendendo a
espécie E. coli (NATARO; KAPER, 1998). De acordo com Kaper, Nataro e Mobley
(2004), essa espécie bacteriana € um importante patdgeno tanto na medicina
humana quanto na animal, pois pode propiciar o desenvolvimento de colbnias de
bactérias resistentes a agentes antimicrobianos, uma vez que, tais bactérias sao
capazes de produzir enzima que podem destruir ou modificar a estrutura de
antimicrobianos (MADIGAN et al., 2004). Kaper, Nataro e Mobley (2004), ressaltam
gue a E. coli é encontrada no trato intestinal de animais, podendo causar doencas
tanto nestes quanto em humanos. Os mesmos autores destacam que o principal
processo de infec¢ao por essa bactéria € a contaminacéo dos alimentos.

Existem muitas cepas de E. coli, que sdo caracterizadas pela presenca de
fatores de viruléncia. Os genes responsaveis por tais fatores estdo localizados nos
cromossomos, plasmideos ou fagos (TENG et al., 2004). A E. coli produtora de
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shiga toxina (STEC) e enteropatogénica (EPEC) séo duas das seis categorias que
causam diarreia (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). As STEC estao associadas a
gastroenterite em humanos, como colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica
(OJO et al., 2010). A transmisséo pode ocorrer pelo consumo de carnes mal cozidas
ou cruas, produtos ndo pasteurizados, vegetais e até por aguas contaminadas
(CARVALHO et al., 2012). E definida pela producdo de um ou mais tipos de shiga
toxinas (Stx1, Stx2 ou variantes de Stx2), codificadas por bacteriéfagos lisogénicos,
elementos genéticos moveis (WALDOR, 1998). A outra categoria de toxina
produzida por E. coli enteropatogénica (EPEC) € a intimina, proteina codificada pelo
gene eae, que codifica a intimina requerida para o ataque a mucosa intestinal,
produzindo uma lesdo (BERALDO et al., 2011), e que esta relacionada a diarreia em

todas as espécies animais, incluindo o ser humano (STELLA, 2009).

3.3 Qualidade da 4gua para irrigacéo

A agricultura € uma das atividades econbmicas indispensaveis para a
producdo de alimentos. Uma das prioridades para tal atividade € a necessidade de
agua, o que faz com que o desenvolvimento de tais praticas situe-se proximo a rios
e lagos (CARVALHO et al., 2000).

Segundo Braga et al. (2006) um dos principais usos da agua é a irrigagao,
gue requer agua isenta de organismos patogénicos para vegetais que serao
consumidos cru e livre de substancias toxicas aos vegetais e animais. A
contaminacgdo de alimentos por patdgenos é uma das causas de diarreia em paises
em desenvolvimento, o que tem resultado em elevados indices de morbidade e
mortalidade (LOPEZ-SAUCEDO et al., 2006; CARDOSO, 1998). Desta forma, a
agua destinada para irrigacdo deve estar isenta de organismos patogénicos.
Medeiros et al. (2009) destacam que para 0 monitoramento e controle da qualidade
do corpo d'agua tem-se utilizado indicadores de micro-organismos. Outro fator
destacado por Braga et al. (2006), sdo as concentracOes elevadas de sais
dissolvidos que podem comprometer a pressao osmaética das plantas e reduzir a
permeabilidade do solo, uma vez que o excesso de sais influi negativamente no

aproveitamento de nutrientes do solo.
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Mantovani, Bernardo e Parlatti (2006) relatam que a qualidade da agua é
essencial para éxito em sistemas irrigados, porém ressaltam que, a avaliacéo dela é
muitas vezes negligenciada quando elaboram-se projetos. Como consequéncia, a
irrigacdo pode ocasionar efeitos indesejaveis no desenvolvimento de uma cultura ou
servir como meio de contaminacdo da populacdo, no momento que ocorre a
ingestdo dos alimentos.

De acordo com Fernandez e Garrido (2002), a agua destinada a irrigacdo da
agricultura € o volume de tal recurso que ndo é atingido de forma natural por meio
de chuvas, necessario a aplicacdo aos cultivos, como forma de aperfeicoar o
desenvolvimento bioldgico das culturas. Vasconcelos et al. (2009) e Silva et al.
(2011) ressaltam que a qualidade e a quantidade de agua sado aspectos de grande
importancia para a agricultura irrigada. Por intermédio da irrigacdo, consegue-se
aumentar a producao agricola anual, disponibilidade e estoques de cultivares, ja que
esta prética permite produzir em épocas ndo chuvosas (BERNARDI, 2003). A pratica
da irrigacdo € a maior consumidora de agua entre os mais variados usos desse
recurso, conforme pode ser visualizado na figura 1 que representa as principais
atividades em ambito global que mais se utilizam de recurso hidrico, de acordo com
dados da FAO (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2015).

Principais usos da agua

= Agricultura
E Uso domeéstico
B Inddstria

Figura 1. Principais usos da agua em ambito global.
Fonte: FAO (2015)
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O consumo de 4gua destinada a irrigacéo varia de acordo com a natureza do
solo, tipos de exigéncias entre as culturas e indices de evaporacao de regido para
regido (BERNARDI, 2003). O mesmo autor ressalta que aproximadamente 250
milhdes de hectares sao irrigados em todo o mundo atual, valor cinco vezes maior
em comparacao ao inicio do século XX.

No entanto, o conteudo de sais presentes na agua destinada a irrigagao tem
ampla variabilidade, a depender do manancial em que ser& coletada e da formacéo
geoldgica onde esta localizada, além de outros fatores ambientais que afetam de
forma direta 0os mananciais superficiais e, indiretamente, os aquiferos subterraneos.
A qualidade da &gua para a irrigacéo é avaliada pelo seu conteudo total de sais e
composicdo individual dos ions presentes. ions e cétions em excesso podem
ocasionar prejuizos ao solo, efeito da sodificacdo e as plantas cultivadas, a
depender do grau de tolerancia destas aos sais presentes (BERNARDI, 2003).

De acordo com Mascena et al (2006), trés parametros sao fundamentais para
se determinar a qualidade da &gua: varidveis quimicas, fisicas e condi¢cdes
sanitarias. A qualidade das aguas é influenciada ndo sé por fenbmenos naturais
como também por atividades antropicas. O uso de defensivos agricolas
pertencentes a classe dos organoclorados tem resultado na acumulacéo de residuos
toxicos em diversos ecossistemas. Organismos terrestres (passaros e mamiferos) e
aquaticos tém sido alvos de elevadas concentracdes desses compostos, que
apresentam elevada toxicidade, baixa biodegradabilidade e alta solubilidade nos
tecidos lipidicos. Segundo Rissato et al. (2004), os defensivos organoclorados
podem persistir por um periodo de 15 a 20 anos nos solos e ainda serem arrastados
pelas chuvas, processo de lixiviacao, para o interior das aguas. Em agua potavel, os
pesticidas podem aumentar riscos de ocorréncia de cancer, causar problemas aos
sistemas nervoso, cardiaco e reprodutivo (RISSATO et al., 2004).

A aplicacao indiscriminada de fertilizante mineral no solo pode acarretar
impactos negativos a qualidade das aguas naturais, uma vez que, a transferéncia
dos mesmos, presentes no solo, para reservatérios superficiais e subterraneos de
agua, por escoamento e infiltracdo da dgua da chuva, pode intensificar a proliferacéo
de algas, que consumirdo o oxigénio disponivel no meio aquético, alterando todo o
ciclo biético do mesmo (EMBRAPA, 2007).
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O uso continuo da adubagdo mineral acarreta em deterioragcdo nas
caracteristicas do solo e acumulacdo de metais pesados nos tecidos das plantas,
afetando assim o valor nutricional destas (MOSA et al., 2015). De acordo com 0s
mesmos autores, a fertilizacdo bioldgica, a que se utiliza de insumos naturais como
decomposicdo de materiais organicos, micro-organismos, detritos vegetais e
animais, € um método importante de fornecimento e fixacao de nutrientes as plantas,
sem impactar negativamente no ambiente. Além de melhorar a fixacdo de nutrientes,
estimulam no crescimento das plantas, melhoram a estabilidade do solo, atuam
como controle biolégico, degradam substancias, reciclam nutrientes e promovem
biorremediacdo (MOSA et al., 2015).

Nos estudos de Mosa et al. (2015), a aplicacdo de fertilizantes minerais em
macieiras ocasionaram efeito negativo sobre o crescimento e rendimento dos frutos,
além de aumentar a acidez do solo, teores de potéassio, féosforo e humus. O mesmo
estudo demonstrou, corroborando com as afirmagdes de Flavel e Murphy (2006),
gue a aplicacdo de composto organico aumentou a biodiversidade do solo, melhorou
a fertilidade e auxiliou na capacidade de retencéo de agua.

O efeito positivo de diferentes tipos de adubos, como residuos solidos
urbanos, frutas, dejetos animais e vegetais, nas propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas do solo ja tem sido relatados por autores como D’Hose et al. (2014),
Diacono e Montemurro (2010) e Ros et al. (2006).

3.4 Alteracdo da qualidade das aguas em funcao de préticas agricolas

Os principais poluentes em aguas doces variam em todo o territdrio mundial,
mas um dos principais problemas, encontrado na maioria dos paises, € o impacto
gerado pela agricultura. Grande parte das substéncias que causam impactos
negativos nos corpos d’'agua esta naturalmente presentes no ambiente, e o acumulo
acima do permitido ou os efeitos aditivos de uma série de poluentes ocasionam
graves problemas ambientais (DE MENEZES, 2012). Autores como Helena et al.
(2000), Chae et al. (2004), Das et al. (2010) tém relatado a contaminacédo de agua

com relacao as formas de uso e ocupacao da terra.
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A ocupacado da terra possui influéncia sobre a infiltracdo da agua no solo,
modificada muitas vezes pela acdo humana, através dos programas de manejo. As
atividades humanas e as potencialidades e fragilidades do meio podem ocasionar
impactos ambientais e, em consequéncia, provocar a degradacdo de areas
(BROLLO; VEDOVELLO; ODA, 2000).

Segundo De Menezes (2012), o tipo de cobertura vegetal resulta em
diferentes comportamentos que influenciam no solo e na &gua. Rizzi (1981)
relacionou aspectos associados a importante relacdo das florestas nativas e
conservacao dos mananciais hidricos, com funcéo de interceptar a agua da chuva,
proporcionar boas condi¢des de infiltragéo e possibilitar a reducdo do escoamento
superficial. As funcdes da vegetacdo sdo inumeras, tais como: a) protecao do solo
contra erosao; b) protecdo dos aquiferos das fontes poluidoras por meio da filtragem
e retencdo de sedimentos, nutrientes, pesticidas e outros produtos quimicos; e c)
manutencdo da infiltracdo das aguas da chuva no solo, evitando inundacgfes e
contribuindo para o reabastecimento dos lencois freaticos (MCKERGOW et al.,
2003).

A gqualidade da agua, seja subterranea ou superficial, esta relacionada ao
desenvolvimento da agricultura no local, estimulando aumento da area de cultivo e a
produtividade. Atividades agricolas alteram as condicbes geoquimicas naturais,
como pH, concentracdo de nitrato, presenca de metais pesados, entre outros (LEITE
et al., 2011), limitando o uso da agua para consumo humano e também para a
producao de alimentos (HOWDEN et al., 2009).

Praticas de cultivo do solo agricola, como uso de fertilizantes minerais e
corretivos, podem ocasionar contaminagédo difusa no meio (FOSTER et al., 2002).
Os fertilizantes minerais utilizados podem ficar adsorvidos nas particulas do solo e
por meio da drenagem nos sistemas agricolas, podem ser carreados pela agua até o
manancial, através do processo de infiltracdo (DE MENEZES, 2012).

Os autores Narciso e Gomes (2004), ao estudarem a qualidade da agua
subterranea para abastecimento publico na Serra das Areias - GO notaram que a
maior condutividade elétrica da area estava associada a locais onde havia

predominancia das atividades agricolas. Esta mesma concluséo foi evidenciada por
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Lee et al. (2005), reforcando a ideia de que o uso da terra tem influéncia sobre a
gualidade da agua.

Com relacdo a contaminacdo por metais pesados em funcdo das praticas
agricolas, Filizola et al. (2002) concluiram que, as atividades agropecuarias tém
importante funcdo na contaminacdo dos manancias, atividade com alto potencial
degradador e modificador da qualidade dos corpos hidricos (MERTEN; MINELLA,
2002).

No cenério de diversas alteracfes climaticas, reduzir as emissdes de Oxido
nitroso passa pela reducdo da poluicdo da agua por fontes agricolas de nitrato. A
prevencao dessa poluicdo envolve, entre outros fatores, o monitoramento da
qualidade da agua proveniente da lixiviacdo do solo. A definicdo de boas préticas
agricolas esta relacionada a regulamentacdo dos periodos de aplicacdo de
fertilizantes e inseticidas, uso de fertilizantes proximos a corpos d’agua e em areas
inclinadas, gestdo do solo, entre outras medidas. Os programas que envolvem as
acOes de boas préticas agricolas devem incluir medidas obrigatérias e restritivas,
relativas aos periodos de proibicdo de aplicacdo de fertilizantes, em encostas
ingremes, locais saturados ou inundados de agua e proximo aos cursos d’agua
(BEYRUTH, 2008). Segundo o mesmo autor, a utilizagdo de herbicidas € necessaria
para manter o carbono imobilizado na biomassa, combater pragas das culturas e
reduzir a competicdo dos infestantes, o que garante melhores rendimentos.
Entretanto, o uso de defensivos envolve riscos, pois a grande maioria possui
propriedades intrinsecas que os tornam téxicos para a saude e o ambiente, caso
nao sejam utilizados de maneira correta, 0 que vem a comprometer a biota natural
do solo e contaminar as aguas.

Segundo Stopelli e Magalhdes (2005), o solo e a agua podem ser poluidos
por meio de aerossais, de dispersédo dos pesticidas no solo e escoamento durante a
aplicacdo. Carvalho et al. (2000) ressaltam que a legislacdo brasileira integra a
avaliacdo, controle e gestdo das &guas superficiais e subterraneas, baseada no
estado ecolégico e quimico, exigindo acbes para reducdo ou eliminacdo de
emissfes que comprometam a qualidade das aguas.

A qualidade das aguas esta relacionada diretamente com 0s organismos

vivos. Estes em qualquer ecossistema obtém a energia por meio da cadeia
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alimentar. Caso ocorra mudanga na qualidade da &gua, havera alteragbes na
populacdo de micro-organismos dessa biota 0 que comprometera todo o
ecossistema. Um exemplo desse fato, segundo o relatério da Comissdo Européia
(2013), é a eutrofizacdo, que € resultado do excesso de nutrientes no meio aquatico,
gerados em funcao da atividade humana, em especial pela agricultura. De acordo
com os dados do mesmo relatério, os niveis de nutrientes inorganicos como o
amoniaco, nitratos e fosfatos determinam a quantidade de micro-organismos que
tém capacidade de crescimento em qualquer ecossistema. Aguas eutrofizadas
podem apresentar mais micro-organismos do que aguas oligotrofizadas. Quando
existem &guas com deficiéncia em nutrientes e sdo repentinamente adicionadas
grandes quantidades de efluentes, varias espécies de micro-organismos podem
aparecer, como as cianobactérias e as algas.

Magalhdes Janior (2000) destaca a participacdo das universidades que, por
meio de seus projetos de pesquisas, avaliam a qualidade da 4gua existentes nas

mais diversas regifes do pais.

3.5 Populacdes bacterianas em agua: métodos de determinacédo e

importancia ambiental

Os micro-organismos respondem de forma rapida as alteracbes ambientais e
S80 0S responsaveis por processos biogeoquimicos, como a metabolizacdo do
carbono organico dissolvido, essenciais para o funcionamento do ecossistema
(HAHN, 2006). De acordo com Kent et al. (2007), a estrutura e funcdo dos micro-
organismos aquaticos séo influenciadas por fatores extrinsecos e fatores intrinsecos.

Entende-se por comunidades microbianas o conjunto de diferentes espécies
de micro-organismos em diferentes propor¢des que realizam muitas funcdes
(BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2006). Essas comunidades sdo compostas de
micro-organismos procariotos e eucariotos. Hahn (2006) relata que dependendo do
ambiente aquatico, o conjunto de bactérias chega a representar mais de 90% dos

micro-organismos presentes.
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A diversidade microbiana esté relacionada com a composicdo genética dos
micro-organismos e o papel ecologico e até funcional dentro do ecossistema
(HUNTER-CEVERA, 1998).

A determinacdo da concentracdo dos coliformes assume importancia como
parametro indicador da possibilidade da existéncia de micro-organismos
responsaveis pela transmissdo de doencas de veiculacao hidrica (CETESB, 2008).
Para aguas doces de classe 2 a Resolugcdo CONAMA 357/2005, estabelece que nao
devera ser excedido o limite de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mL em
80% ou mais de pelo menos seis amostras coletadas durante o periodo de um ano,
com frequéncia bimestral e que é possivel determinar E. coli em substituicdo ao
parametro coliformes termotolerantes (BRASIL, 2005).

Entender a atividade da comunidade microbiana do solo € essencial para
compreender os niveis de organizacdo de todo o ecossistema. Estudos sobre
bioindicadores demonstram que 0S micro-organismos, em razao de suas
caracteristicas como atividades bioquimicas e metabdlicas, demonstram respostas
rapidas as alteracdes ambientais (SIX et al., 2006).

Zak et al. (1994) relatam que as analises de diversidade metabdlica sao feitas
comparando-se o0s perfis de resposta catabdlica, por meio de estudo padrédo
utilizando diferentes fontes de carbono. Uma das alternativas para realizacdo desse
estudo é a incubacdo de amostras em microplacas Biolog Ecoplate (CHAVEZ et al.,
2011).

O sistema Biolog é formado por diferentes tipos de placas, cada uma
contendo fontes de carbono especificas para identificacdo de grupos de micro-
organismos. O Ecoplate é um sistema utilizado especialmente para andlise de
comunidades microbianas de amostras ambientais (PRESTON-MAFHAN; BODDY;
RANDERSON, 2002).

O Biolog EcoPlate € uma placa que contém 96 pocos, divididos em trés
réplicas de 31 fontes de carbono com corante redox violeta tetrazolina e um corante
negativo que ndo contém fonte de carbono. As 31 fontes de carbono podem ser
divididas em seis categorias de nutrientes: &cidos carboxilicos, aminas,

aminoécidos, carboidratos, compostos fendlicos e polimeros (LIMA; GARCIA, 2011).
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Papatheodorou, Efthimiadou e Stamou (2008) relatam que o estudo
envolvendo a diversidade funcional da microbiota, com uso do Biolog, € uma
importante ferramenta que indica as mudancas da qualidade do solo, local escolhido
pelos autores, ou envolvendo as alteragGes responsivas a estresses. Souza et al.
(2012) com o objetivo de estudarem a microbiota do solo e a influéncia de praticas
agricolas neste, utilizaram o sistema Biolog Ecoplate, concluindo que se trata de
uma importante ferramenta para avaliar os grupos bacterianos de determinado
ecossistema.

Janniche, Spliid e Albrechtsen (2012) e They et al. (2013) concluiram que o
uso das placas Ecoplate € uma importante ferramenta para estudar e comparar 0s
perfis fisiologicos da comunidade microbiana em amostras de agua, com ou sem

poluicdo no local.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido junto a fazenda pertencente a Fundacdo Parque
Zoologico de Sao Paulo (FPZSP), localizada no municipio de Aracgoiaba da Serra-
SP. Nesta fazenda se produz parte da alimentacdo dos animais mantidos no
Zoologico de Sao Paulo. No zooldgico, desde 2005, é realizada a compostagem de
residuos vegetais e animais, produzindo composto organico a partir de dejetos
vegetais, animais, carcagas de animais, que € aplicado mensalmente na fazenda em
area destinada ao cultivo de hortalicas. A area rural do zoologico de S&o Paulo,
consiste em uma fazenda de aproximadamente 574 hectares, localizada no
municipio de Aracoiaba da Serra-SP e é responsavel pela producédo de alimentos
para os animais confinados no parque e no Zoo Safari.

O terreno da horta possui aproximadamente 1,5 hectare e é dividido em 96
canteiros com 2 metros de largura e 7 metros de comprimento. A area é adubada
com fertilizantes minerais desde a sua criacdo no ano de 1982, seguindo as normas
agrondmicas e quantidades conforme a necessidade, determinada nas analises de
solo. Na area da horta também é encontrado um pog¢o nao jorrante que fornece agua

para consumo humano. Em 2005, com a criagdo da usina de compostagem do
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zooldgico em Séao Paulo, foi iniciado o uso de adubo organico como complemento e
protecdo do solo em area total, porém sem nenhum controle ou andlise de
nutrientes.

A horta € irrigada por um sistema de gotejamento, para suprirr a necessidade
hidrica dos vegetais cultivados. O sistema é alimentado por uma motobomba
posicionada proxima a area, aproveitando agua do coérrego, localizado a 30 m da
area de cultivo das hortalicas, recebendo, em consequéncia disso, a influéncia do
manejo do solo nesse local de producdo. Na horta da FPZSP, apo6s preparo do solo
com grade e encanteirador, aplica-se adubo organico na proporcédo de 200 t ha™,
além de fertilizantes minerais (cloreto de potassio, superfosfato simples, bérax e
sulfato de amoOnio) como complemento e dependendo das necessidades das
culturas a serem plantadas.

O corrego estudado denominado Ribeirdo do Lajeado, esta a uma altitude
meédia de 637 m, pertence a Bacia Hidrogréfica do Rio Sorocaba e Médio Tieté,
apresentando em 2013 e 2014 vazdes médias de 12,60 L s* e 11,85 L s*,
respectivamente. Este cérrego, que tem entre 0s seus usos preponderantes a
irrigacé@o de hortalicas e a preservacdo da vida aquatica, esta sob a influéncia das
atividades agricolas realizadas na fazenda do zooldgico, como também de
atividades agricolas desenvolvidas em outras propriedades rurais, vizinhas da
fazenda e também cortadas pelo corrego. O corpo d'agua, porém, encontrava-se,
nos anos de 2013 e 2014, assoreado principalmente pelo cultivo irregular em Areas
de Protecdo Permanente e do lancamento de solo retirado para construgdo de
edificacdes e de pavimentacdo de estradas e acessos. Outra possivel interferéncia
gue atinge a mata ciliar e o corpo d’agua é a lixiviacdo das areas no entorno, afetada
pelo arraste de solo e consequentemente da fertilizacdo mineral de diversas areas
produtivas e adubo organico da horta.

Os pontos onde foram realizadas as coletas de agua do cérrego e do poco
artesiano néo jorrante estdo representados na Figura 2: a montante do local de
captacao de agua para irrigacdo (P1 e P2) ressaltando que P1, localizado préximo a
mata nativa, ndo sofre influéncia da horta da FPZSP e esta mais proximo a nascente
(Figura 3) enquanto P2 esta localizado na diregdo da horta (Figura 4); P3 esta

proximo do local de captacéo (Figuras 5 e 6) e a jusante do mesmo, encontram-se
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P4 (Figura 7) e P5 (Figura 8). P6 esta localizado no pogo artesiano nao jorrante
conforme representado na Figura 9. Foram coletadas amostras simples de agua s
em até 30 cm de profundidade para o corrego, e de agua subterranea em até 45 cm
de profundidade para o poco, com auxilio de baldes de plastico com capacidade
para 8 L, sendo ambientalizados com agua do préprio local, antes da amostragem
do material, realizada em quatro periodos, sendo dois em 2013 (abril e setembro) e
dois em 2014 (maio e setembro), representadas por 1C (primeira coleta), 2C
(segunda coleta), 3C (terceira coleta) e 4C (quarta coleta).

A primeira coleta (1C) foi realizada em um més no qual houve ocorréncia de
precipitacdes, que em funcao disso foi caracterizado como chuvoso, diferentemente
do observado para as demais coletas.

Figura 2. Representacdo esquematica do local. Coordenadas geograficas dos
pontos de coleta: P1 (23°34'48,13"S - 47°35'10,69”0); P2 (23°34'47,15"S-
47°35'15,0470); P3 (23°34'46,07'S - 47°35'17,46”0); P4 (23°34'45,34”’S -
47°35'17,35°0); P5 (23°34'44,06"S - 47°35'18,80"0); P6 (23°34'47,21"S -
47°35'12,3670)



Figura 3. Ponto 1 - localizado préximo a mata Figura 4. Ponto 2 - localizado na direcdo da
nativa, sem interferéncia da horta da FPZSP horta

Figura 5. Bomba para captacdo da agua
destinada a irrigagao das culturas da FPZSP.

Figura 6. Ponto 3 - local onde a agua € Figura 7. Ponto 4 - localizado em propriedade
captada para a irrigacéo das hortalicas rural vizinha a FPZSP

28
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Figura 8. Ponto 5 - Fazenda vizinha a FPZSP Figura 9. Ponto 6 - pogo artesiano nao jorrante,
com a presenga de animais no corpo hidrico, do qual agua é captada para consumo dos
além de visualizados no momento da coleta, funcionarios da FPZSP.

cachorros e gatos no local.

As Figuras 10 e 11 mostram a horta preparada para o plantio das culturas e o
composto organico que é aplicado na FPZSP, respectivamente. A temperatura
média do ar e os indices pluviométricos nos meses em que as coletas de agua

foram realizadas estéo representados nas Figuras 12 e 13.

Figura 10. Horta preparada para plantio. Figura 11. Composto orgéanico
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Ressalta-se que no periodo correspondente a segunda coleta (2C), nao
houve incidéncia de chuva no local, caracterizado este momento como de calor
intenso na regido. Os meses correspondentes a terceira (3C) e quarta coleta (4C)
nao apresentaram altos indices pluviométricos, no entanto, durante dois dias que
antecederam a coleta das amostras, houve chuva na regido. Destaca-se que trés
dias antes da amostragem do material, nas coletas de 2014, houve aplicacdo de

fertilizantes minerais no local da horta.
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Figura 12. Temperatura média e niveis de precipitacdo nos meses de 2013.
Fonte: Agritempo (2015).
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Figura 13. Temperatura média e niveis de precipitacdo nos meses de 2014.
Fonte: Agritempo (2015).

4.1Coleta de amostras e processamento

Foram adotados procedimentos de coleta, armazenamento e preservacao de
amostras de &gua, descritos no Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de
Amostras: aguas, sedimento, comunidades aquaticas e efluentes liquidos
(BRANDAO et al., 2011).

Nas Tabelas 1 e 2 a sequir, estdo reunidos os parametros fisicos, quimicos e
microbioldgicos que foram determinados na agua amostrada, assim como, o tipo de
recipiente, a quantidade de amostra, as formas de preservacdo e armazenamento e
0 prazo de validade. Tais parametros foram definidos em fungédo dos objetivos do
nosso estudo e da legislacdo ambiental em vigor (CONAMA 357/2005). Amostras de
agua para extracdo de DNA, andlises de comunidades bacterianas e coliformes
foram armazenadas em frascos esterilizados em autoclave no dia anterior a coleta,
destacando que nas amostras para a andlise de coliformes adicionou-se solucdo de
EDTA 15% (ml/v), pois se trata de agente quelante. No ato da coleta as amostras
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foram identificadas e mantidas sob refrigeracdo durante todo o percurso até o local
de processamento das mesmas.

Os recipientes para armazenamento da agua amostrada eram de plastico
inerte, com capacidade para 1000 mL de liquido, para agua destinada a metais, ou
com de capacidade para 500 mL para as amostras destinadas as determinaces dos
parametros quimicos. Recipientes de vidro ambar, com capacidade para 1000 mL de
liguido, foram usadas para as amostras destinadas as determinacdes dos

indicadores bacterianos e extracdo de DNA.

Tabela 1. Armazenamento e preservacao de amostras para ensaios microbiologicos.

Ensaio Recipiente Preservagéo Armazenamento Prazo de
D) Validade
Resfriamento entre
Indicadores P,V, SP LE Resfriamento 2 e 8°C e proteger 8h(R)
bacterianos (em gelo) da luz. Nao 24 h (AC)
(2) congelar.

Legenda: (1): LE = limpeza especial (anexo 1); P = frasco plastico descartavel (de polimero inerte);
V = frasco de vidro neutro; SP = sacos plasticos estéreis; (R = prazo regulatério; AC = analise para
controle); (2) Coliformes totais, Coliformes termotolerantes, E. coli

Tabela 2. Parametros fisicos, quimicos, tipo de recipiente para armazenamento das
amostras, volume de &agua a ser amostrado, preservacdo, armazenamento
adequado e prazo de validade (a partir do momento da coleta).

Paréametro Tipo de Preservacgéo Armazenamento Prazo de Validade
Recipiente
Cloreto, CI’ CI 28 dias
Nitrato, N-NOj3 Plastico Inerte Resfriamento Refrigeracdo a
Nitrito, N-NOy (em gelo) 4° + 2°C NO3, NO, 48 h
Ortofosfato Plastico Resfriamento Refrigeracdo a
(Preativo) Inerte* (em gelo) 40 + 20C 02 dias
Adicionar
Fosforo total Plastico H,SO4(aq) 1+1 até Refrigeracéo a Nitrogénio — 07 dias
Nitrogénio Inerte* pH < 2. 4° + 2°C Fosforo total - 28
amoniacal Resfriamento dias
(em gelo)
Adicionar
DQO (demanda Plastico Inerte  H,SO4(aq) 1+1 até Refrigeracdo a
guimica de pH < 2. 40 + 20C 28 dias
oxigénio) Resfriamento
(em gelo)
Adicionar HNO3(aq) Boro e Mercurio -
Metais Plastico 1+1 até pH < 2. Refrigeracdo a 28 dias
Inerte Resfriamento 4° + 2°C Demais metais — 6
(em gelo) meses

*: lavagem especial.
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As variaveis condutividade, oxigénio dissolvido (OD), pH, potencial de
oxidacdo-reducdo (ORP), sdlidos totais dissolvidos (TDS) e turbidez foram
determinadas no local, com auxilio de sonda multiparametros, de procedéncia
Horiba modelo U-50. O teor de cloreto (ClI) foi determinado por titrimetria de
precipitacdo (método argentimétrico, 4500-CI" B). Foram determinados por
espectroscopia molecular na regiao do visivel os teores de nitrogénio amoniacal, N-
NH;" (método do fenato 4500-NH3 F); fésforo total, P, apos digestdo prévia das
amostras com acidos sulfarico e nitrico e ortofosfato soltvel, denominado fosforo
reativo, Preativo, (Método do acido ascorbico 4500-P E). A demanda quimica de
oxigénio (DQO) foi determinada colorimetricamente, em 430 nm, apos digestdo das
amostras em meio contendo &cido sulfarico concentrado, dicromato de potassio,
sulfato de mercurio e solucdo acida de sulfato de prata, metodologias descritas no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).
Previamente a determinacdo de Py, amostras da primeira e da segunda coleta,
tiveram o seu volume reduzido de 1,00 L para 0,10 L, por aguecimento, para que as
concentracbes do analito se enquadrassem na faixa de deteccdo da metodologia
analitica adotada. Para a determinacdo de nitrato (N-NOgz) e nitrito (N-NO3y)
empregou-se kit de andlise (Spectrokit) de procedéncia Alfakit, que adota
procedimentos denominados Nitrato NTD e Nitrito NTD, respectivamente, baseados
em espectroscopia molecular na regido visivel, em 535 nm, com reduc¢éo prévia do
N-NO3 a N-NO’, empregando-se uma mistura composta por biftalato de potassio e
zinco metalico. As amostras da primeira e segunda coletas foram submetidas a
liofilizacdo em aparelno de procedéncia Savant SuperModulyo para que as
concentracbes de N-NOjz e N-NO, se enquadrassem na faixa de deteccéo do
método empregado, diferentemente do observado para as duas Ultimas coletas, em
gue nao houve necessidade de submeter as amostras a liofilizacdo uma vez que
essas encontravam-se na faixa de deteccéo do método.

A determinacdo de cada variavel quimica foi realizada em triplicata e as
metodologias se encontram detalhadamente descritas no Anexo Il. Todas as
determinacdes realizadas por espectroscopia molecular na regido visivel, ou seja,
por andlise colorimétrica, foram realizadas em espectrofotometro modelo 20-D, de
procedéncia Spectronic.
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As concentragfes pseudo totais de As, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Se
e Zn nas amostras de agua, foram determinadas por espectroscopia de absorcéo
atdbmica com chama ar-acetileno, usando espectrofotdmetro de absorcao atdbmica de
procedéncia GBC Avanta.

As amostragens de sedimento foram realizadas a cerca de 1 m da margem do
rio, usando tubo de PVC, com o qual foi feita uma perfuracdo de aproximadamente
30 cm, inclinando-o a aproximadamente 45°. Os sedimentos foram acondicionados
em sacos plasticos devidamente lacrados, identificados e acondicionados em gelo
durante todo o percurso da viagem. A secagem das amostras de sedimento foi
realizada em casa de vegetacdo, simplesmente expondo-os ao ar atmosférico. Na
sequéncia, as amostras foram peneiradas no proprio local utilizando-se malha
granulométrica de 2 mm. Para a determinacdo das concentracdes pseudo totais de
As, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Se e Zn, as amostras foram submetidas a
digestdo (Figura 14), conforme procedimento descrito no Anexo Il e os teores
desses elementos no extrato resultante da digestdo foram determinados por

espectroscopia de absorcdo atbmica com chama ar-acetileno.

Figura 14. Amostras de sedimentos
na etapa de digestao

A determinacdo do teor de fésforo no sedimento foi realizada por
espectroscopia molecular na regiao visivel, em 400 nm, em espectrofotbmetro
modelo 20-D, de procedéncia Spectronic e a metodologia analitica empregada

consta do Anexo II.
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4.2 Variaveis microbiologicas

A determinacao da presenca de coliformes totais (Figura 15) e E. coli (Figura
15) foi realizada pela técnica da membrana filtrante utilizando-se kit microbiologico
para determinacdo de coliformes totais e E. coli ( Alfakit , codigo 1808, Floriandpolis
— Brasil).

Para a analise, foram filtrados 100 mL de &gua coletada para cada ponto, em
triplicata, em membrana estéril de 0,45 pym. Posteriormente, as membranas foram
colocadas sobre meio especifico e incubadas em estufa tipo B.O.D. a 37°C por um
periodo de 24h. Apos esse periodo de incubacao as placas foram expostas a luz UV
para se determinar, a partir do aparecimento de fluorescéncia (Figura 16), a
presenca ou auséncia de E. coli. Para cada ponto, em todas as coletas, as analises

microbioldgicas foram realizadas em triplicata.

Figura 15. Determinacdo do nimero mais provavel de coliformes
totais utilizando placa microbioldgica kit Alfakit
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Figura 16. Determinacao de E. coli: placas s&o expostas
aluz U.V.

Figura 17. Determinacéo de E. coli

Para deteccdo dos genes de viruléncia em E. coli, técnicas moleculares séo
empregadas porque auxiliam na deteccdo. A investigacdo dos genes de viruléncia
citados foi realizada, pois na analise metagenémica desenvolvida por Martins et al.
(2013) encontrou-se, no composto produzido com residuos animais e vegetais
aplicado na FPZSP, porcentagem referente a familia Enterobacteriaceae.

As amostras de agua coletadas foram submetidas a extracdo de DNA
metagendmico por meio do kit PowerWater DNA Isolation kit (MOBIO Laboratories,

Inc.) de acordo com o protocolo do fabricante. O DNA metagendmico foi quantificado
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e qualificado em espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Uniscience).
Apobs o processo, o0 mesmo foi submetido a técnica de PCR, visando a deteccao dos
genes de viruléncia: shiga toxina (stx1 e stx2) e enteropatogénica (eae) utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos para tais genes, apresentados na Tabela 3
(CHINA; PIRSON; MAINIL, 1996):

Tabela 3. Genes de viruléncia estudados, seus respectivos oligonucleotideos e
amplicons.

Gene Oligonucleotideos Amplicon (pb)

Stx1 F(5-AGAGCGATGTTACGGTTTG-3) 388
R(5TTGCCCCCAGAGTGGATGI)

Stx2 F(5-TGGGTTTTTCTTCGGTATC-3) 807
R(5-GACATTCTGGTTGACTCTCTT-3)
eae F(5-AGGCTTCGTCACAGTTG-3) 570

R(5-CCATCGTCACCAGAGGA-3)

A reacao de PCR foi realizada utilizando-se aproximadamente 40 ng de DNA,;
tampdo PCR 1X [20 mmol L™ em Tris-HCI (pH 8,4) e 50 mmol L™* em KCI]; MgCl, 2
mmol L™; dNTP 0,2 mmol L™; 10 pmols de cada oligonucleotideo iniciador; 1,0 U de
Taq DNA polimerase e dgua ultrapura para completar o volume de 20 pL na reacao.
Como controle positivo utilizou-se DNA da bactéria E. coli. A reacéo foi realizada de
acordo com Borges et al. (2012), em um termociclador Mastercycle Gradiente
(Eppendorf), com o perfil térmico: 5 minutos a 94°C; 30 ciclos de 30 segundos a
94°C; 45 segundos a 50°C; 60 segundos a 72°C, seguidos por uma incubacéo final
de 5 minutos a 72°C. A PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%
para a verificacdo da presenca dos amplicons dos genes de viruléncia investigados.
Para a eletroforese utilizou tamp&o TBE 1X(Tris 89 mmol L™; 4cido bérico 89 mmol
L' e EDTA 2,5 mmol L™, pH 8,3) contendo 0,5 ug mL™ de brometo de etideo e como
padrédo de tamanho molecular foi aplicado em cada gel 3 yL do padrdao 1Kb ladder
(Fermentas). A eletroforese foi processada a 80V durante 1 hora. Apds, o gel foi

analisado em um fotodocumentador Gel Doc 1000, com luz UV (Bio Rad, USA).
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Além do descrito, as amostras foram avaliadas quanto a capacidade da
populacdo microbiana na utilizacdo de diferentes fontes de carbono (Biolog Ecoplate
Inc. Harward, California). Esta metodologia permite a analise funcional de
microrganismos de amostras ambientais baseada no padréo de utilizacdo de uma
grande variedade de fontes de carbono em microplacas (GARLAND; MILLS;
YOUNG, 2001; PRESTON-MAFHAM; BODDY; RANDERSON, 2002). Cada
microplaca Biolog (Figura 18) contem 31 fontes de carbono, em triplicata, e uma
cavidade sem fonte de carbono (controle negativo), além do corante indicador
tetrazolio violeta, o qual representa a respiracdo celular da microbiota da amostra
ambiental. Para verificagcdo do metabolismo da populagédo encontrada nas amostras
de agua das quatro coletas, incubou-se 150 pL de 4gua de cada ponto, diretamente
nos 96 pocos da placa EcoPlate, sendo o procedimento feito em fluxo laminar para
gue nao houvesse contaminacdo do meio. Estas placas foram mantidas a
temperatura média de 27°C em estufa tipo B.O.D., a fim de prevenir diferencas

temporais e espaciais no consumo dos substratos.
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Figura 18. Microplaca Ecoplate para metabolizacéo de
fontes de carbono.

O consumo de cada substrato foi medido pela leitura 6tica a 590 nm, a cada
24 h durante 6 dias consecutivos. A capacidade de utilizar uma fonte de C foi

determinada conforme lbekwe e Kennedy (1998), pela equacéo 1:
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We = 100 (Wa - W0)/WO0 Equacéao 1
Em que:
We é o indice de desenvolvimento da cor;
Wa é a absorbancia de cada cavidade;

WO é a absorbancia do branco.

A condicdo para que a reagdo seja positiva € a de que We seja superior a
100. A partir desses dados foram calculados: a Riqueza de substratos consumidos
pela microbiota local (Ss), que representa o numero total de substratos consumidos
pela microbiota, de acordo com lbekwe e Kennedy (1998); a Média dos indices de
Desenvolvimento de Cor (MDCC) que representa a respiragdo média pela reducao
do tetrazolio pela metabolizacdo das fontes de carbono presentes na placa toda, a
partir do proposto por Garland, Mills e Young (2001) e o Indice de Diversidade de
Shannon (H) que representa a uniformidade de utilizacdo um de substrato em
relacdo ao namero de substratos utilizados pela microbiota local.

O indice de diversidade de Shannon (H), que compreende tanto a riqgueza de
substratos como a intensidade com que foram consumidos pela microbiota local
(MORAIS, 2008), foi calculado utilizando-se a equacao 2 (ZAK et al., 1994):

H="->pi (In pi) Equacéo 2
Em que:

H = indice de diversidade de Shannon;

pi = razdo entre a atividade de utilizacdo de determinado substrato e a

utilizacao de todos os substratos.

Para a interpretacdo dos dados obtidos com o uso do Ecoplate, optou-se pela
criacdo de heatmaps que fornecem representacdes visiveis sobre o consumo de
substratos em cada ponto estudado. O uso do Ecoplate é uma ferramenta pouco
explorada em estudos envolvendo diversidade microbiana em agua. Para tanto, os
dados obtidos em todos os tempos de incubacdo foram normalizados a partir da

formula proposta por Hackett e Griffiths (1997), que propdem o uso de uma equacao
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para se trabalhar com os dados de todos os tempos, verificando assim o

metabolismo e consumo durante todo o periodo de incubacao.

3] =

=3 Y GG+ - )

Equacao 3

Onde:
Aik: normalizagao dos resultados nos tempos de leitura;
j: tempo de incubacéo (1° dia, 2° dia, 3° dia, 4° dia)

4.3 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
variacdo nas parcelas, sendo as variaveis obtidas tanto no local quanto em
laboratério submetidas a analise exploratéria no software SAS (SAS INSTITUTE,
2008). Para a criagdo dos heatmaps e ANOVA para interpretacdo do consumo e
metabolismo dos substratos pela microbiota do ambiente, utilizou-se o software R
(THE R PROJECT FOR STATISTICAL COMPUTING, 2014) a partir dos dados

normalizados.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade da agua foi avaliada em campo, com auxilio de sonda
multipardmetros e em analises laboratoriais de varidveis quimicas e microbiolégicas.
A Tabela 4 apresenta as condicoes e padrdes de qualidade, ou seja, os valores
maximos para os parametros de qualidade da agua, avaliados neste estudo,
estabelecidos na Resolucdo CONAMA 357/2005, para aguas doces de classe 2.
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Tabela 4. Condi¢cOes e padrdes de qualidade estabelecidos na CONAMA 357/2005
para aguas doces de classe 2 em ambiente |6tico.

CONAMA 357/2005

Parametros Condicdes e Padrdes de
Qualidade

pH 6,0-9,0

oD 250

TDS 500

Turbidez 100

Ccr 250

N-NO, 1,0

N-NO3 10,0

N-NH." 3,7 para pH <7,5

I:)total 0,10

As 0,01

Ba 0,7

Cd 0,001

Cr 0,05

Cu 0,009

Hg 0,0002

Ni 0,025

Pb 0,01

Se 0,01

Zn 0,18

Coliformes termotolerantes 1000

PH: potencial hidrogenidnico; OD: Oxigénio Dissolvido (mg L™); TDS: Sélidos totais dissolvidos (mg L
); Turbidez (UNT); CI: Cloreto Total (mg L™); N-NO,: Nitrito (mg L™); N-NO3": Nitrato (mg L™); N-
NH,": Nitrogénio Amoniacal (mg L™); Py Fésforo Total (mg L™); As (mg L™): arsénio total; Ba (mg L’
b: bario total; cd
(mg L™): cadmio total; Cr (mg L™): cromo total; Cu (mg L™): cobre dissolvido; Hg (mg L™): merctirio
total; Ni (mg L™): niquel total; Pb (mg L™): chumbo total; Se (mg L™): selénio total; Zn (mg L™): zinco
total. Coliformes termotolerantes: 1.000/100mL.

Embora os par@metros condutividade, potencial de oxidacao-reducéo, célcio,
molibdénio e fésforo reativo tenham sido avaliados, 0os mesmos ndo estdo
contemplados na Tabela 4, pois a Resolucdo CONAMA 357/2005, ndo estabelece

valores para estes parametros.

5.1 Variaveis fisicas e quimicas

A Figura 16 apresenta a média aritmética das variaveis pH, OD,

condutividade, turbidez, ORP e TDS das quatro coletas para todos os pontos
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amostrados. Para a variavel pH a faixa preconizada pela Resolu¢do 357/2005 esta
destacada assim como o limite para a turbidez. O minimo para OD esta destacado
em azul. O limite estabelecido pela Cetesb (2008) para a condutividade esta
demarcado por uma linha de coloragcdo marrom. Entre todos os pontos de todas as
coletas, foi possivel perceber pequena variacao para pH, de 4,98 a 7,65. Para OD, a
variacdo ocorreu de 3,60 a 9,21 mg L™. Os valores médios de condutividade e TDS
variaram de 15,67 a 132 uyS cm™ e 9,67 a 86,00 UNT, respectivamente, sendo a 2C
a que apresentou os maiores valores em todos os pontos amostrados. Os valores de
turbidez foram inferiores ao limite maximo estabelecido pela Resolucdo CONAMA
357/2005 (Tabela 4), com excecao de P2 e P3 da 4C. O aumento da turbidez nestes
pontos pode ser justificado pelo revolvimento de particulas durante a amostragem
(2P) e presenca de 6leos e graxas observados no momento da coleta, uma vez que
existe, no 3P, moto-bomba para captacdo da agua destinada a irrigacdo dos
alimentos produzidos na horta. Para ORP, os pontos 3, 4 e 5 foram o0s que
apresentaram os maiores valores em todas as coletas (Figura 16).

A Figura 17 apresenta a média aritmética dos resultados obtidos para as
variaveis: CI', N-NO,", N-NOz, N-NH;", Piotai Preaiivo € DQO das quatro coletas para
todos os pontos amostrados, podendo observar que a maior concentracao
encontrada para Cl” foi 3,58 mg L™ para o P5 na 2C. Nesta coleta foram observados
0S maiores teores para esta variavel, com excecao dos pontos 3 e 6. As formas de
nitrogénio, N-NO, e N-NOg', apresentaram os maiores teores na 4C, o que pode ser
justificado pela lixiviacdo do solo em que houve aplicagcédo de fertilizantes minerais.
Para N-NH,", os pontos 1, 4 e 5 da 3C apresentaram-se superiores em rela¢éo aos
demais. Para a variavel Preaivo @ 3C apresentou os maiores valores e para Py 0S
maiores valores foram observados na 3C e 4C. Para a variavel DQO, a 4C

apresentou 0s maiores teores, com excecdo apenas do  P5.
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Figura 20. Média aritmética das variaveis: CI', N-NO;, N-NOz’, N-NH4", Potal, Preativo

e DQO nos diferentes pontos.
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A Tabela 5 apresenta a andlise de variancia de acordo com o modelo

estatistico utilizado para as variaveis fisicas e quimicas. Entre as coletas € possivel

concluir que para todas as variaveis, houve diferencas significativas, indicando que

pelo menos a média obtida pela triplicata das leituras de uma das coletas diferiram

entre si.

Com relacdo aos pontos (Tabela 5) apenas as variaveis pH, ORP, TDS e CI

apresentaram diferencas significativas a 1% de probabilidade, demonstrando que

pelo menos a média de um dos pontos diferiu em relacdo as médias dos demais .

A Tabela 6 apresenta todas as variaveis que diferiram estatisticamente entre

as coletas, de acordo com a analise de variancia demonstrada na Tabela 5.

Tabela 5. Quadrados meédios obtidos a partir da analise de variancia para as
variaveis fisicas e quimicas.

F.V. Coletas Pontos Residuo Média CV (%)
pH 0,27* 1,25* 0,07 6,33 4,21
oD 4,76* 1,14 1,57 6,63 18,92
Condutividade 5198,89** 1569,60 168,81 60,34 21,53
TDS 2068,13** 626,66** 78,77 38,91 22,81
Turbidez 3419,01* 820,12"™ 669,15 31,48 82,18
ORP 5059,27* 26920,53** 1535,83 177,44 22,09
CI 1,66** 1,66** 0,31 1,84 30,31
N-NOy 0,003** 0,001" 0,002 0,029 25,52
N-NO3 0,664** 0,0044" 0,019 0,522 26,77
N-NH," 0,09** 0,03™ 0,015 0,112 111,53
Piotal 0,138** 0,001™ 0,001 0,151 25,37
Preativo 0,035** 0,0009™ 0,009 0,052 60,84
DQO 38,04** 3,54" 2,07 2,04 70,55

CV: Coeficiente de varia¢é@o experimental.

"S * e ** - nZo significativo, significativo a 5% e 1% pelo teste F, respectivamente.
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Tabela 6. Variaveis que apresentaram significAncia entre as coletas.

COLETAS
F.V 1C 2C 3C 4C
pH 6,17 b 6,54 a 6,12 b 6,48 a
oD 6,45 ab 7,66 a 5,53 b 6,89 ab
Condutividade 57,80 b 102,33 a 3555 ¢ 45,67 bc
TDS 3733 b 65,50 a 23,94 b 28,89 b
Turbidez 17,90 b 15,76 b 2553 b 56,73 a
ORP 171,00 b 154,39 b 164,61 b 219,77 a
CI 1,41 b 2,46 a 1,41 b 2,11 ab
N-NO, 0,02 b 0,02 b 0,02 b 0,06 a
N-NO3’ 0,51 b 0,22 ¢ 0,38 bc 0,98 a
N-NH," 0,02 b 0,05 b 0,29 a 0,08 ab
Ptotal 0,02 ¢ 0,02 ¢ 0,31 a 0,25b
Preativo 0,01b 0,01b 0,17 a 0,22 a
DQO 0,00 b 0,00 b 3,00 a 3,50 a

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Por meio do teste de Tukey, a variavel pH na 2C e 4C diferiu estatisticamente
da 1C e 3C. Entretanto, do ponto de vista quimico e bioldgico, esta diferenca nédo
exerce influéncia sobre o meio. Os valores observados encontram-se proximo a
neutralidade e dentro do intervalo preconizado pela CONAMA 357/2005 e pela
Portaria N. 518 de 2004. Em determinadas condi¢des, o pH pode contribuir para a
precipitacdo de elementos quimicos, como 0s metais pesados ou influenciar a
solubilidade dos nutrientes. Este parametro € um dos indicativos mais importantes
para o controle dos recursos hidricos, sejam eles superficiais ou subterraneos
(BAIRD, 2004). Os valores de pH encontrados pela média das coletas (Tabela 4)
situam-se proximo a neutralidade e dentro do intervalo de pH preconizado pela
CONAMA 357/2005 e pela Portaria supracitada. De acordo com Ayres e Westcot
(1999), para as aguas destinadas a irrigacéo de culturas, a faixa ideal de pH é entre
6,5 a 8,4, pois valores fora deste intervalo podem provocar deterioracdo dos
equipamentos de irrigacdo. Vianna et al. (2011) encontraram valores de pH dentro
da faixa ideal para aguas de irrigacdo da microbacia do Rio Alegre — ES.

Para a variavel OD, em todos os pontos de todas as coletas, os valores
observados situaram-se acima do minimo estabelecido pela diretriz, assim como
encontrado por Zan et al. (2012), quando analisaram aguas superficiais do rio
Jamari. Pinto, Oliveira e Pereira (2010) e Araujo et al. (2004), ressaltam que esta
variavel € amplamente utilizada para avaliar o impacto de poluentes sobre 0s corpos

d’agua. E importante ressaltar que o teor de OD pode predizer a qualidade das
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aguas superficiais, uma vez que a proliferacdo de bactérias esta relacionada
diretamente a concentracéo de OD (ARAUJO; SALLES; SAITO, 2004).

A variavel condutividade na 2C apresentou maior valor, podendo ser
explicado pelas baixas precipitagées ocorridas no local, ndo sendo suficientes para
promover diluicdo dos sais na agua, como sugerido por Shuster et al. (2013) e De
Farias (2006). No estudo de Goncalves (2009), foram observados aumentos
graduais na condutividade elétrica em alguns dos pontos amostrados, concluindo
que esse acréscimo pode estar relacionado as acées antropicas. A medida que se
aumenta a quantidade de solidos dissolvidos nos corpos hidricos, a condutividade
aumenta (SHUSTER et al., 2013), o que corrobora com o visualizado para a variavel
TDS, em que o maior valor observado foi na 2C, diferindo entre os demais periodos
coletados (Tabela 6). Os sdlidos presentes em aguas correspondem aos sélidos
totais dissolvidos e aos sodlidos totais suspensos, sendo suas origens as mais
diversas: &guas poluidas, erosdo natural, detritos de origem orgéanica, plancton,
materiais arrastados pelas aguas de irrigacdo (REIS et al., 2007). Os resultados
obtidos neste estudo encontram-se abaixo do limite especificado pela Resolugcéo
CONAMA 357 (Tabela 4). Excesso de solidos dissolvidos nas aguas pode ocasionar
alteracdes e problemas de corrosdo nos equipamentos de irrigacdo além de sérios
problemas de salinizacdo no solo (PIVELLI, 2009). Diante dessas consideracdes, 0
limite estabelecido pela Resolucdo CONAMA é de 500 mg L™, assim, todos os
resultados obtidos foram inferiores a esse valor.

Para a variavel turbidez observa-se que a média dos resultados da 4C é igual
a 3C, e estatisticamente diferente das médias da 1C e 2C (Tabela 6). Isto pode ser
justificado pelas caracteristicas de clima e temperatura do ano de 2014. Browne et
al. (2014) destacam que quanto maior a turbidez menor sera a taxa de fotossintese,
ocasionando desequilibrio na cadeia alimentar.

Com relacdo a ORP, a média dos resultados da 4C diferiu com relacdo a
média obtida nas demais (Tabela 6). Os valores de ORP tém grande influéncia na
qualidade das aguas, pois fung¢des vitais como a respiracdo estdo relacionadas
diretamente aos seus valores, os quais sdo dependentes do pH e temperatura do
meio (REIS et al, 2007; CHANG; KU; YEH, 2014).
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As médias dos resultados para CI° demonstram que as maiores
concentracdes foram obtidas na 2C e 4C (Tabela 6). A média dos pontos entre todas
as coletas indica que a concentracdo dessa variavel estd abaixo do preconizado
pela legislagéo (Tabela 4). Lemos, Ferreira Neto e Dias (2010) estudando a 4gua da
Lagoa Apodi (Rio Grande do Norte) verificaram predominancia de cloreto,
justificando o aumento de concentragdo, como sendo influenciado pelo periodo de
seca, devido a ocorréncia de elevada evaporacdo no corpo d'agua. Durante o
periodo de seca, assim como neste trabalho (2C e 4C), notou-se elevacdo da
concentracdo de cloreto na agua, concluindo-se que os teores de CI" ndo sao
exclusivamente influenciados pela agricultura, mas também por fatores climaticos
em associagdo ao ciclo hidrolégico, como sugerido por Hunt, Herron e Green.
(2012). Altas concentracdes de cloreto em &guas doce podem interferir em
processos biolégicos dos organismos aquaticos, como sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo (HUNT; HERRON; GREEN, 2012).

Para todas as coletas o teor de N-NO; foi inferior ao valor maximo disposto
na legislacéo (Tabela 4). Apenas a Ultima coleta apresentou diferencas estatisticas
com relacdo as demais, que entre si ndo apresentaram diferencas (Tabela 6). O
nitrogénio € um dos elementos mais importantes no metabolismo dos organismos
aguaticos, devido a sua participacdo na formacdo de proteinas, sendo um dos
componentes essenciais dos seres vivos. Quando presente em baixas
concentracdes pode funcionar como fator limitante na producédo primaria dos lagos e
reservatorios. Entretanto, na forma de nitrito, quando em altas concentracdes, torna-
se extremamente toxico a grande maioria dos organismos aquaticos, sendo
encontrado em baixas quantidades em ambientes oxigenados (SUN et al., 2012). O
fitoplancton pode assimilar nitrito, caso haja escassez dos ions aménio e nitrato;
assim o nitrito € reduzido, no interior da célula, a amonio, pela acdo da enzima
nitrito-redutase (MCCARTHY; GOLDMAN, 1979).

Com relagéo as concentracfes de N-NOs', nenhuma das coletas apresentou
valor de NO3 superior a 1 mg L™ (Tabela 6). Na 4C foi encontrado o maior valor
entre a média dos pontos, seguido da 1C que nao diferiu estatisticamente da 3C e
esta foi igual a 2C. Resultados para essa variavel foram observados por Cumar e

Nagaraja (2011), acima da legislacdo local sobre a qualidade das &guas do lago
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Haralukunte na cidade de Bangalore (india), possivelmente pelas descargas
pontuais das industrias préximas a area. Silva et al. (2011) ressaltam que em
periodos chuvosos, o que pode ser constatado para os parametros N-NO; e N-NOg3,
ambos para a 4C, ha maior concentracdo de nutrientes nos ambientes aquéticos, em
virtude da chuva ser uma fonte difusa. Uma das principais fontes de nitrogénio para
0s corpos hidricos € a lixiviacdo do solo pelo aumento dos indices pluviométricos
(SIPAUBA-TAVARES; BRAGA, 2007), o que justifica o comportamento observado
para o nitrato na 1C. Este mesmo elemento quando presente em aguas destinadas a
irrigacdo possui 0 mesmo efeito para as culturas que o nitrogénio contido nos
fertilizantes minerais, assim aguas com excesso de nitrato podem aumentar o
crescimento vegetativo, retardar a maturagdo ou provocar colheitas de baixa
gualidade (SILVA et al., 2011).

As maiores concentragdes de N-NH," foram observadas na 3C e 4C,
possivelmente pela aplicacdo de fertilizantes minerais na area da horta um dia antes
da amostragem da agua (Tabela 6). Baixos teores de nitrogénio amoniacal também
foram encontrados por Varol et al. (2012), ao avaliarem a qualidade da agua do rio
Tigre (Turquia). Entre as diversas formas de nitrogénio, o nitrato juntamente com o
fon aménio possui grande importdncia nos ecossistemas aquaticos, pois
representam as principais fontes de nitrogénio para os produtores primarios
(ESTEVES, 2011).

Os dois ultimos periodos amostrados apresentaram 0s maiores teores de Pigtal
(Tabela 6). Os nutrientes nitrogénio e fésforo, carreados nos fluxos decorrentes de
lixiviagcdo dos solos agricolas, sdo destacados por Lewis e Wurtsbaugh (2008) como
uma das principais formas ndo pontuais de contaminacdo quimica dos corpos
d’agua. De acordo com Payne (1986), o fésforo total € considerado um bom
indicador do conteudo de nutrientes em qualquer ecossistema.

As maiores concentracdes de Peaiivo foram observadas na agua amostrada na
3C e 4C (Tabela 6). Embora a CONAMA 357/2005 ndo estabeleca valor maximo
para Preativo, do ponto de vista limnologico, esta € a principal forma de fésforo
assimilada por vegetais aquaticos, portanto, sua quantificacdo torna-se
indispenséavel (DIAS; SIPAUBA-TAVARES, 2012). King et al. (2014) ressaltam que a
presenca dessa forma de fosfato na agua depende da densidade e também da
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atividade dos organismos, como fitoplanctons e macrofitas aquaticas, que podem
introduzir elevadas quantidades desses ions. Devido a alta temperatura, a
metabolizacdo dos organismos aumenta, fazendo com que esse elemento seja
rapidamente assimilado e incorporado a sua biomassa, podendo produzir ATP.
Assim, esse pode ser um dos motivos da concentracéo de fosfato estar abaixo do
limite, como justificado por Young e Briggs (2008). O fésforo reativo sollvel,
destacado por Gleber et al. (2012) e Stutter e Lumdson (2008), pode ser a parte
mais representativa do fésforo no fluxo da enxurrada em situacfes de solo com alta
cobertura vegetal, intensificando o risco ambiental.

Com relacdo a DQO, o método utilizado demonstrou que todos os pontos
amostrados, nos dois periodos estudados, apresentaram valores abaixo do
detectavel pela metodologia analitica empregada, inferindo assim, a baixa
guantidade de matéria organica nos pontos analisados. Sbruzzi (2012), ao utilizar
métodos laboratoriais para determinagdo de DQO, na avaliacdo da agua de cava
para extracdo de areia no municipio de Osoério — RS encontrou valores muito baixos
ou inexistentes.

A Tabela 7 apresenta as variaveis pH, condutividade, ORP, TDS e CI" que
apresentaram diferencas significativas (Tabela 5) entre a média dos pontos

amostrados em todas as coletas realizadas.

Tabela 7. Variaveis que apresentaram significancia entre os pontos amostrados de
acordo com o modelo estatistico.

pH Condutividade ORP TDS Cl
P1 7,20 a 80,08 a 60,08 d 5191 a 251a
P2 6,57 b 65,50 a 109,58 cd 41,75 a 1,90 a
P3 6,45 Db 57,82 a 185,00 bc 36,67 a 181la
P4 6,14 bc 72,96 a 197,75 bc 46,42 a 2,06 a
P5 6,06 bc 62,42 a 221,33 ab 41,08 a 2,17 a
P6 554 c 23,25 b 290,92 a 15,67 b 0,62 b

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 7, para a variavel pH, P1 foi o que demonstrou estar
na neutralidade, diferindo-se dos outros pontos analisados. Resultados semelhantes

para esta variavel foram encontrados por Shelton et al. (2014), em uma coluna
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d’agua. Liu e Zou (2012), ao avaliarem a qualidade da agua da cidade de Jinan
(China) em pontos especificos durante 10 semanas no ano de 2011 notaram que
para esta variavel ndo houve variagdo entre os pontos selecionados, que todos
estavam na faixa da neutralidade. O P6 diferiu estatisticamente dos pontos 1, 2 e 3
(Tabela 7). Todos os pontos, com excecédo ao P6, estdo dentro do limite indicado
pela legislacdo ambiental em vigor no Brasil. De acordo com a Portaria N. 518 de
2004 do Ministério da Saude, a faixa de pH recomendada para a agua potavel é
entre 6,0 e 9,5 (BRASIL, 2004). Considerando esse intervalo, o ponto de coleta em
gue a agua é destinada ao consumo humano (P6), ndo se encontra dentro do
recomendado pela portaria em questdo. Valores de pH abaixo de 6,0, embora
favorecam a acgéo bactericida do cloro, representam fator de agressividade para os
materiais que constituem as tubulacdes, diminuindo a vida util destas, podendo
deteriorar a qualidade da agua tratada pela presenca dos produtos oriundos da
corrosdo e/ou do meio externo (SCURACCHIO, 2010).

Com relacdo a condutividade, € possivel perceber que apenas o P6 diferiu
estatisticamente dos demais (Tabela 7). De acordo com Silva et al. (2011) a agua
subterranea tende a apresentar aumento nas concentracfes de substancias
dissolvidas a medida que percola os aquiferos, no entanto, fatores como clima e
contaminacdo causada pelo homem podem interferir nesse resultado. Paz et al.
(2002) relatam que em é&reas onde se desenvolvem praticas agricolas, as
caracteristicas das espécies dissolvidas na &gua podem estar fortemente
influenciadas pelos produtos quimicos utilizados: inseticidas, herbicidas, fertilizantes
minerais, entre outros. Com relacdo aos resultados obtidos neste trabalho, Lima,
Franca e Loiola (2014) encontraram valores superiores em diferentes amostragens
de pocos na regido do semi-arido do Ceara.

Para a variavel ORP, P6 diferiu estatisticamente de P1, P2, P3 e P4 (Tabela
7). Corcovia e Celligoi (2012), ao estudarem diferentes pontos de agua subterranea,
encontram valores de ORP proximos aos obtidos neste trabalho para P3, P4 e P5.
Shelton et al. (2014), também obtiveram resultados proximos aos obtidos no nosso
estudo. Li et al. (2010) encontraram valores de ORP superiores em amostras de
aguas do sul da China. Lima e Garcia (2011) ao avaliarem aguas subterraneas da
llha de Maio localizada no arquipélago de Cabo Verde encontraram valores de ORP
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semelhantes ao visualizado para o P6 nesse trabalho. Dentre os fatores externos
gue mais contribuem para a formacao de excesso de radicais livres, resultantes do
processo quimico no qual uma substancia perde elétrons, Corcévia e Celligoi (2012)
destacam a poluicdo ambiental, gases de escapamento de veiculos e pesticidas,
entre outros.

Nas amostras de agua da 3C e 4C foram determinadas as concentracdes
pseudototais de As, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Se e Zn, por espectroscopia
de absorcdo atdémica com chama. Os resultados destas analises demonstraram
“auséncia” de As, Ba, Cd, Cr, Cu, Hg, Mo e Ni na 4gua amostrada e presenca de Ca,
Pb, Se e Zn. Na Tabela 8 sdo apresentadas as concentracbes pseudototais de Ca,
Pb, Se e Zn nas amostras de agua da 3C e 4C.

Tabela 8. Concentracdes pseudototais de Ca, Pb, Se e Zn em amostras de agua da 3C e
4C.

AGUA COLETAS
3C 4C
METAIS ™51 P2 Ps P4 P5 P6 | PL_ P2 __P3__P4__P5 _P6
Zn 0,00 005 002 002 001 000|000 002 002 001 001 0,00
Pb 0,00 001 001 001 000 000|000 001 001 001 000 0,00
Ca 0,00 003 002 002 001 000|011 027 012 012 0,14 0,03
Se 0,00 033 0,18 041 030 024|020 040 0,30 0,00 0,00 0,00

Zn (mg L™): zinco pseudototal; Pb (mg L™): chumbo pseudototal; Ca (mg L™): célcio pseudototal; Se
(mg L™): selénio pseudototal

A presenca do Zn pode ser justificada pela aplicacéo de fertilizantes minerais
no solo e a presenca de Ca pela lixiviagdo do composto organico aplicado na area
da horta, uma vez que, amostras de solo coletadas nesta area, apresentaram
concentracdes elevadas de calcio, que podem estar relacionadas com a composicao
do adubo organico aplicado no local, ja que na producdo do mesmo foram
empregadas carcacas de animais.

Para Pb, os teores encontrados situam-se no limite permitido pela legislacao
vigente. Figueiredo, Capitani e Gitahy (2004), em analises da agua superficial do
Alto Vale do Ribeira, para constatar a presenca do elemento Pb, ndo encontraram
valores acima ao estabelecido. No entanto, Henrique, Guimarées e Fonseca (2014)
notaram valores acima do permitido para este elemento, o que pode ser justificado

pela presenca de atividades industriais proximo ao corpo d’agua do municipio de
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Cacapava — SP. A presenca de Pb no meio aquatico estd relacionada,
principalmente, a poluicdo antropica (COTTA; REZENDE; PIOVANI, 2006).

Exceto em P1, as concentracdes pseudototais de Se nos demais pontos da
3C, assim como, em P1, P2 e P3 da 4C excederam o valor maximo estabelecido na
resolucdo CONAMA 357/2005 para a concentragao total de Se, ou seja, excederam
0,01 mg L. Entretanto, de acordo com Moraes (2008), o Se é um elemento
recentemente incluido na lista dos essenciais para as plantas, uma vez que faz parte
do RNA transferidor que estéa envolvido na sintese de proteinas. Pode ser absorvido
nas formas mineral e organica e até mesmo no estado gasoso. Deficiéncias de Se
no solo podem ser corrigidas por meio da adubacé&o de plantio, adicionando-se de 5
a 15 g de Se t* de fertilizante NPK, ou adubacéo foliar ou aplicacdo na prépria
semente. A legislacdo brasileira ndo permite sua incorporacdo nos fertilizantes
consumidos (MORAES, 2008).

A presenca dos metais nas amostras analisadas pode ser atribuida, em
funcéo da atividade agricola com a devastacao da mata ciliar do trecho em estudo e
da lixiviacdo natural do solo da regido (LIMA; SANTOS, 2012).

Os mesmos metais quantificados nas amostras de agua também foram
dosados em amostras de sedimento, recolhidas em pontos (P4 e P5) do corpo
d"agua que possibilitaram o0 acesso necessario para a coleta. Os resultados obtidos
demonstraram auséncia de As, Ba, Mo e Se nas amostras analisadas e a presenca

de Hg, Cr, Cd, Cu, Zn, Pb, Ni e Ca, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9. Concentracdes pseudototais de Ca, Pb, Se e Zn em amostras de sedimento da
3C e 4C.

SEDIMENTO COLETAS
3a 4a
METAIS P4 P5 P4 PS5
Hg 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Cr 0,003 0,004 0,003 0,002
Cd 0,004 0,005 0,003 0,003
Cu 0,002 0,001 0,001 0,002
Zn 0,021 0,022 0,018 0,018
Pb 0,003 0,003 0,004 0,005
Ni 0,0002 0,0002 0,002 0,0002
Ca 0,0003 0,0002 0,0002 0,0002

Hg (mg L™): merctrio pseudototal; Cr (mg L™): cromo pseudototal; Cd (mg L™): cadmio pseutotal; Cu (mg L'l):
cobre pseudototal; Zn (mg L‘l): zinco pseudototal; Pb (mg L‘l): chumbo pseudototal; Ni (mg L’l): niquel
pseudototal; Ca (mg L'l): célcio pseudototal.
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Jesus et al. (2004), ao estudarem as concentracbes médias dos metais
encontrados nos sedimentos do sistema estuarino da Baia de Vitoria encontraram
concentracdes elevadas de Hg pseudototal, Cu pseudototal e Zn pseudototal (0,31;
0,71 e 1,66 mg L™, respectivamente), associando estes resultados & geologia do
local e a contribuicdo antrépica decorrente do descarte de efluentes industriais na
regiao.

Corbil et al. (2006), ao estudarem o sedimento de diferentes cérregos
pertencentes a bacia do Rio Jacaré-Guacu (localizado no estado de S&o Paulo)
encontraram altos valores de Cd total, Cu biodisponivel (na faixa de 2 a 62 mg kg™)
e Zn biodisponivel (intervalo de 3 a 444 mg kg®) destacando como problema
principal a devastacdo das matas ciliares, acarretando diferentes impactos nos
recursos hidricos da regido central do estado de Sao Paulo. Concluem que as
maiores concentragdes nesses sistemas demonstram a necessidade, em curto
prazo, de manejo adequado dos recursos hidricos da regido e ressaltam a
importancia da andlise do sedimento nos estudos ambientais, uma vez que muitos
organismos aquaticos (como os macroinvertebrados bentdnicos) se utilizam deste
para sobrevivéncia e alimentacao.

Chen et al. (2010), ao analisarem o estuario de Yangtze (China) destacaram
gue anteriormente ao estudo acreditavam que os sedimentos do local apresentavam
metais pesados por conta da industrializacdo da regido metropolitana de Shanghai.
No entanto, constataram baixas concentracoes de metais pesados (analisaram 17
metais) na area de estudo, obtendo resultados discordantes da hipotese inicial.
Concluiram que o estuario estudado ndo apresentava altas concentracées de metais
no sedimento por conta da bacia de drenagem, que influencia a dispersdo dos
metais pesados no corpo d’'agua.

Sing e Hasnain (1999), ao avaliarem sedimentos em pontos especificos do rio
Damodar, localizado na india, encontraram, na maioria dos pontos selecionados,
baixas concentragfes dos metais em analise, concluindo baixa biodisponibilidade
destes, no local. Entretanto, em alguns pontos (isolados dos demais pontos de
coleta) foram encontradas elevadas concentracfes pseudototais dos metais Mn, Zn,

Cr, Cu e Ni, justificadas pela presenca de atividades de mineracao.
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Para a analise de P Nas amostras de sedimentos, os resultados obtidos
foram: na 3C, P4 e P5 apresentaram teores de 219 e 109 mg kg™, respectivamente.
Para a 4C, os teores foram 357 e 101 mg kg™, respectivamente. Os teores
encontrados neste estudo foram superiores aos relatados por Fontana (2008),
analisando fosforo em sedimentos de regides portudrias do estado de Santa
Catarina e por Marins, De Paula Filho e Rocha (2007), em sedimentos ao longo do
estuario do rio Jaguaribe (Ceard). No entanto, de acordo com a Resolucéo
CONAMA 454 de 01 de novembro de 2012 que estabelece diretrizes gerais sobre
sedimentos, o limite estabelecido é até 2000 mg kg™. Costa, De Maria e Camargo
(2010), encontraram valores de Py, acima do visualizado neste estudo em amostras
de sedimento, o que pode ser justificado pela aplicacdo de lodo de esgoto no solo,
uma vez que este composto apresenta em sua constituicdo este nutriente e uma das
causas de arraste para o corpo hidrico é a lixiviagao.

As variaveis medidas encontram-se dentro dos limites definidos na legislacéo,
sugerindo que a agua, neste local, apresenta qualidade adequada. A confirmagéo
dessa qualidade se complementard& por meio de analises laboratoriais

microbiologicas.

5.2 Parametros microbioldgicos

Entre os parametros microbiolégicos que merecem devida atencdo quando se
trata de qualidade da agua de irrigacao, estdo os coliformes totais e em especifico
Escherichia coli. De acordo com Rodrigues et al. (2011) e Thevenon e Poté (2012) a
contaminacao da agua pela comunidade microbiana apresenta como uma das fontes
os residuos animais e é preciso monitorar e avaliar a concentragdo desses micro-
organismos. Paruch e Maehlum (2012) destacam os coliformes totais e a E. coli
como os indicadores de contaminacdo do ambiente como os mais frequentemente
utilizados. A Figura 18 demonstra o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
totais e E. coli obtidos a partir da média dos resultados de triplicata das placas
obtidas de acordo com as analises microbiologicas realizadas para determinacdo da

presenca desses micro-organismos utilizando-se kit microbiolégico (Alfakit).
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Figura 21. Numero Mais Provavel de coliformes totais e E. coli nos seis
pontos amostrados das quatro coletas, sendo a quantidade de coliformes
representadas pela barra de coluna e E. coli representada com o numero
sobre a barra

E possivel notar maior incidéncia de coliformes totais nas amostras oriundas
da 1C (abril de 2013), principalmente no P4, ou seja, a que apresentou 0S maiores
indices pluviométricos, assim como encontrado por Hong, Qiu e Liang (2010), ao
analisarem a quantidade de coliformes totais e fecais de aguas ao longo de 6 locais
distribuidos ao longo do rio Dongijang (China). Segundo Cha et al. (2010), a
concentracdo de coliformes tende a ter relagdo direta com niveis de precipita¢des,
portanto os meses de menores indices pluviométricos correlacionam com menor
incidéncia desse indicador bacteriano e os que apresentam indices mais elevados,
maior possibilidade de incidéncia dos coliformes totais. Lemos, Ferreira Neto e Dias
(2010) destacam que os coliformes totais ndao indicam contaminacao fecal recente
ou presenca de enteropatdgenos, ressaltando que grande parte desses micro-
organismos podem estar presentes em solos ou em vegetais em processo de
decomposicdo. Os mesmos autores encontraram grande numero de populagcéo
microbiol6gica ao estudar a lagoa do Apodi (Rio Grande do Norte — Brasil) em um

periodo semelhante ao apresentado neste trabalho.
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Nenhuma E. coli foi observada nas amostras de agua da primeira coleta,
diferentemente do visualizado nas demais coletas. Pela andalise da Figura 18,
destaca-se a quantidade de E. coli na 4C, podendo ser explicado por uma época de
seca em gque 0s animais procuravam agua para dessedentacdo. Um outro fato que
pode explicar a presenca da bactéria em questdo nos pontos amostrados pode ser a
presenca de animais silvestres préoximos ao local, uma vez que a E. coli é
encontrada no trato intestinal dos mesmos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Considerando-se o0s resultados negativos ou de baixa concentracdo de
bactérias classificadas como E. coli pela metodologia da membrana filtrante foi
utilizada uma metodologia alternativa de detecgdo dessas bactérias, principalmente
algumas com alta capacidade patogénica. Sendo assim, optou-se pelo emprego da
técnica de PCR com oligonucleotideos especificos para 3 genes de viruléncia dessa
espécie. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados detectam genes de shiga toxina
(gene stx1 e stx2) e intimina (gene eae) e na reacdo de PCR levam ao aparecimento
de amplicons contendo 388, 807 e 570pb, respectivamente.

Nem toda espécie de E. coli &€ patogénica e possui 0s genes de viruléncia que
podem causar algum impacto ao ser humano ou animal, entretanto estudos
realizados por Shelton et al. (2014), que mostraram a presenca de cepas de Stx e
eae em amostras de agua de uma bacia hidrografica do Condado de Franklin
(Franklin County — Pensilvania). No presente estudo, porém ndo foi possivel a
deteccdo de genes de viruléncia das bactérias E coli nas amostras de agua,
conforme visualizado nas Figuras 19, 20 e 21, que demonstram a deteccdo dos
genes stx2, eae e stx1, respectivamente. De modo geral, as bandas positivas de 07,
570 e 388 pb referentes a amplificacdo dos genes stx 2, eae e stx1, sO apareceram
em reacdes onde se colocou o DNA de controle positivo de E. coli. Nas amostras de

DNAs metagendmicos obtidos das amostras de agua, as reacdes foram negativas.
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Figura 22. Deteccdo de gene stx2 em amostras de agua coletada em (A): 1C; (B): 2C; (C):
3C; (D): 4C. (C+): Controle positivo; (C1): Controle positivo mais DNA metagen6émico; (C-):
Controle negativo; P1-P6: Todos os pontos amostrados. Padrdo:1kb DNA Ladder -
Fermentas, seta 1000pb, bandas abaixo: 750, 500 e 250pb, respectivamente.
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Figura 23. Deteccdo de gene eae em amostras de agua coletada em (A): 1C; (B): 2C; (C):
3C; (D): 4C. (C+): Controle positivo; (C1): Controle positivo mais DNA metagendmico; (C-):
Controle negativo; P1-P6: Todos os pontos amostrados. Padrdo:l1kb DNA Ladder —
Fermentas, seta 1000pb, bandas abaixo: 750, 500 e 250pb, respectivamente.
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Figura 24. Deteccéo de gene stx1 em amostras de agua coletada em (A): 1C; (B): 2C; (C):
3C; (D): 4C. (C+): Controle positivo; (C1): Controle positivo mais DNA metagendmico; (C-):
Controle negativo; P1-P6: Todos os pontos amostrados. Padrdo:lkb DNA Ladder —
Fermentas, seta 1000pb, bandas abaixo: 750, 500 e 250pb, respectivamente.

5.3 Comparacéao da populacéo por avaliagcdo do metabolismo de carbono

Além de avaliar a qualidade da agua de acordo com 0s parametros usuais
demonstrados até o momento, neste trabalho optou-se por avaliar também o

potencial metabdlico de degradacdo microbiano de alguns substratos, a fim de se
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comparar a populagéo microbiana e estimar a diversidade de organismos presentes
no ambiente em cada ponto amostrado. Isso foi realizado através da avaliacao da
capacidade de utilizacdo de diferentes fontes de carbono pela técnica do Biolog
Ecoplate.

De acordo com a Tabela 10 a populacdo microbiana do ambiente caracteriza
como diverso entre as coletas. A Riqueza de substrato (Ss), Iindice de
Desenvolvimento de Cor por Placa (MDCC) e indice de Diversidade de Shannon (H)
foram calculados ap6s 120 h de incubag¢do porgque observou-se que neste periodo
os resultados de leitura oOtica mantinham-se constantes. Os resultados das
estimativas calculadas (Ss, MDCC e H) foram menores para a segunda coleta (2C) e
maiores e relativamente similares em 1C, 3C e 4C, sendo que o MDCC se mostrou
menor na 1C. Janniche, Spliid e Albrechtsen (2012), ao calcularem o H para
amostras de agua de Paris, encontraram variacdo de 2,97 a 3,24, indicando alta

diversidade em todas as amostras, o que é semelhante ao encontrado neste
trabalho (Tabela 10).

Tabela 10. Riqueza de substrato (Ss), indice de Desenvolvimento de Cor por Placa
(MDCC) e Indice de Diversidade de Shannon (H) calculados a partir do Ecoplate
apos 120h de incubacéo.

COLETA P1 P2 P3 P4 PS5 P6
Ss 28 28 30 14 30 27
1 MDCC 0,85 1,54 1,52 0,09 1,45 1,00
H 3,35 3,31 3,34 2,45 3,32 2,40

Ss 9 3 16 11 10 3
2 MDCC 0,01 0,05 0,02 0,02 0,01 0,01
H 2,72 2,51 3,02 2,84 2,44 1,90

Ss 29 29 30 30 30 23
3 MDCC 1,89 1,96 1,34 1,95 1,77 1,22
H 3,44 3,43 3,41 3,41 3,38 2,10

Ss 31 31 29 31 30 27
4 MDCC 1,88 1,82 1,82 1,86 191 1,25
H 3,44 3,43 3,42 3,42 3,44 2,64

A aplicacdo de ferramentas de estatistica para analisar o consumo de

diferentes substratos (Tabela 11) comprova que a segunda coleta diferencia-se, em
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grande parte do consumo dos 31 substratos, ao nivel de 1 ou 5% de probabilidade

das fontes de carbono das demais coletas.

Tabela 11. Estatistica Anova entre comparacao dentro das coletas amostradas a partir
da normalizac&o dos resultados obtidos nas diferentes fontes de carbono presentes na
placa Biolog Ecoplate.

Fontes

ANOVA
Coleta

2C-1C

3C-1C

4C-1C

3C-2C

4C-2C

4C-3C

Acido 2-
hidroxibenzadico

Acido 4-
hidroxibenzobico

+*

+*

Acido D-
galacturonico y -
Lactona

D-Celobiose

Acido D-
galacturénico

+*

+**

Acido D-
glicosaminico

+**

+**

+**

Acido D- malico

D-manitol

+**

+**

+**

D-Xilose

D, L — a Glicerol
fosfato

+**

+**

+**

+*

+*

Acido etandico

Glicose - 1 -
fosfato

+**

Glicogénio

+**

+**

+**

+**

Acido Glicil — L —
glutamico
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|-eritritol S - I FHE Sk i
L-Arginina +** - K K HE )
L-Asparagina % x% x - o _
L-fenilalanina S o % X% - rE -
L-Serina +** e Rk - rE _
L-Treonina - - - - - -
N-Acetil-D- H* +¥* - - - _
glicosamina

Feniletilanina +*% - - o B
Putrescina +¥* H* - . R _
Ester metilico do - - - - - -
acido piravico

Tween 40 +** % - ¥k R )
Tween 80 +** % - ¥k R )

Y-Hydroxybutyric
acid

a-Ciclodextrina

a-D-Lactose

Acido Yy -
hidroxibutirico

B-Metil-D-
Glicosideo

Acido 2-
hidroxibenzdico

- ndo apresentou diferencas estatisticas. +

1% e 5% de probabilidade, respectivamente

. apresentou diferencas estatisticas. ** e *: significativo a
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A Figura 22 apresenta o heatmap gerado pela analise dos resultados
considerando-se os momentos amostrados (coletas), os diferentes substratos e 0s
tempos de avaliacdo, ap6s normalizacéo dos dados.

De acordo com a Figura 22, pode-se perceber que o0s ambientes sao
caracterizados por populacdes microbianas diferentes. Os dados da segunda coleta
(2C) ficaram agrupados mostrando similaridade dentro dela mesma para todos os
pontos de amostragem, diferindo-se das demais coletas e seus pontos respectivos.
Isto pode ser justificado pelo fato de que no segundo periodo amostrado, ndo houve
incidéncia de chuva no local, caracterizado por clima bastante seco e de calor
intenso, aspectos diferentes daqueles presentes nos outros trés periodos de coleta,
uma vez que em dias antes do momento amostrado houve chuva intensa no local de
coleta. Ainda, nota-se que a diversidade microbiana nas épocas analisadas é
diferente frente aos substratos presentes. Desse modo, sugere-se que a populacao
microbiana nos pontos amostrados nao esta sofrendo influencia da aplicagcdo do
composto organico a maior influéncia parece ser o periodo de amostragem e as
condicBes climaticas, mesmo havendo possivel lixiviagdo do composto e/ou solo

para a agua.
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Figura 25. Heatmap para as quatro coletas realizadas utilizando as
31 fontes de carbono de microplacas Biolog Ecoplate.

6. CONCLUSOES

Os parametros fisico, quimicos e microbiologicos estudados indicam que, nos
momentos amostrados, o ambiente ndo estava impactado negativamente, apesar da
presenca de coliformes totais e E. coli em alguns pontos. Porém, de acordo com o
método da PCR, ndo ha a presenca de enterobactéria patogénica, significando que
a agua que esta sendo utilizada para irrigacdo esta em 6timas condi¢cdes para tais
usos.

Este estudo demonstra que o uso do composto organico produzido com

residuos vegetais e animais nado influenciou negativamente na qualidade da agua
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superficial e subterrdnea no local estudado, sendo alternativa importante para o
destino adequado desses residuos e em diversas comunidades.

Para futuros estudos, sugere-se analisar os pontos 1, 2, 3 e 6 com relacao a
presenca de metais no sedimento e avaliar a comunidade bacteriana por meio de

ferramentas metagendmicas.
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ANEXO I: Metodologias para preservacao das amostras

a) Limpeza Basica de Frascaria
i. Frascos, tampas e batoques foram mergulhados em solucao de detergentes
alcalino 0,1% por tempo suficiente para facilitar a remoc¢ao dos residuos de
amostra e possiveis etiquetas;
ii. Esfregou-se os frascos com gaspilh&do até retirada total dos residuos;
iii. Esfregou-se com esponja de aco e detergente neutro a parte externa dos
frascos;
iv. Enxaguou-se com agua corrente para retirada do detergente;
v. Realizou-se enxague final com agua destilada ou deionizada;
vi. Deixou-0s secar com a boca para baixo sobre papel de filtro absorvente;
vii. ApGs limpeza e secagem, os frascos foram tampados e armazenados em
local apropriado, livre de poeira.
b) Limpeza Especial: os procedimentos especiais de lavagem foram adotados
para a limpeza dos recipientes usados para armazenamento das amostras de
agua destinadas aos ensaios de fosfato, fosforo total e para os ensaios

microbiolégicos.

v' Ensaios de Fosfatos e Fosforo Total
i. Frascos e tampas foram mergulhados em solucdo de acido cloridrico 10%,
mantendo-0s assim por no minimo 48 horas;
ii. Retirou-os da solugéo, escoando-os bem;
iii. Enxaguou-0s com agua desmineralizada;
iv. Deixou-0s secar com a boca para baixo sobre papel de filtro absorvente;

v. Tampou e armazenou em local apropriado (livre de poeira).

v" Ensaios Microbiolégicos
i. Frascos e tampas foram lavados, interna e externamente, com solucao de

detergente alcalino 0,1% ou equivalente, com auxilio de gaspilhao;
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. Ap6s a lavagem, os frascos foram enxaguados cerca de dez vezes em

agua corrente e ao final enchendo-se e esvaziando-se totalmente os
frascos;
Tampas e frascos foram acondicionados em posicéo vertical e com o bocal

voltado para baixo para retirar 0 excesso de agua,

.Apés a lavagem foi necessaria a adicao de preservantes e a esterilizacao

dos frascos para garantir que estivessem livres de contaminagao

microbiolodgica,;

. Um agente quelante foi adicionado, devido a suspeita da presenca de

metais pesados, tais como, cobre, niquel, zinco, etc., em concentracdes
superiores a 0,1 mg L™ Adicionou-se 0,3 mL de solucdo de EDTA a
15%(m/v).

Apos adicdo do agente quelante, o frasco foi fechado e a tampa e o gargalo
recobertos com papel aluminio, de modo que ficassem protegidos de
contaminagéo decorrente de manuseio, durante processo de coleta.

. Os frascos foram esterilizados em autoclave.
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ANEXO Il — Metodologias para determinacdo em laboratério de variaveis

gquimicas na dgua e em sedimento

Determinacdo do teor de CI° nas amostras de &gua coletadas (método
argentimeétrico)

Com auxilio de pipeta volumétrica, foram transferidos 100 mL de amostra
para um erlenmeyer com capacidade para 250 mL. Em seguida, adicionou-se 1 mL
de solucéo de peroéxido de hidrogénio (H.0,, 30%) e aguardou-se por 1 minuto (com
agitacdo). Adicionou-se 1,00 mL de solucdo de cromato de potassio 3,88 mol L. A
mistura resultante foi titulada com solucdo padrdo de AgNO; 0,0141 mol L™ até
adquirir coloracdo amarelo avermelhado. Realizou-se prova em branco, com 100 mL
de agua deionizada, tratados com os mesmos reagentes adicionados as amostras
de agua analisadas. O volume de solucao padrdo de AgNO3; consumido na titulacédo
do branco foi subtraido dos volumes de titulante usados na titulagdo das amostras
de agua. A metodologia analitica em questdo é recomendada para aguas que
contenham de 0,15 até 10 mg CI' L™.

Determinacao de Nitrato, N-NO3

Para tubo de ensaio dotado de tampa rosqueavel foram transferidos
5,00 mL da agua coletada em cada ponto. Em seguida, adicionou-se 0,0500 g de
uma mistura solida de biftalato de potassio/zinco 7%, visando a reducao do NOj3™ a
NO,’, pelo zinco metélico presente em tal mistura. Apés agitagdo manual vigorosa do
tubo, durante 2 minutos, adicionou-se 0,0500 g de N-(1-N-Naftil) etilenodiamino
bicloridrato e agitou-se novamente. Posteriormente, adicionou-se 0,10 mL de acido
cloridrico 15% e agitou-se o tubo. Ap6s 15 minutos foi realizada a determinacdo da
absorvancia, em 535 nm, em espectrofotbmetro modelo 20-D, de procedéncia
Spectronic. O branco foi preparado com 5,00 mL de agua deionizada, tratados com
0S mesmos reagentes usados na analise das amostras de 4gua. Para obtencao da
curva analitica foram usadas solucbes padrdes de NOj3; nas seguintes
concentracdes: 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00 e 2,00 mg L™*. A metodologia
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analitica em questdo apresenta 0s seguintes limites quantificacédo inferior (LQI) e

superior (LQS): 0,10 e 2,50 mg L™, respectivamente.

Determinacao de Nitrito, N-NO

Para tubo de ensaio dotado de tampa rosqueavel foram transferidos
5,00 mL da &gua coletada em cada ponto. Em seguida, adicionou-se 0,0500 g de
biftalato de potassio e apds agitacdo manual vigorosa do tubo, durante 2 minutos,
adicionou-se 0,0500 g de N-(1-N-Naftil) etilenodiamino bicloridrato e agitou-se
novamente. Posteriormente, adicionou-se 0,10 mL de acido cloridrico 15% e agitou-
se novamente o tubo. ApGs 15 minutos foi realizada a determinacéo da absorvancia,
em 535 nm, em espectrofotdmetro modelo 20-D, de procedéncia Spectronic. O
branco foi preparado com 5,00 mL de agua deionizada, tratados com 0s mesmos
reagentes usados na andlise das amostras de agua. Para obtencdo da curva
analitica foram usadas solu¢des padrées de NO;, nas seguintes concentracdes:
0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,10; 0,30 mg L™. A metodologia analitica em questdo
apresenta os seguintes limites quantificagéo inferior (LQI) e superior (LQS): 0,01 e

0,30 mg L respectivamente.

Determinac&o de Nitrogénio amoniacal, N-NH;"

Com auxilio de pipeta volumétrica, foram transferidos 25,00 mL de amostra
para erlenmeyers com capacidade para 250 mL, aos quais foram adicionados com
agitacao, 1 mL de solucao de fenol 11%(v/v); 1,00 mL de solucdo de nitroprussiato
de sodio 0,5%(m/v) e 2,50 mL de solucdo oxidante (mistura de 100 mL de solucéo
de citrato alcalino com 25 mL de solucé&o hipoclorito de sodio a 5%) preparada no dia
da analise. Apés a adicao de todos os reagentes, os recipientes foram vedados com
plastico filme e permaneceram em repouso por cerca de 1 h, a temperatura
ambiente, para sO entdo realizar as medidas de absorvancia em
640 nm, em espectrofotdometro modelo 20-D, de procedéncia Spectronic. O branco
foi preparado com 25,00 mL de &gua deionizada, tratados com 0Ss mesmos
reagentes usados na analise das amostras de agua. Para obtencdo da curva

analitica foram usadas solucBes padrées de NH," nas seguintes concentracdes:
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0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 e 0,60 mg L™. O limite de

quantificacéo superior desta metodologia corresponde a 0,60 mg L™.

Determinacao de Fosforo total (Método do acido ascorbico)

Digestdo: em erlenmeyer com capacidade para 1,0 L foram adicionados 500 mL de
amostra, medidos com auxilio de baldo volumétrico; 5,00 mL de acido sulfurico
concentrado e 10,00 mL de &cido nitrico concentrado. A mistura resultante foi
aquecida em bloco de aguecimento (a aproximadamente 95°C) até quase a secura.
Apos resfriamento, foram acrescentados mais 2,50 mL de acido nitrico concentrado
e a mistura resultante foi levada a ebulicdo até quase a secura. Apos resfriamento
do liquido residual, foram adicionados 5,00 mL de NaOH 2 mol L™ e 1 gota de
solucédo de fenolftaleina. A mistura resultante (incolor), adicionou-se (com auxilio de
bureta) solucdo de NaOH 2 mol L?, gota a gota e com agitacéo, até surgimento de
coloracdo rosa claro. O branco foi preparado com 500 mL de agua deionizada,

tratados com os mesmos reagentes usados para as amostras de agua.

Andlise colorimétrica: finalizada a etapa acima, transferiu-se o contetdo do
erlenmeyer para baldo volumétrico de 100 mL, contendo 8,00 mL do reagente
combinado (composto por solucdo de acido sulfarico 2,50 mol L™; tartarato de
potassio e antiménio 0,0082 mol L™; molibdato de aménio 0,047 mol L™ e &cido
ascorbico 0,10 mol L™). Acrescentou-se agua deionizada até o traco de referéncia do
baldo, homogeneizou-se a mistura e apds 15 minutos, realizou-se a leitura de
absorbéancia em 680 nm, em espectrofotdbmetro modelo 20-D, de procedéncia
Spectronic. Para obtencdo da curva analitica foram usadas solucdes padrbes de
fésforo nas seguintes concentracées: 0,01; 0,03; 0,06; 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80 mg L™.
A concentracdo minima de ortofosfato detectavel pela metodologia analitica
empregada é 0,01 mg L™.
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Determinacédo de fosforo reativo (Método do &cido ascorbico)

As amostras foram filtradas em membrana de 0,45 ym, com auxilio de um
sistema Millipore e bomba de vacuo. Apos filtracdo, foram transferidos 50,00 mL de
amostra para erlenmeyer de 250 mL, ao qual foram adicionados 8,00 mL do
reagente combinado (composto por solucdo de &cido sulfarico 2,50 mol L™; solucdo
de tartarato de potassio e antiménio 0,0082 mol L™; solucdo de molibdato de aménio
0,047 mol L™ e solugéo de &cido ascérbico 0,10 mol L™), promovendo a agitacao.
Apods 15 minutos determinou-se a absorvancia em 680 nm, em espectrofotbmetro
modelo 20-D, de procedéncia Spectronic. O branco foi preparado com 50,00 mL de
agua deionizada, tratados com 0s mesmos reagentes usados na analise das
amostras de agua. Para obtencao da curva analitica foram usadas solu¢cfes padrdes
de fésforo nas seguintes concentracdes: 0,01; 0,03; 0,06; 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80 mg
L™

Determinacdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Para a determinacdo da demanda quimica de oxigénio foram transferidos
2,00 mL das amostras de agua para tubos de ensaio com tampa rosqueavel, aos
quais foram adicionados cerca de 0,04 g de sulfato de mercurio; 0,50 mL de solugéo
padrdo de dicromato de potassio 0,200 mol L™; 0,30 mL de agua deionizada e 2,50
mL de solucéo acida de sulfato de prata, preparada a partir da dissolucéo, a frio, de
2,75 g de sulfato de prata em 272,40 mL de &cido sulfarico concentrado. Os tubos
foram aquecidos em bloco digestor, a 150°C, por duas horas. Apos a etapa de
digestdo aguardou-se as amostras atingirem temperatura ambiente e mediu-se a
DQO de cada amostra, em 430 nm, em espectrofotbmetro modelo DR 2010 de
procedéncia HACH Portable Datalogging Spectrophotometer. O branco foi
preparado com 2,00 mL de agua deionizada, tratados com 0s mesmos reagentes
usados na andlise das amostras de agua, sendo que a solucdo resultante, assim

como as amostras, também foi submetida a digestao.
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Determinacdo de metais na agua

Em béquer com capacidade para 1,0 L foram adicionados 1,00 L de amostra,
medidos com auxilio de baldo volumétrico e 50,00 mL de acido nitrico concentrado.
A mistura resultante foi aquecida em chapa de aquecimento (a aproximadamente
95°C) até quase a secura. Apos resfriamento, o conteudo foi transferido
guantitativamente para tubo de ensaio ao qual foram adicionados
7 mL de solugdo composta por &cido nitrico e acido perclorico na proporcao 2 + 1. A
mistura resultante foi levada a ebulicdo até quase a secura e apés resfriamento do
liquido residual, este foi transferido quantitativamente para baldo volumétrico com
capacidade para 50 mL e realizada a diluicdo. Em seguida, a mistura resultante foi
filtrada para posterior determinacdo dos metais no filtrado, por espectroscopia de
absorcédo atdmica com chama ar-acetileno. Para o branco, o procedimento adotado

foi 0 mesmo, substituindo-se 1,0 L de amostra por 1,0 L de agua deionizada.

Determinacdo de Fésforo no sedimento

Digestdo: 0,500 g de sedimento foi tratado com 7,00 mL de solucdo digestora
composta por acido nitrico e acido perclorico, na proporcdo de 3 + 1. A mistura
resultante foi aquecida até 330°C, em chapa aquecedora, por 2h. Finalizando o
aguecimento, o material foi submetido a filtracdo e o filtrado foi diluido com agua
deionizada a 50,00 mL.

Preparacdo do agente cromogénico: 20 g de molibdato de amonio (NH;sMo00O,)
foram solubilizados em 250 mL de agua deionizada a 90°C. Dissolveu-se 1,0000 g
de metavanadato de amonio (NH4;VO3) em 140 mL de agua deionizada a 90°C. Apoés
essa solucdo atingir a temperatura ambiente, 180 mL de acido nitrico concentrado
foram adicionados a mesma, assim como, a solugcdo de molibdato de ambnio
preparada inicialmente. A mistura resultante foi transferida quantitativamente para
volumétrico com capacidade para 1 L e diluida com agua deionizada até a
capacidade volumétrica do baldo.
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Anélise colorimétrica: 3,00 mL da solucao resultante da etapa | foram misturados
com 2,00 mL de agua deionizada e 5,00 mL do agente cromogénico. ApOs cinco
minutos a absorvancia da solucdo resultante foi medida em 400 nm, usando
espectrofotdbmetro modelo 20-D, procedéncia Spectronic. O branco foi preparado
com 7,00 mL da solucéo digestora submetida aos mesmos tratamentos adotados
para as amostras. Para obtenc&o da curva analitica foram usadas solu¢cfes padrdes

de fésforo nas seguintes concentracées: 4, 8, 12, 16 e 20 mg L™

Determinacao de metais no sedimento

Pesou-se 4,0000 g do material e colocou-o em béquer com capacidade para
100 mL. Adicionou-se 10 mL de acido nitrico 1 +1, cobrindo o béquer com vidro de
relégio. Aqueceu-se a 90-100°C por 15 minutos sem deixar ferver. Retirou-se a
amostra da chapa e adicionou-se 10 mL de acido nitrico concentrado e agueceu-se
por mais 2h30 min a 90-100°C. Retirou-se o béquer da chapa, aguardou-se o
mesmo atingir temperatura ambiente e adicionou-se 2 mL de agua deionizada e 10
mL de agua oxigenada a 30%, que foram acrescentados aos poucos, em aliquotas
de 2 mL. O béquer foi coberto com vidro de relégio e novamente aquecido a 90-
100°C por cerca de 2 h, ou seja, até reducdo do volume para 5 mL. Interrompido o
aguecimento e ap0s o0 material atingir a temperatura ambiente, foram adicionados
10 mL de &cido cloridrico concentrado e a mistura resultante foi aquecida a 90-
100°C por mais 15 minutos. Apés resfriamento, a mistura foi filtrada e o filtrado
diluido & 100 mL. Na solucdo resultante foi realizada por espectroscopia de
absorcdo atdbmica com chama de ar-acetileno, a determinacdo dos metais de
interesse. O branco foi preparado a partir da mistura dos reagentes usados na
digestdo do sedimento, para a qual foi dado o mesmo tratamento adotado para as

amostras.



