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ATRIBUTOS QUIMICOS, BIOQUIMICOS E MICROBIOLOGICOS EM SOLOS COM
18 ANOS DE APLICACOES ANUAIS DE LODO DE ESGOTO

RESUMO - O lodo de esgoto € uma alternativa como fertilizante organico na
agricultura, porém em sua composicdo pode apresentar patégenos que oferecem
risco ao homem e ao ambiente. Objetivou-se, com o presente estudo, avaliar a
fertiidade do solo, e a presenca de ovos vidveis de helmintos, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli para os patétipos EHEC, EPEC e STEC e a
atividade enzimatica das enzimas protease, redutase do nitrato e urease no solo
apos dezoito anos de aplicacdes anuais de lodo de esgoto em um Latossolo
Vermelho eutroférrico (LVef) e Latossolo Vermelho distréfico (LVd). O lodo utilizado
foi obtido na SABESP de Franca, Sdo Paulo e o experimento foi instalado em
delineamento de blocos cazualiados, sendo 4 tratamentos e 5 repeticdes. Os
tratamentos foram T1: controle, apenas com aplicacdo de adubacdo mineral, T2: 5,
T3: 10 e T4: 20 Mg ha* de LE. Antes de ser incorporado ao solo, realizou-se andlise
do lodo para ovos viaveis de helmintos e coliformes termotolerantes. Aos 40 dias,
coletou-se amostras de solo na profundidade de 0-10 cm para avalicdo de ovos
viaveis de helmintos no solo. Aos 70 dias, coletou-se amostras de solo na
profundidade de 0-20cm para a andlise da fertilidade. Para a andlise de coliformes
termotolerantes, seguindo a técnica de tubos multiplos, as amostras foram coletadas
no dia 0, 26, 40 e aos 78 dias. Para a realizagdo da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para identificar a presenca de Escherichia coli, coletou-se amostras de solo
antes do inicio do experimento, no dia 0, aos 26 dias, 40, 58, 78, 110 e 146 dias.
Para a avaliacdo da atividade enzimatica, as amostras foram coletadas em
profundidade de 0-10cm, nos dias 0, 40, 78 e aos 146 dias. Os atributos quimicos do
solo apresentaram efeito significativo entre os tratamentos utilizados. A analise do
solo incorporado com o residuo apresentou auséncia total de ovos viaveis de
helmintos no solo ap6s 40 dias da aplicagdo do LE. Os valores de termotolerantes
nos solos variaram entre zero a 1,1x10% Nimero Mais Provavel de Sélidos Totais
durante o periodo de 0 a 26 dias. Para analise de Escherichia coli do lodo e do solo,
mostrou auséncia dos patotipos de EHEC, EPEC e STEC por meio dos primers para
0S genes stx1, stx2 e aea. A atividade enzimatica das enzimas proteases, redutase
do nitrato e urease, ao londo do experimento, ndo apresentaram diferenca estatistica
entre tratamentos. A aplicacdo do lodo de esgoto por 18 anos consecutivos
influenciou nos atributos quimicos do solo, ndo apresentou risco potencial de
contaminac¢do do solo por ovos de helmintos e Escherichia coli e ndo diferiu na
atividade enzimatica do solo.

Palavras-chave: biossolido, qualidade microbioldgica, EHEC, STEC, EPEC
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CHEMICAL, BIOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL ATTRIBUTES IN SOIL
WITH 18 YEARS OF ANNUAL APLICATION OF SEWAGE SLUDGE

ABSTRACT - The sewage sludge is an alternative as organic fertilizer to use
in agriculture, but in its composition may have pathogens that offer to humans and
the environment risks. The present study objective was to evaluate soil fertility, and
the presence of viable helminth eggs, fecal coliforms, Escherichia coli for pathotypes
EHEC, EPEC and STEC and the enzymatic activity of protease enzymes, nitrate
reductase and urease in the soil after eighteen years of annual applications of
sewage sludge in an Oxisol (LVef) and Oxisol (LVd). The sludge used was obtained
in SABESP Franca, Sdo Paulo and the experiment was installed in designing
cazualiados blocks, 4 treatments and 5 repetitions. Treatments were T1: control, only
with application of mineral fertilizer, T2: 5, T3: T4 10 and 20 Mg ha-1 LE. Before
being incorporated into the soil, there was sludge analysis for viable helminth eggs
and fecal coliforms. At 40 days, it is collected soil samples at a depth of 0-10 cm for
viable helminth eggs evaluation in the soil. After 70 days it is collected soil samples
at a depth of 0-20cm for fertility analysis. For fecal coliforms analysis, following the
technique of multiple pipes, the samples were collected at day 0, 26, 40 and 78 days.
To carry out the polymerase chain reaction (PCR) for the presence of Escherichia
coli was collected from soil samples before the beginning of the experiment at day 0,
after 26 days 40, 58, 78, 110 and 146 days . For the evaluation of enzyme activity,
samples were collected at a depth of 0-10cm, on days 0, 40, 78 and 146 days. The
soil chemical properties showed significant effects between treatments. Soil testing
embedded with the residue showed complete absence of viable helminth eggs in the
soil 40 days after the application of the LE. The values in thermotolerant soil ranged
from zero to 1,1x106 Most Probable Number of total solids during the period from 0
to 26 days. For Escherichia coli analysis sludge and soil, showed absence of
pathotypes EHEC, EPEC and STEC through primers for stx1, stx2 and aea. The
enzymatic activity of protease enzymes, nitrate reductase and urease to the
experiment, showed no statistical difference between treatments. The application for
18 consecutive years sewage sludge influenced the soil chemical properties, showed
no potential risk of soil contamination by helminth eggs and Escherichia coli and did
not differ in the enzymatic activity of the soil.

Keywords: biosolid, microbiological quality, EHEC, STEC, EPEC






1. INTRODUCAO

O aumento populacional urbano gera maior producéo de residuos, que se nao
forem manejados de forma adequada, apresentam potencial carga poluidora,
podendo resultar em contaminacdo de corpos de &gua, do solo e do ar, gerando
problemas socioambientais. Uma preocupacao crescente é a disposicdo desses
residuos, pois necessita de grandes areas, produz metano e gas carbdnico,
componentes do efeito estufa, poder ter em sua compoSiCad0 oOrganismos
potencialmente patogénicos e elementos traco, que podem entrar na cadeia
alimentar humana e de animais, podendo causar danos a saude. Com isso, a
procura por solucdes sustentaveis tem sido constantemente estudada.

As Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE’s) s&o responsaveis pela gestao
dos residuos sélidos urbanos a fim de minimizar os impactos ambientais, sendo o
lodo de esgoto (LE), residuo final gerado no processo de tratamento que pode ter
como destino final o aterro sanitario e incineracdo, porém, o uso na agricultura é
uma alternativa atraente. No entanto, sua aplicacado na agricultura deve ser avaliada
para que o seu uso nao se transforme em um problema ambiental.

De acordo com a resolugéo n° 375, de 2006 do CONAMA (Conselho Nacional
do Meio Ambiente), o lodo apresenta potencial risco a saude publica e ao ambiente,
proliferando patégenos como fungos, virus, bactérias e helmintos prejudiciais a
humanos e ao ecossistema, além de poder conter metais pesados, mas que se
manejado da forma adequada pode ser aplicado no solo como alternativa de
fertilizacdo organica por conter material organico e elementos essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das plantas

Tendo em vista a preocupacdo e busca por sistemas de producdo
sustentaveis, com uso de tecnologias e medidas praticas que minimizem o0s
impactos ambientais, objetivou-se analisar a qualidade do lodo de esgoto e do solo
onde o mesmo foi aplicado por 18 anos consecutivos, avaliando a fertilidade do solo,
a presenca de indicadores biolégicos contaminantes do lodo e do solo, como

helmintos, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, como também avaliar



indicativos da qualidade do solo por meio da atividade enzimatica da protease, da
redutase do nitrato e da urease.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Reciclagem do lodo na agricultura

Devido ao crescimento populacional urbano ha aumento da producdo de
residuos que caso sejam manejados de forma inadequada, podem ser fontes de
patégenos como fungos, virus e bactérias, com risco de contaminacdo do ar, agua e
do solo. O lodo de esgoto, produto final das ETE’s, é fonte de matéria organica e
nutrientes como nitrogénio e fosforo, primordiais ao desenvolvimento das plantas o
qual pode reduzir o uso de fertilizantes. O pais ocupa 0 quarto lugar no consumo
mundial de fertilizantes, além de ficar susceptivel a disponibilidade e variacdes de
precos de insumos (OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil, o principal destino do LE € em aterro sanitario, no qual ndo ha
medidas para tratar os problemas de elementos traco, patbgenos e o elevado teor
de matéria organica presente no residuo (ROCHA et al., 2013), por isso, alternativas
adequadas para o descarte do lodo é importante para evitar impactos negativos ao
ambiente e problemas de salde publica. Uma medida interessante para descartar o
lodo e reduzir o risco de contaminacdo ambiental, é adiciona-lo, em pequenas
guantidades, a mistura de cimento, como também, pode ser adicionado com carvao
sem que haja perda de energia liberada durante o processo de combustido
(MALLIOU et al., 2007; ISCHIA et al., 2007).

O LE, se manejado e monitorado de forma adequada, pode ser utilizado como
fertilizante organico, melhorando a qualidade do solo consequentemente
favorecendo a producdo agricola. Também pode contribuir com a diminuicdo da
carga organica e microbioldgica lancada nos corpos hidricos e no ambiente. Por ser

fonte de matéria organica, favorece melhorias na estrutura do solo, minimizando



processos erosivos, além de reduzir a extracdo de minérios para a fabricacdo de
adubos minerais, preservando as jazidas, tornando-se papel importante para a
sustentabilidade ambiental (MALTA, 2001; DYNIA et al., 2006). No entanto, o efeito
no solo, devido a aplicacdo do lodo, depende da origem do esgoto tratado, do tipo
de tratamento por qual passou e da quantidade aplicada no solo (BUENO et al.,
2011).

Quando incorporado ao solo, o lodo de esgoto proporciona alteracdes em
propriedades fisicas, como densidade, tamanho dos agregados e capacidade de
retencdo de agua, além de alteracbes quimicas como pH, condutividade elétrica,
capacidade de troca de cations (CTC) e aumento dos teores de fésforo (P),
nitrogénio (N) e outros nutrientes. No entanto, os teores de potassio (K) do lodo séo
baixos, pois € altamente sollvel em agua, por isso é perdido no efluente liquido ao
longo do tratamento.

A aplicacdo do LE também altera as propriedades bioldgicas, geralmente
incrementando a atividade microbiana do solo, quando ndo apresenta limitacdes
com elementos toxicos em sua composi¢cdo (MELO et al., 2001; TSUTIYA, 2001).
Além disso, com o passar do tempo, o lodo, ao contrario dos fertilizantes minerais,
libera de forma continua e lenta os nutrientes para o solo e as plantas, tornando-o
ainda mais vantajoso (POGGIANI et al., 2000).

A aplicacdo do biossdlido por 5 anos consecutivos em area de Latossolo
Vermelho eutroférrico e é&rea de Latossolo Vermelho distréfico, favoreceu
significativamente no teor de matéria organica na camada de 0-10cm de
profundidade, resultando em maior estabilidade de agregados do solo nas duas
areas (ZIGOMAR et al.,, 2005). O uso do lodo também favoreceu a absorcéo
significativa de Ca, P, N e Mg por plantas de sorgo granifero (OLIVEIRA et al., 1993)
e 0 aumento da dose aplicada melhorou a qualidade e o teor de matéria organica do
solo devido ao incremento de acidos humicos, consequentemente melhorando a
fertilidade do solo (TRANNIN et al., 2008; RIVERO et al., 2004).

A aplicacédo do lodo de esgoto na agricultura tem mostrado melhorias na
produtividade, porém, faz-se necessario o conhecimento de sua composicdo para

gue sejam calculadas as doses ideais para cada tipo de solo e cultura, evitando que



ocorra a toxicidade das plantas e do meio por excesso ou falta de nutrientes, como
também, evitar contaminacao por elementos téxicos.

A reciclagem do LE pode proporcionar beneficios na agricultura, substituindo
0 uso de fertilizantes, fornecendo matéria organica, agentes cimentantes e nutrientes
essenciais para o desenvolvimento de cultura, principalmente nitrogénio e fésforo,
melhorando as propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos solos, sendo sua
aplicacao, uma alternativa possivel e econdmica, reduzindo seu descarte em aterros
sanitarios 0s quais requerem areas muito grandes para serem depositados, altos
custos de manutencao, além de ser necessario o monitoramento dessas areas para
gue nédo ocorra contaminacdo ambiental.

A producéo de LE é inevitavel e a tendéncia € aumentar, por isso, alternativas
de descarte tem sido estudas em varios paises. Na Europa foi avaliado que o
manejo do residuo em 27 paises, tem como principal destino, a aplicacdo na
agricultura (KELESSIDIS: STASINAKIS, 2012). Diante do exposto, o lodo de esgoto
como adubo organico é uma alternativa economicamente viavel e sua reciclagem na
agricultura ainda precisa quebrar barreiras de preconceito, devido a origem de sua
matéria organica, para que sua aplicacdo na agricultura seja difundida, e assim,
desde que manejo do dentro dos padrbes estabelecidos, 0 uso tende a ser uma
possivel alternativa e sucesso, além de reduzir impactos ambientais.

Por isso, faz-se necessario maiores estudos para embasar e fortalecer a
legislacdo, afim de fiscalizar e controlar o manejo de residuos e o efeito residual de
aplicacdes sucessivas na agricultura para que haja uma relacdo solo-planta-homem
positiva. Também € valido a criagdo de politicas que fomentem e estimulem a
reciclagem de biossélidos na agricultura e assim reduzir a carga poluente

descartada, melhorando aspectos higiénicos, sanitarios e ambientais.



2.2. Indicadores biologicos de contaminac¢éo do lodo de esgoto

2.2.1. Helmintos

Os helmintos sdo de grande interesse, pois sdo capazes de se desenvolver
mesmo nos processos de tratamento de esgoto, porém sdo eventualmente
destruidos quando ha perda de umidade em processos que utilizam a temperatura,
sendo o tratamento quimico considerado mais eficiente na eliminacdo dos ovos
helmintos mais resistentes.

Com o intuito de reutilizar o lodo de esgoto na agricultura como adubo
organico, ha necessidade de adocdo de praticas eficazes de estabilizacdo do lodo
para que ocorra a reducdo da carga de patdgenos, podendo assim ser utilizado com
sucesso na agricultura, favorecendo ndo s6 o produtor como também o ambiente.

Alguns géneros como Ascaris, Toxocarae, Taenia, Criptosporidium eTrichuris
sao resistentes a ampla variedade de condic¢des fisicas e quimicas, sendo capazes
de sobreviver por varios anos no solo, assim como outros patdégenos. Séao
considerados problema de saude publica e sua presenca indica falhas no processo
de tratamento (BLACK,1999; CASSINI, 2003).

Segundo a United States Environmental Protection Agency (USEPA, 1992)
quando em contato com o solo, 0s ovos viaveis podem sobreviver de dois a sete
anos em condi¢cdes de sombra e teor de agua adequado. As parasitoses ocasionam
guadros de diarreia, anemia, debilitando e enfraquecendo o hospedeiro, sendo mais
frequentes em populacbes de baixa renda, as quais ndo tem contato com
saneamento basico. Afetam principalmente criancas devido a falta de habitos de
higiene adequados, pois sua contaminacdo ocorre devido a ingestdo de agua e
alimentos contaminados.

Em estudo realizado por Cardoso et al. (2005), ao avaliarem a presenca de
enteroparasitoses entre os usuarios de Unidades Béasicas de Saude do municipio de
Campinas, SP, constataram presenca de parasitas em 1.255 das 5.925 amostras

avaliadas, ou seja, 21,20% das amostras confirmaram presenga de patdgenos,



sendo maior a prevaléncia em criancas na idade escolar. A prevaléncia de
enteroparasitas em criangas de 0 a 12 anos nos municipios do Estado de S&o Paulo
variou de 11,5 a 60,7%, 61,3% no municipio de Niterdi, Rio de Janeiro e variando de
53 a 62% no estado de Minas Gerais (FERREIRA; ANDRADE, 2005; MACEDO,
2005; TASHIMA; SIMOES, 2005; UCHOA et al., 2009; ARAUJO FILHO et al., 2011).

Apesar desses indices terem diminuido nos ultimos tempos, as parasitoses
ainda sao consideradas um problema de saude publica, principalmente nos estados
mais pobres e nas periferias das grandes cidades (ALVES; FILHO, 2005). O
saneamento basico precario confirma o descaso socioambiental do pais, afetando
diretamente a qualidade de vida, além de provocar danos ao ambiente, ferindo a
dignidade humana com falta de atendimento minimo necessario para viver (ROHR:
MIRANDA, 2010).

As espécies de helmintos encontrados com maior frequéncia no lodo de
esgoto sdo Ascairs sp., ancilostomideos, Taenia sp., Toxocara sp., Trichuris
trichiura, Giardia sp., Entamoeba spp. (EPA,1992; GONCALVES, 2003) sendo o
Ascairs sp. 0 mais resistente e com maior taxa de sobrevivéncia durante o
tratamento dos efluentes (KONE et al., 2007), quando adulto dentro do hospedeiro,
localizam-se no intestino delgado e sdo capazes de contaminar o ambiente com 200
mil ovos por dia eliminados por cada fémea (TAYLOR, 2010). Os géneros e
espécies do T. trichiura, A. lumbricoides, S. stercoralis e ancilostomideos, sao
geohelmintos, caracteristicos por apresentar obrigatoriamente um ciclo de vida dos
helmintos no solo (COURA et al., 2005).

A tricuriase ocorre pela ingestdo dos ovos embrionarios do parasito pelo
hospedeiro, que apds 90 dias, comeca a eliminar novos ovos com as fezes. O ciclo
no ambiente do T. trichiura, depende de fatores como umidade e temperatura entre
20 e 30°C e de condi¢cbes de solo arenoso. A intensidade da infec¢do vai depender
do estado nutricional, idade do hospedeiro e incidéncia de infeccdo por outros
patdgenos intestinais. Pode causar, desde perda de apetite, dor abdominal a
congestao discreta da mucosa, hemorragias petequiais, diarreia intensa, diarreia
sanguinolenta, tenesmo e dor abdominal difusa (COURA et al., 2005).

A ascaridiase ocorre pela ingestédo de ovos do A. lumbricoides e comeca a ser

eliminado pelo hospedeiro apdés 60 dias da ingestdo do ovo do parasito. Séo



resistentes a fatores edaficos, podendo sobreviver em solos arenosos e argilosos
Uumidos por até 7 anos o que favorece a sua disseminagdo. A contaminacao pelo
hospedeiro pode ocorrer via pulmonar, por meio da inalacdo dos ovos suspensos na
poeira, ou ingeridos por agua e alimentos contaminados, podendo o verme adulto
sobreviver por até 2 anos no intestino (PESSOA; MARTINS, 1973; MORAES et al.,
2000; COURA et al.,2005). Na fase pulmonar pode causar tosse e desconforto, a
infecdo por grande numero de vermes pode levar a casos de diarreia, dor intestinal,
pancreatite, colica biliar e até abscessos intra-hepaticos (WELLER; NUTMAN, 2014).

Ao contrario das geohelmintiases mencionadas, a estrongiloidiase, € causada
pela penetracdo da larva do S. stercoralis, que habita o solo, pela pele. Pode causar
prurido intenso, lesdes urticariformes na pele. Na fase pulmonar pode tosse com
expectoracdo mucopurulenta e diarreia, dor abdominal e sensacéo de sabor amargo
na boca na fase intestinal. Da mesma forma, as ancilostomiases, podem causar
infec¢des via cutanea com penetracao da larva, ou também, pela via digestiva. Os
ovos e larvas desenvolvem-se melhor em solo arenoso do que argiloso e em
temperatura entre 20 e 30°C. O sintoma mais caracteristico da ancilostomiase é o
quadro de anemia (COURA et al., 2005).

Por isso, a utilizagcdo do LE na agricultura, como fertilizante organico, deve
seguir as recomendacdes propostas pela legislacdo vigente no Brasil, para evitar
risco de contaminacdo ambiental que consequentemente pode chegar a humanos e
animais.

Segundo a Resolugéo n° 375, de 2006 do CONAMA, o LE é classificado como
lodo Tipo A, quando apresenta ovos de viaveis de helmintos < 0,25 ovos g de
Sdlidos Totais (ST), podendo ser utilizado em quaisquer culturas, desde que respeite
as restricdes previstas na legislacdo. E considerado Tipo B aqueles LE que
apresentam ovos viaveis de helmintos < 10 ovos g de ST podendo ser aplicado em
culturas restritas, como café, silvicultura e em culturas ligadas a producao de 6leos e
fibras, sendo obrigatério a aplicacdo mecanizada. Ainda, conforme a legislagéo, fica
expressamente proibido o uso de qualquer tipo de lodo de esgoto em culturas cuja a
parte comestivel da planta fica em contato com o solo, cultivo de raizes e tubérculos,

olericolas e pastagens.



Para que LE possa ser utilizado na agricultura é preciso que ele passe por um
processo de estabilizacdo para a reducdo de patdgenos e odores. Esse processo
pode ser a vermicompostagem, compostagem, caleacdo que consiste na adicdo de
cal virgem ou cal hidratada ao lodo, exposicdo do biossolido a elevadas
temperaturas e a radiacdo, digestdo aerdbica e anaerdbica, além de hipercloracéo
(SINHA et al., 2010; SPINOSA, 2011; KELESSIDIS; STASINAKIS, 2012).

O sistema de tratamento anaerdbico (UASB) tem se mostrado bastante
eficiente para a eliminacdo de coliformes e sdlidos suspensos, porém, ainda ha
poucos estudos com relacdo a eliminacdo de ovos de helmintos (PINTO, 2012).
Diversos sdo 0s processos para a estabilizacdo e reducédo de agentes patogénicos
do lodo, no entanto, ndo ha nenhum procedimento padrdo aceito mundialmente
como ha para o tratamento da agua.

Em estudo realizado por Andreoli et al. (2003), foi demostrada a eficiéncia da
temperatura na inviabilizagdo dos ovos de helmintos em lodo de esgoto secado com
uso de biogas comparado com o tratamento controle. A amostra inicial apresentou
46,26 ovos viaveis, sofrendo reducdo no oitavo dia para 0,44 ovos viaveis g/MS no
tratamento com biogas contra 4 ovos viaveis g/MS do controle com predominancia
de 85% de ovos de Ascaris sp. em relacdo aos outros géneros.

De acordo com Vanzo et al. (2001) o lodo proveniente da ETE de Franca no
ano 2000 apresentou 3,15 ovos viaveis aumentando para 8,05 viaveis g/MS no ano
seguinte, evidenciando falhas no processo de tratamento e estabilizacdo do LE
sendo necessario maior controle e medidas eficientes para minimizar o problema. As
analises de amostras de lodo de esgoto da Estacao de Reciclagem de Nutrientes do
Sertdo da Carangola, Rio de Janeiro, utilizado como adubo em couve em estudo
realizado por Rocha (2003), indicaram presenca de 85% de amostras contaminadas
com Toxocara sp., 80% contendo Ascaris sp., 75% de Ancylostoma sp. e 60%
contaminadas com Trichuris sp., sugerindo alto nivel de parasitose na populacéo
local.

Resultados opostos foram encontrados por Reinaldo et al. (2014) que néo
identificaram a presenca de nenhum ovo ou larva de helminto no lodo de esgoto

puro ou submetido a diferentes tratamentos com adicdo de fontes de carbono,



sugerindo que a compostagem realizada como forma de estabilizacdo, tenha sido
eficiente para a eliminagéo de parasitas que oferecam risco a saude publica.

O tratamento e disponibilizacdo do LE requer medidas profilaticas e de
combate do foco de micro-organismos, como também é necessario a adocao de
acdes para a reducdo da carga contaminante. E valido, a atuacdo em conjunto da
Estacdo de Tratamento com a rede publica e particular de atendimento médico local
para a identificacdo do padréo de parasitas de maior incidéncia populacional para
que a ETE, conhecendo os patdégenos mais frequentes, consiga tratar com eficacia
os residuos que até a ela chegam.

E importante também, a adocdo de medidas profilaticas para minimizar a
infecdo por enteroparasitas, através de campanhas de conscientizacdo da
populacdo sobre a importancia da higiene minima das maos antes de qualquer
refeicdo e apos utilizarem o banheiro, principalmente nas populacées com acesso ao
saneamento basico deficitario e criancas, pois estdo mais suscetiveis devido a maior

exposicao a cargas contaminates.

2.2.2. Coliformes termotolerantes e Escherichia coli

Os coliformes séo bactérias do grupo Gram-negativos, ndo formam esporos,
sdo aerdbios facultativos e fermentadores de lactose em até 48 h com 6timo de
35°C. Fazem parte da microbiota intestinal dos seres humanos e animais
homeotérmicos por isso, podem indicar a presenca de contaminacéo fecal de origem
humana ou animal, sendo que Escherichia coli indica a ocorréncia recente da
contaminacgdo. O uso de antibiéticos de amplo espectro favorece o desenvolvimento
de micro-organismos prejudiciais, afetando a microbiota intestinal (INGERSON-
MAHAD; REID, 2011). Além de serem naturalmente encontrados no ambiente como
0 solo, vegetais e nos insetos (SILVA et al., 1997; LOPES; AMARAL, 2008), os
coliformes termotolerantes ndo sdo causadores de doencas ao homem, no entanto a
sua presenca indica que ha contaminacéo fecal, podendo chegar até a agua e

alimentos que poderao receber micro-organimos patogénicos.
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A presenca desses micro-organimos é importante para a avalicdo de aspectos
higiénicos e sanitarios, funcionando como indicativo da qualidade e eficiéncia de
tratamentos que visam a eliminacdo de agentes patogénicos ao homem e animais. A
avaliacdo de coliformes totais também € importante pois sua presenca funciona
como um indicativo de crescimento microbiano e por isso nado devem ser
menosprezados, sendo necessario analise para coliformes termotolerantes e
Escherichia coli, segundo a Portaria MS n° 518/2004 (MINISTERIO DA SAUDE,
2004).

A contaminacdo pelos sorotipos patogénicos de Escherichia, um dos
principais géneros do grupo dos coliformes, da familia Enterobacteriacea, pode
causar sintomas como nauseas, vomitos, dor abdominal, desidratacdo e diarreia,
gue podem ocorrer em 12 a 24 h apds o contato com esses micro-organismos
(FORSYTHE, 2002; WHO, 2002).

As linhagens de E. coli causadoras de diarreia sdo classificadas de acordo
com sua patogenicidade ou sindromes que causam e estdo distribuidas em seis
patétipos, E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli que adere a células epiteliais (DAEC) e E. coli produtoras de toxina
Shiga (STEC) (GERMANI; LE BOUGUENEC, 2008; CROXEN; FINLAY, 2010;
CLEMENTS et al.,, 2012). A presenca desses genes nado indica que a cepa é
necessariamente patogénica, mas sim que ha condicdo de combinacédo apropriada
com genes de viruléncia capazes de ocasionar doengas (GILMORE; FERRETI,
2003).

A incidéncia de infeccbes por esse grupo de coliformes, assim como dos
helmintos, também pode estar relacionada a condi¢cdes higiénico e sanitarias
deficientes da populacdo, assim como a contaminacdo da agua com material de
origem fecal (KONEMAN et al., 2001). Para que essas bactérias causem infeccdes
intestinais, necessariamente deve haver atendimento a trés caracteristicas: devem
ser capazes de entrar no intestino por meio da ingestdo de agua e ou alimentos
contaminados, permanecer nesse ambiente e ser capaz de interferir nas atividades
celulares normais deste 6rgao (INGERSON-MAHAD; REID, 2011).
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O isolamento de cepas de E. coli tem sido recorrente em laboratérios e
considerada doenca infecciosa que acomete praticamente todos o0s sistemas
organicos e tecidos humanos (WINN et al., 2008) sendo o grupo EPEC, E. coli
enteropatogénica, o mais isolado no Brasil, causador de diarreia aguda em 30% de
criangcas de baixa renda (FRANZOLIN et al., 2005; GIRAO et al., 2006), sua
transmissao, assim como nas E. coli, ocorre pela via oral fecal.

A EPEC néao produz toxina Shiga e é dividida em EPEC tipica, portadora do
plasmideo de viruléncia responsavel pela adesao nas células epiteliais e comumente
causadoras de diarreia em paises em desenvolvimento e EPEC atipica, que néo
possui 0 plasmideo, mais comum em paises industrializados (TRABULSI et al.,
2002).

O grupo EHEC, E. coli enterohemorragica, acomete individuos de qualquer
idade, s&o associadas a casos de diarreia com sangue devido a danos que causam
Nnos vasos sanguineos que recobrem o intestino, gastroenterites e sindrome
hemolitica urémica, podendo até causar faléncia renal em criancas (KARMALI, 1989;
NATARO; KAPER, 1998; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; TORRES, 2010). O
sorotipo 0157:H7 é a EHEC mais frequentemente encontrada (MARTINS et al.,
2003).

A STEC, produtora da toxina Shiga, tem como principal reservatério os
ruminantes, podendo ser transmitida através do contato direto com pessoas e
animais infectados e por meio do consumo de agua e alimentos contaminados com
fezes contendo as cepas da bactéria (KARMALI, 1989).

Micro-organismos patogénicos estdo presentes em residuos sélidos sendo
capazes de sobreviver nesse meio, disseminar através do solo e serem inseridos na
cadeia humana via alimentos contaminados por dejetos aplicados ao solo como
fertilizantes (ISLAM et al., 2004).

A reciclagem do lodo de esgoto na agricultura, como fertilizante organico,
deve atender a critérios estabelecidos de acordo com a Resolugéo n° 375, de 2006
do CONAMA, que propGe contaminacéo de coliformes termotolerantes < 103 NMP g
1 ST, para lodo Tipo A e considera lodo Tipo B aquele que apresenta coliformes
termotolerantes < 10 NMP g! de ST com uso restrito como ja descrito

anteriormente.
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Em relacdo a saude publica, a utilizacdo de efluentes para fins produtivos
ainda é controverso na comunidade técnico-cientifica internacional quanto a
qualidade dos efluentes (ZACARIAS et al., 2014). Em caso de manejo inadequado,
sao fontes de vetores patogénicos como fungos, virus e bactérias, com risco de
contaminacdo do ar, a 4gua e o solo.

O nao atendimento as exigéncias estabelecidas pela legislagdo, pode causar
danos ambientais que chegardo ao homem e animais ocasionando um problema de
salude publica, pois esses micro-organismos podem permanecer no solo e na agua
durante dias e até anos, variando de acordo as condi¢Bes de temperatura, umidade,
incidéncia de radiacdo solar, disponibilidade de matéria organica, pH do solo,
competicéo e predacao pela microbiota local.

Segundo Andrade-Neto (1997), associado a esse conjunto de fatores ligados
a sobrevivéncia dos micro-organismos no solo, est4 a dose infectiva, ou seja, é a
quantidade minima necesséria de micro-organismos que sdo capazes de ocasionar
infeccdo em uma pessoa, além da rota de transmisséo prioritaria dos mesmos. O
sequenciamento de cepas de E. coli associadas a viruléncia, € um recurso
disponivel para identificar o potencial patogénico dos micro-organismos.

Diversos sao os tratamentos de estabilizacdo para reducdo da carga
microbiana do LE, sendo eles a compostagem e vermicompostagem que Sao
processos biologicos, adicdo de cal virgem como processo quimico e processos
fisicos, como a secagem térmica e solarizacdo. Almeida et al. (2007) mostraram
eficiéncia do tratamento do lodo com adicao de cal virgem na dose de 25% do peso
seco do LE incubado por 60 dias, reduzindo de 1,4x10” NMP de coliformes totais e
1,3x107 NMP de coliformes termotolerantes no tratamento controle para 1,7x103 e
2x102 NMP de coliformes totais e termotolerantes, respectivamente, no tratamento
quimico, com adicédo de cal.

Em estudo realizado por Rocha et al. (2003), néao foi identificada a presenca
de coliformes termotolerantes apds 54 dias da aplicacdo do LE tratado proveniente
do Instituto Ambiental de Petropolis, Rio de Janeiro. Santos (2004), analisando a
presenca de coliformes termotolerantes em solo fertirrigado com esgoto sanitario

tratado com intervalos de aplicacdo de mais de uma semana, verificou auséncia total
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desses micro-organismos, porém quando a fertirrigacdo era suspensa apenas por
uma semana, encontrou a presenca de coliformes até a profundidade de 20 cm.
Frente a esse desafio, o uso do LE na agricultura é uma alternativa
economicamente viavel, que proporciona menor dano ambiental para sua deposicao
final, além de favorecer a reducdo do uso de fertilizante mineral, pois é fonte de
adubo organico e nutrientes esséncias ao crescimento e desenvolvimento das
plantas. No entanto, ainda ha necessidade de maiores estudos para estabelecer um
tratamento padrdo para a estabilizacdo desse material, afim de que haja eficiente
eliminacdo de patdgenos do homem e animais e assim, possa haver maior
fiscalizacdo e controle dos Orgdos competentes para que a aplicacdo do lodo de

esgoto possa ocorrer de forma efetiva e ambientalmente correta.

2.3. Atividade enzimatica no solo

Além de acomodar micro-organismos patogénicos, o solo é um ambiente
heterogéneo, rico em micro-organismos essenciails para a manutencédo e
desenvolvimento do sistema solo-planta. Os micro-organismos do solo séo
responsaveis pela disponibilidade e qualidade dos nutrientes, além de servir como
indicador bioldgico. Nesse sentido, atuam nos processos de decomposicdo da
matéria organica, participando diretamente no ciclo biogeoquimico dos nutrientes e,
consequentemente, mediando a sua disponibilidade no solo (ANDREOLA,
FERNANDES, 2007).

As enzimas sdo proteinas capazes de acelerar as reacdes metabdlicas e
conhecidas por possuir eficiéncia catalitica, também estdo presentes no solo e sdo
responsaveis por degradar residuos organicos, como as proteases, por exemplo,
fazem parte da ciclagem de nutrientes, como é o caso da urease, assim como estéo
envolvidas na formagdo da matéria organica e estruturagdo do solo, além de
atuarem no funcionamento e manutengdo dos seres vivos (MENDES; VIVALDI,
2001).

O solo é essencial para sequestrar gases de efeito estufa, sendo uma das

principais fontes de 6xido nitroso (N20), responséavel pela qualidade da agua e do ar,



14

assim como pelo ciclo hidroldgico e remediar contaminagBes por compostos
quimicos, como pesticidas, inseticidas, entre outros (BURNS et al.,, 2006;
RODRIGUES; MELLO, 2012), por isso, a analise da atividade enzimatica serve
como indicativo da qualidade do solo, devido ao fato das enzimas serem sensiveis a
mudancgas ocorridas no meio e devem ser analisadas de forma individual, uma vez
que cada enzima é responsavel por uma funcdo especifica. Pode-se dizer que a
atividade microbiana € responsavel por mais de 60% das emissdes de Oxido nitroso
(IPCC, 2001).

O nitrogénio (N), elemento essencial para o desenvolvimento de plantas,
aumentando a produtividade dos graos e o acumulo de proteinas para a cultura de
milho (PAVINATO et al., 2008). E absorvido na forma inorganica N-NHs* e N-NOs,
podendo ser fornecido ao solo, por meio de fertilizantes ou minerais organicos, ou
fixacdo biologica de N2 atmosférico. O N pode ser perdido por volatilizacdo da
amonia do solo, aumentando os teores de NHs atmosférico (SUTTON et al., 1993;
TAIZ; ZEIGER, 2004).

Por ser nutriente fundamental para o crescimento das plantas, a demanda por
fertilizantes nitrogenados na agricultura tem aumentado, liberando compostos
nitrogenados para o ambiente, por ter baixo aproveitamento pelas culturas (GARCIA
et al., 2013), entdo, 0 que ndo é assimilado pelos micro-organismos e plantas €
perdido para o solo, agua e atmosfera, intensificando as taxas de emissdes de
gases de efeito estufa (GEE).

Mesmo em pequenas concentracdes, o 6xido nitroso (N20), tem potencial de
aguecimento 300 vezes maior que o CO2 podendo ser considerado um dos
principais GEE, contribuindo para o consumo de ozénio (O3) (RODRIGUES; MELLO,
2012). Estima-se que até 2020 a emisséo de gases de efeito estufa sera de 3,23t g
CO2eq (MCTI, 2013).

O aproveitamento do N no solo depende de processos fisicos, quimicos e
biolégicos, relacionados a mineralizagédo e imobilizag&o, nitrificacéo e desnitrificacéo,
lixiviacdo e volatilizagdo, que irdo permitir que o nitrogénio permaneca adsorvido na
camada agricultavel do solo, que seja aproveitado pelas plantas ou que se movera
no perfil do solo, chegando a atingir camadas mais profundas (SPADOTTO, 2002;
BONO et al., 2008).
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A nitrificac@o é o processo que envolve agédo de bactérias que transformaréo
a amonia em nitrato, forma assimilavel pelas plantas. Esse processo sofre
interferéncia da umidade do solo, apresentando maior eficiéncia da oxidacdo da
amonia em solo com menor teor de agua, sendo a atividade praticamente inexistente
em solos saturados devido a falta de oxigénio no meio, ocorrendo desnitrificacdo da
amonia que sera transformada em N20 por acdo das bactérias (DITTERT,;
MUHLING, 2009; SANGER, 2011).

De acordo com Hoffman (2001), a emissdo do o6xido nitroso pode ser
acentuada quando ha algum tipo de alteracdo da atividade natural do solo, como por
exemplo, a adicdo de fertilizantes, preparo do solo para o plantio e revolvimento
durante a colheita, mesmo em baixas temperaturas. Em contrapartida, Skiba e Smith
(2000), indicam que elevadas temperaturas favorecem o processo de nitrificacdo e
desnitrificagdo, consumindo mais oxigénio durante a atividade, tornando o solo
favoravel a condi¢des de anaerobiose, que ira aumentar a emissédo do 6xido nitroso.

O manejo e propriedades do solo, variagbes sazonais, vegetacdo de
cobertura e acdes antropicas, interferem diretamente na atividade biolégica do solo,
afetando no processo bioquimico dos nutrientes, logo, sua disponibilidade para as
plantas e liberagdo para o meio. Em vista disso, a quantificacdo da atividade
enzimatica no solo, pode identificar alteracbes nos processos metabolicos,
fundamentais para avaliar os efeitos das praticas de manejo adotadas (CARNEIRO
et al., 2008).

2.3.1. Protease

A protease, enzima envolvida no ciclo do N e na decomposi¢cdo da matéria
organica do solo, é responsavel pela mineralizacdo do N organico (MONDINI et al.,
2006), convertendo-o em forma inorganica disponivel para as plantas. A
imobilizagdo do nitrogénio € o processo reverso da mineralizagdo e ocorre a
conversdo da forma do N inorganico para a organico. Esses dois processos

dependem da relagcdo C: N da MO do residuo no solo, quando alta, 30:1, favorece a
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imobilizacdo, quando menor do que 20:1, favorece uma mineralizagdo mais rapida
(LOPES,1989).

A atividade da protease, varia de acordo com a dose de residuos aplicados
no solo, mostrando leve aumento com aplicacdo de 12t ha' de LE, reduzindo
significativamente com a aplicacdo de doses mais elevadas de 24 t ha, segundo
estudos realizador por Crecchio et al. (2004). Ao contrario de resultados encontrados
por Alves et al. (2010) que avaliaram diferentes doses de lodo de esgoto proveniente
da ETE de Barueri, Sado Paulo, aplicado em area de Latossolo Vermelho distréfico e
em area de Latossolo Vermelho eutroférrico, identificando aumento da atividade da
protease com o aumento da dose de LE aplicada no solo.

De acordo com Melo et al. (2002), a atividade da protease foi mais elevada,
principalmente na camada de 0-10cm devido a aplicacdo de adubo organico
constituido por 80% de poupa citrica e 20% de esterco de galinha, favorecendo a
atividade microbiana, logo, aumentando a atividade enzimatica, fato que também foi

observado por Kandeler et al. (1999).

2.3.2. Redutase do nitrato

E a primeira enzima que catalisa a reducdo do nitrato (NOs") para nitrito (NO2)
sob condi¢cdes anaerdbicas, denominado processo de nitrificacdo, seguido de
nitracdo, que € oxidacdo dos nitritos em nitratos. No processo de nitrificacdo pode
ocorrer também, a producéo de N20, por meio do nitrito redutase, agindo na reducao
de NO2  a NO e do oxido nitrico redutase, catalisando a reducdo do NO a N20
(KLOTZ; STEIN, 2008).

A nitrato redutase (NR) é uma enzima cuja atividade é influenciada por fatores
climaticos como temperatura e pluviosidade, sendo a fixacdo do nitrogénio
prejudicada por temperaturas do solo abaixo de 7°C e em solos encharcados. As
propriedades fisico-quimicas dos solos também influenciam na quantidade de N
fixado, com baixa fixacdo em solo compactados por apresentarem falta de oxigénio,

inibindo a atividade biolégica. O pH do solo é fator critico para o desenvolvimento da
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atividade microbiana, sendo considerado ideal na faixa de 6,0 a 6,5, além de
influenciar a disponibilidade de potéassio, fosforo, molibdénio e cobalto necessarios
em quantidades adequadas, para a fixacao de nitrogénio no solo (BOOM, 2002).

Em estudo realizado por Purcino et al. (1994), utilizando doses de 20 e 60 kg
ha! de ureia em cultura de milho, foi demonstrado que a atividade da NR n&o sofreu
interferéncia com as diferentes doses de aplicacdo da ureia, no entanto, em cultura
de milho quando aplicada com potassio, na dose de 100 kg ha* de N e 40 kg hat de

K, houve melhora na atividade da enzima (SILVA et al., 2011).

2.3.3. Urease

E a enzima responsavel pela hidrolise da ureia liberando amonia (NHs*) e géas
carbonico (COz2). A velocidade com que ocorre essa reagdo depende da quantidade
de ureia que foi aplicado no solo, do tipo de vegetacdo e da disponibilidade e
facilidade de decomposicao da matéria organica como fonte de energia para micro-
organismos do solo. Sua atividade no solo estima o quanto de N organico pode ser
convertido em inorganico, iniciando o processo de mineralizagéo (DICK et al., 1996;
SANTOS: CAMARGO, 1999; VICTORIA et al., 1992) e sua atividade € maior quando
maior for o teor de matéria organica presente no solo (ROLDAN et al., 2003).

Em estudo realizado por Trannin et al. (2007), foi demonstrado que a
atividade da urease sob aplicacdo de LE e adubo mineral em cultura de milho, ndo
diferiu entre os tratamentos e apenas apresentou maiores resultados que o controle,
sem adubacao, quando foi aplicado dose méaxima de LE, ao contrario dos resultados
obtidos por Garcia-Gil et al (2000), que identificaram reduc&o da atividade da urease
de 20 e 28% com a aplicacdo de lodo de esgoto compostado na dose de 20 e 80 t
hal, respectivamente, fato que pode ser explicado pela presenca de elementos traco
gue inibem a atividade desta enzima.

Sabe-se que a agricultura é um potencial poluidor do ambiente e que algumas
praticas agricolas favorecem a emissédo de gases de efeito estufa. Diante disso, 0

entendimento do comportamento da atividade enzimatica no solo € um dos
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importantes fatores para identificar quais sdo os melhores tipos de manejo e uso do
solo que devem ser adotados, a fim de ter melhor aproveitamento da adubacéo,
consequentemente, obter melhor produtividade, reduzindo os impactos ambientais,
uma vez que no Brasil, 94% do total da emissado de oxido nitroso, é oriundo de

mudancas de uso e manejo dos solos (CERRI; CERRI, 2007).

3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1. Hipotese

Devido ao elevado teor de matéria organica do lodo de esgoto, origem da
mesma, ser fonte de nitrogénio e haver a possibilidade do processo de tratamento
do LE ser ineficiente, esperava-se:

e Melhora da qualidade do solo.

e Contaminacdo do solo com micro-organismos patogénicos e outros fatores
maléficos que poderdo ser inseridos na cadeia alimentar além de causar
danos ambientais.

¢ Intensificacdo da atividade enzimatica das enzimas relacionadas com o ciclo

do nitrogénio.

3.2. Objetivos gerais

Analisar a qualidade do lodo de esgoto obtido na ETE de Franca, SP, operada
pela SABESP (Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo).

Analisar o solo de uma area de Latossolo Vermelho eutroférrico e de uma area
de Latossolo Vermelho distrofico, que ha 18 anos recebe aplicacdes sucessivas de
LE, avaliando a qualidade, a presenca de micro-organismos patogénicos e a

atividade enzimatica.
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3.3. Objetivos especificos

a. Avaliar o teor de matéria organica, pH, micronutrientes, capacidade de
troca catidnica (CTC) e saturacdo por bases (V%) do solo.

b. Avaliar a presenca ovos viaveis de helmintos em amostras de lodo e solo.

c. Determinar a presenca de patotipos de Escherichia coli (STEC, EPEC,
EHEC) no lodo e solo, por meio de Reacgéo da Polimerase em Cadeia (PCR).

d. Avaliar a atividade enzimatica: Protease, Nitrato Redutase e Urease

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e histérico do experimento

O experimento foi instalado em novembro de 1997 e ha 18 anos recebe doses
anuais de LE na area experimental da Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da UNESP, Campus de Jaboticabal — SP,
(21°15°22” S e 48°15°18” W, altitude 618m), cujo clima é Aw segundo classificagdo
de Képpen (VOLPE, 2008).

O solo de uma area é Latossolo Vermelho eutroférrico (LVef) e o da outra
area € Latossolo Vermelho distréfico (LVd), representadas na Figura 1 e 2
(EMBRAPA, 2006). Adotou-se o delineamento experimental em blocos casualizados

com 4 tratamentos e 5 repeticoes.
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Figura 1. Imagem aérea da area no qual foi realizada aplicacdo do lodo de esgoto
no Latossolo Vermelho eutroférrico (LVef).

Fonte: Google Maps

Figura 2. Imagem aérea da area no qual foi aplicado lodo de esgoto no Latossolo
Vermelho distréfico (LVd).
Fonte: Google Maps
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As culturas utilizadas no decorrer dos dezoito anos de experimento estao
descritas na Tabela 1, assim como a origem do lodo de esgoto que foi obtido de
diferentes Estacdes de Tratamento de Esgoto operadas pela SABESP esta descrito
na Tabela 2. As médias de insolacdo e precipitacdo mensal durante o periodo

experimental estdo representados na Figura 3 e 4.

Tabela 1. Culturas utilizadas nos dezoito anos de experimento cultivadas em area

de Latossolo Vermelho distréfico e Latossolo Vermelho eutroférrico.

Ano agricola Cultura

1996/1997 a 2001/2002 Milho

2002/2003 Girassol

2003/2004 Crotalaria

2004/2005 a 2007/2008 Milho

2008/2009 Girassol

2009/2010 a 2012/2015 Milho

Tabela 2. Origem do lodo de esgoto utilizado nos 18 anos de experimento.

Ano Agricola Origem do Lodo
1996/1997 a 2004/2005 Barueri
2005/2006 a 2006/2007 Franca
2007/2008 a 2008/2009 Barueri
2010/2011 a 2012/2013 Monte Alto

2014/2015 Franca
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Fonte: Estacdo Agroclimatologica da Unesp, Jaboticabal, S&o Paulo.
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Figura 4. indice de precipitacdo mensal durante o periodo experimental.

Fonte: Estacdo Agroclimatologica da Unesp, Jaboticabal, S&o Paulo.

22




23

4.2. Delineamento experimental e tratamentos no ano agricola
2014/2015

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
tratamentos e cinco repeticdes, aplicados nas mesmas parcelas dos anos anteriores
(Figura 5 e 6).

Os tratamentos foram divididos em:

T1 - controle: ndo foi realizada a aplicagdo de lodo de esgoto, apenas
fertilizacdo mineral baseada na andlise de solo e indicacfes de Raij et al. (1997).

T2 - 5 Mg ha! de lodo de esgoto, base seca.

T3 - 10 Mg ha* de lodo de esgoto, base seca.

T4 - 20 Mg ha! de lodo de esgoto, base seca.

Os tratamentos com LE receberam aplicacéo de fertilizantes minerais, N-P-K,

afim de receberem as mesmas quantidades de nutrientes que a parcela

testemunha.
BLOCO BLOCO
01 02 BLOCO 03
2| I8 8|2 gl |2
BLOCO
04 BLOCO 05
N [ - - = [ = = = P = o o o
o [(e] oo ~l (o)) (6] SN w N ol o ({e] (o] ~

Controle (fertilizante mineral N-P-K, de acordo com resultado da fertilidade e recomendacées do Boletim 100
5,0 Mg ha, base seca, de biossolido (50% do nitrogénio requerido pela cultura do milho)
10,0 Mg hal, base seca, de biossélido (100% do nitrogénio requerido pela cultura do milho)

O LEE

20,0 Mg ha1, base seca, de biossoélido (200% do nitrogénio requerido pela cultura do milho)

Figura 5. Croqui da area de Latossolo Vermelho eutroférrico (LVef).
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Controle (fertilizante mineral N-P-K, de acordo com resultado da fertilidade e
recomendac¢fes do Boletim 100

5,0 Mg ha, base seca, de biossolido (50% do nitrogénio requerido pela
cultura do milho)

10,0 Mg hal, base seca, de biossolido (100% do nitrogénio requerido pela
cultura do milho)

20,0 Mg hal, base seca, de biossolido (200% do nitrogénio requerido pela
cultura do milho)

Figura 6. Croqui da area de Latossolo Vermelho distréfico (LVd).

4.3. Lodo de esgoto

O lodo de esgoto utilizado foi proveniente da Estacdo de Tratamento de
Esgoto de Franca, S&o Paulo, operada pela SABESP (Companhia de Saneamento
Basico do Estado de Séo Paulo).

Antes do lodo ser aplicado no solo, foi realizada uma amostra composta
formada por seis amostras simples, coletadas em diferentes pontos da massa do
residuo (ABNT, 2004) para a andlise dos atributos quimicos (Tabela 3), para
avalicdo de ovos viaveis de helmintos acordo com a metodologia descrita por
Bailenger (1979) modificado por Ayres e Mara (1996) e avaliacdo de coliformes

termotolerantes segundo a técnica de tubos multiplos (APHA,2001).
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Tabela 3. Atributos quimicos do lodo de esgoto proveniente da SABESP de Franca,

Séo Paulo.
Cd Cu Cr Ni Zn Pb N P K
Lodo de --mmmmmmm e MQ.Kgt--mmmmmmm e
Esgoto
SABESP
FRANCA 2014 0,94 164,8 159,2 89,4 500 37,6 3285 473,34 4,3
Resol.
375/2006
CONAMA 39 1500 1000 420 2800 300 - - -

4.4. Implantacdo do experimento

O experimento foi instalado em 11 de dezembro de 2014 nas mesmas
parcelas. A aplicacao do lodo foi feita a lan¢o de forma manual, com a umidade com
que chegou da ETE (80 %), seguida de incorporacdo com grade leve a cerca de 10
cm de profundidade. A cultura avaliada foi a cultura do milho, semeado aos 5 dias da
aplicacdo do lodo e logo apoOs ter recebido a adubacdo de semeadura, em
espacamento de 0,9 m entre linhas, com 7-9 plantas por metro linear, em parcelas
de 60 m? de area (6 x 10 m). A dose da adubacéo de cobertura foi calculada de
acordo com a fertiidade das amostras do solo coletados antes do inicio do
experimento (Tabela 4 e 5), e entdo realizada a primeira dose da adubacdo de

cobertura aos 48 dias ap0s o plantio com aplicacdo da segunda dose aos 59 dias.
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Tabela 4. Caracterizagdo quimica da &rea de Latossolo Vermelho eutroférrico (LVef)

na profundidade de 0-20 cm.

Tratamentos Presina MO pH  K* Ca?* Mg?* H+AI SB CTC V
mg/dm® g/dm3® CaClz ............cceevvenennnn. mmole/dm3................... %
57,8 27,0 53 51 264 180 35,2 50,0 85,0 58,0
74,4 266 50 50 264 14,6 42,6 46,0 89,0 52,0
10 83,0 264 53 52 272 17,8 35,6 50,0 86,0 59,0
20 86,2 274 52 55 258 1572 40,4 470 87,0 54,0
Tabela 5. Caracterizacdo quimica da area de Latossolo Vermelho eutroférrico (LVd)
na profundidade de 0-20 cm.
P
Tratamentos resina MO  pH K* Ca?* Mg?* H+Al SB CTC V
mg/dm® g/dm3® CaClz ......cocveviiniiiiiieane. mmolc/dm®................ %
71,0 212 53 30 224 15,2 252 410 66,0 60,0
91,0 232 5.1 26 196 11,2 28,2 33,0 620 55,0
10 109,0 258 5.2 28 23,6 12,6 280 39,0 67,0 58,0
20 1184 254 5.1 24 234 140 29,8 40,0 70,0 57,0
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4.5, Coleta das amostras de solo

Aos 70 dias, as amostras de solo foram coletadas com trado tipo holandés na
camada de 0-20 cm para andlise da fertilidade (RAIJ et al., 2001). De cada parcela,
foram retirados dez pontos de amostras simples da linha e entre linha, que foram
misturadas para formar uma amostra composta e encaminhadas imediatamente
para o laboratorio, onde foram passadas em peneira com 2 mm de malha (TFSA),
secas ao ar e a sombra para as analises quimicas, analisando o pH, teores de
matéria organica, fosforo, enxofre, célcio, magnésio, potassio, aluminio, H+AIl, a
capacidade de troca catibnica (CTC) e saturacdo por bases (V%). Os resultados
foram submetidos as andlises estatisticas utilizando-se o programa estatistico SAS -
System for Windows 9.2 (SAS, 2008). A andlise de variancia foi realizada de acordo
com o nivel de significancia no teste F para os tratamentos e realizada a
comparacao de médias por (Tukey, P<0,05).

Aos 40 dias, coletou-se amostras compostas de solo, na profundidade de O-
10cm com auxilio do trado tipo holandés, para a avaliacdo de ovos viaveis de
helmintos no solo. As amostras foram coletadas em 10 pontos, heterogéneos de
cada parcela formando uma amostra simples, as quais foram misturadas de acordo
com o mesmo tratamento, formando um total de oito amostras compostas, sendo
quatro da area de Latossolo Vermelho eutroférrico e quatro da area de Latossolo
Vermelho distroférrico. As amostras roram armazenadas em sacos plasticos
estéreis, guardadas em caixa térmica com gelo e encaminhadas imediatamente para
analise no departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UNESP, Campus de
Jaboticabal - SP

Para a analise de coliformes termotolerantes no solo, coletou-se da mesma
forma como descrito para a avaliagdo de helmintos no solo, amostras compostas no
dia 0, 26, 40 e aos 78 dias (retirados apo6s aplicagdo da segunda dose da adubagéo
de cobertura), sendo 16 amostras compostas do LVef e 16 amostras do LVd,

totalizando 32 amostras compostas, as quais foram encaminhadas ao Departamento
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de Tecnologia da UNESP, Campus de Jaboticabal — SP onde foram submetidas as
analises microbiologicas.
Para a realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizou-se as

amostras compostas de solo coletadas de acordo com a tabela 6.

Tabela 6. Periodo e nimero de amostras coletadas para a realizacéo da PCR.

Coletas (Dias) LVef Lvd
Numero de amostras compostas coletadas

Antes da aplicacéo do LE 4 4

0* 4 4

26 4 4

40 4 4

58 4 4

78 4 4

110 4 4

146 4 4
Amostragem de LE 1
Total 65

*Dia 0 foi considerado o dia de aplicagdo e incorporacdo do LE que foi em
11/12/2014

Para avaliacdo da atividade enziméatica foram utilizadas as amostras
compostas coletadas no dia zero, dia de aplicacéo e incorporacéo do lodo, com 40
dias, 78 e 146 dias apds o inicio do experimento e armazenadas em freezer a -20
°C, totalizando 64 amostras para cada atividade enzimatica especifica. A andlise
estatistica da atividade enzimatica foi realizada por meio do Proc Reg do software
SAS para a analise de regressao polinomial (SAS, 2008).

As andlises, de modo geral, foram realizadas em periodos diferentes ao longo
do experimento para que fosse possivel avaliar a sobrevivéncia dos micro-
organismos no solo, uma vez que se trata de uma area que ha 18 anos recebe

aplicagbes anuais de lodo de esgoto.
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4.6. Metodologia empregada

4.6.1 Quantificacdo de ovos viaveis de helmintos

Para a analise do lodo de esgoto, utilizou-se o método modificado de
Bailenger (1979) modificado por Ayres e Mara (1996) o qual é eficiente para a
deteccdo de ovos de helmintos em lodo. Na amostra de lodo foi adicionada agua e
deixado sedimentar por 2 h. ApGs esse tempo, coletou-se 90% do sobrenadante

com a ajuda de um siféo (Figura 7).
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Figura 7. Sobrenadante de lodo de esgoto e agua apés duas horas de
sedimentacao.

As aliquotas foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL com adicdo de
solucdo de detergente Triton X-100 e centrifugadas a velocidade de 1000 g por 15
min. O sobrenadante foi removido e o conteddo restante foi centrifugado novamente
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pelo mesmo tempo e velocidade descritos anteriormente. O pellet formado foi

suspendido com solugédo tampao de acido acético (pH 4,5 e) e éter etilico, agitados

em voértex e novamente encaminhados para a centrifuga (Figura 8).
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Figura 8. Separacao do lodo de esgoto apos a centrifugacao.

Apébs a remocédo do sobrenadante, adicionou-se solucéo de sulfato de zinco e
agitadas em vortex. Dessa solucao, foram transferidas aliquotas para camaras de
McMaster e deixadas em repouso por 5 min para a leitura final em microscopio com
objetiva de 10x.

O calculo de ovos encontrados por litro foi realizado de acordo com seguinte
equacao:

N= AX/PV

Onde:

N= numero de ovos por litro de amostra

A= numero de ovos encontrados na camara de McMaster

X= volume do produto final (mL)

P= volume da camera de McMaster (0,3mL)

V= volume inicial da amostra (em litros)
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Para a analise de helmintos no solo, utilizou-se a mesma metodologia para o
LE, descrita anteriormente, porém, devido a elevada turbidez das amostras, para
confirmacdo dos resultados, também foram realizadas as metodologias de
sedimentacao espontanea de Hoffman et al. (1934), Yanko (1987), técnica de Willis
(1921) e Gordon e Whitlock (1939), uma vez que o material estudado € de origem

fecal.

4.6.2. Preparo das diluicdes das amostras.

De cada amostra foram pesados, de forma asséptica, 25 gramas de solo e
colocados em 225 mL de agua peptonada a 0,1% esterilizada e apos
homogeneizacdo em agitador por meia hora, foi obtida diluicdo inicial 10-1. A sequir,

foram preparadas diluicGes decimais até 10-° (APHA 2001).

4.6.3. Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de

Coliformes Totais/grama.

Teste presuntivo: trés tubos de caldo lauril sulfato triptose com tubo de
Durhan invertido foram inoculados com 1 mL a partir das diluicdes 10t a 10°. Apés
foram incubados a 35 °C por 24 a 48 h e considerados positivos aqueles com
multiplicacédo bacteriana e producédo de gas (APHA 2001).

Teste confirmativo: de cada tubo com resultado positivo no teste presuntivo
foi transferido, com alcada de niquel-cromo de 3 mm de diametro, uma alcada da
cultura para tubos correspondentes contendo caldo lactose-bile-verde brilhante a 2%
e tubo de Durhan invertido. A incubacao foi realizada a 35 °C por 24 a 48 h e
considerados positivos 0os que revelavam multiplicacdo bacteriana e producédo de
gas (APHA 2001).
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4.6.4 Determinacdo do NMP de Coliformes termotolerantes.

A partir de cada tubo de caldo lauril sulfato triptose com resultado positivo no
teste presuntivo para coliformes totais, inoculou-se com alca tubos correspondentes
contendo caldo EC e tubo de Durhan invertido. A incubacéo foi realizada em banho-
maria a 455 +0,2 °C por 24 + 2 h e considerados positivos tubos com

desenvolvimento bacteriano e presenca de gas (APHA 2001)..

4.6.5. Extracdo de DNA.

O DNA microbiano do solo foi extraido usando o Power Soil® DNA Isolation

kit seguindo e cumprindo as especificacfes do fabricante.

4.6.6. Analise Molecular para Identificacdo de Genes de Toxinas
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A determinacgéo dos patétipos de E. coli, EHEC, EPEC e STEC foi realizada
por meio da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), por meio dos primers para 0s
genes stx1, stx2 e eae (Tabela 7).
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Tabela 7. Sequéncia de nucleotideos iniciadores para os genes Stx1l, Stx2, eae,

tamanho do produto de amplificacéo e sua respectiva temperatura de pareamento.

Iniciador Sequéncia Produto de Temperatura
amplificacéo (pb) pareamento
(©)
Stx1For TTA GAC TTC TCG ACT GCA AAG 55
531

Stx1Rev TGT TGT ACG AAATCC CCT CTG5S

Stx2 For TTA TAT CTG CGC CGG GTC TG

327 55
Stx2 Rev AGA CGA AGA TGG TCA AAA CG
Eae For CAT TAT GGA ACG GCA GAG GT

791 55

Eae Rev ATC TTC TGC GTACTG CGT TCA

Para tanto, cada reacdo de amplificacdo foi conduzida em volume de 20 pL
contendo: 1 uL de DNA molde; 0,5 uL de solugdo de dNTPs (10 mM); 1.0 uL de
cada iniciador a 5 pM (Tabela 5); 0,6 uL da enzima Taq DNA polimerase (1.5 U/ulL);
2,0 puL de solucdo tampéo (10 X) para a reagdo de PCR com 0.8 uL de MgClz (50
mM) e o restante, até completar 20 uL, de agua ultra-pura (Milli Q) previamente
esterelizada.

Esta mistura foi submetida a um termociclador a 94°C por 4 min
(desnaturacéo); seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min (desnaturacao), temperatura
de pareamento (especifica para cada oligonucleotideo iniciador) por 1 min
(pareamento) e 72°C por 1,5 min (extensao). O ultimo ciclo foi realizado a 72°C por 7
min para completa extens&o da Taq DNA polimerase.

Uma aliquota desta reacao contendo apenas agua, sem DNA, foi usada como
controle negativo e uma aliquota usada com DNA da cepa padrdo de Escherichia
coli, foi utilizada como controle positivo. Os produtos amplificados foram visualizados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5 %, corado com Safe Imager 2.0 Blue-Light
Transilluminator (Invitrogen). Foi usado como referéncia um marcador de peso

molecular conhecido (100 pb DNA Ladder - Invitrogen).



34

4.6.7. Andlise da atividade da enzima protease

Para a avaliacdo da atividade da protease, adicionou-se solugdo tampéo,
caseina como substrato em 1g de solo e incubadas a uma temperatura de 50 °C sob
agitacao por 2 h. Entéo, adicionou-se 5 mL de TCA, seguido de centrifugacao por 10
min a 10.000 rpm. Retirou-se 5 mL do sobrenadante no qual foi adicionado 7,5 mL
de reagente alcalino, incubados por 15 min a temperatura ambiente. Apés a
incubacédo, adicionou-se 5 mL de reagente de Folin e filtradas as amostras,
permanecendo em repouso por 1 h para realizacao da leitura em espectrofotdmetro
a absorbancia de 700 nm (LADO; BUTLER, 1972).

4.6.8. Andlise da atividade da enzima redutase do nitrato

Para a atividade da redutase do nitrato, utilizou-se o método descrito por
Abdelmagid e Tabatabai (1987), o qual consiste na adicdo de solucdo 2 mL de DNP
em 5 g de solo sendo seco com ventilador por 2 h e entdo, adicionado 10 de KNO3
nas amostras e 10 mL de agua deionizada nos brancos e incubadas a uma
temperatura de 30°C por 24 h. Em seguida, adicionou-se 25 mL de KCI nos frascos,
agitados por 30 min e passado todo o conteido em papel filtro. Retirou-se 10 mL do
fitrado e adicionado 0,2 mL de sulfanilamida a 0,5% e 0,2 mL de N-Naftil

Etilenediamine a 0,3%. ApGs 20 min, realizou-se a leitura a absorbancia de 540 nm.
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4.6.9. Andlise da atividade da enzima urease

Para a atividade da urease, seguiu-se o0 método de May: Douglas (1976), com
a adicdo de 0,5 mL de toluol em 3 g de solo e 12 mL de 4gua deionizada, ficando em
repouso por 10 min na BOD. Entéo, adiciou-se 3 mL de uréia nas amostras que
foram incubadas a 30°C por 1 h e adicionado 15 mL de KCI+ Acetato de Difenil de

Mercurio em todos os frascos, seguido de leitura através da titulagcdo com H2SOa.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fertilidade do solo

Os tratamentos utilizados em 18 anos consecutivos de aplicacéo de lodo de
esgoto apresentaram diferenca nos teores de fosforo (P), potassio (K*) e acidez
potencial (H+Al) no LVef (Tabela 8). No LVd, os atributos quimicos pH, matéria
organica (MO), P, magnésio (Mg?*), H+Al e capacidade de troca catiénica (CTC),

apresentaram efeito significativo.
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Tabela 8. Fertilidade da é&rea de Latossolo Vermelho eutroférrico (LVef) na
profundidade de 0-20 cm.

Tratamentos  pH MO P Ca?* Mg?* K* H+Al CTC

Mg ha'de LE cCaCl. gdm3 mgdm3 MmMOIC dM-3--------=-==ee=-
0 4,70a 27,66a 72,33b 31,67a 13,30a 3,20a 44,00ab 91,50a
5 4,80a 27,00a 52,66b 36,67a 12,60a 2,03b 40,33b 86,60a
10 4,83a 29,00a 93,66b 41,67a 14,60a 2,53b 46,67ab 101,16a
20 456a 31,00a 206,00a 39,33a 13,60a 3,20a 52,67a 95,23a

(*) valores seguidos de mesma letra na coluna nao apresentam diferenca

significativa entre si, ao nivel de probabilidade de 5% (Tukey, P<0,05).

Tabela 9. Fertiidade da area de Latossolo Vermelho distréfico (Lvd) na

profundidade de 0-20 cm.

Tratamentos pH MO P Ca? Mg?* K* H+AIl CTC

Mg ha'deLE  caCl. gdm?3 mg dm-3 mmolc dm-3---------------—-
0 4,96a 22,00c 23,00c 31,00a 11,00b 1,93a 30,33c  76,00c
5 5,16a 24,00c 24,00bc 33,00a 14,33a 2,23a 33,00bc 80,06bc
10 5,03a 26,30bc 26,33ab 33,00a 11,66ab 1,96a 37,66b 83,40b
20 4,33a 29,00a 29,00a 31,00a 10,66b 1,96a 48,66a 93,33a

(*) valores seguidos de mesma letra na coluna néo

apresentam diferenca

significativa entre si, ao nivel de probabilidade de 5% (Tukey, P<0,05).

A diferenca encontrada no teor de P, extraido pelo método da resina, nas
duas areas ja era esperada pois o LE é fonte desse nutriente. Os valores variam de
52,66 a 206,00 mmolc dm-2 no LVef e de 23,00 a 29 mmolc dm-3 no LVd. Nota-se
gue na maior a dose de LE aplicado, maior foi o teor de P no solo, assim como, com
o0 aumento da dose, aumentou o teor de matéria organica favorecendo a retencao e
disponibilidade desse macro nutriente no solo (MARIA et al., 2007).

Em estudo realizado por Marques et al. (2007), que avaliaram diferentes
doses de LE proveniente da ETE de Suzano, Sdo Paulo, aplicados no solo
destinado ao plantio de cana-de-acucar, também identificaram maiores teores de P
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com o aumento da dose de LE fornecida. Resultados semelhantes foram constados
Bonini et al. (2015), que aplicaram LE obtido na SANEAR de Aracgatuba, Sdo Paulo,
em solo cultivado com eucalipto e braquiaria, obtendo efeito significativo no teor de
P sendo maior conforme o aumento da dose aplicada.

Segundo Costa et al. (2014), resultados positivos nos atributos quimicos
como teor de P, MO, pH e CTC foram obtidos em solo que recebeu durante 6 anos
aplicacoes de lodo de esgoto procedente da ETE de Jundiai, Sdo Paulo. Em outro
estudo, também de longo prazo realizado por Yada (2014), evidenciou diferencas
nos teores de P e K* em LVef e LVd que ha 16 receberam aplica¢gbes anuais de LE.

A acidez potencial das duas areas apresentou diferenca entre os tratamentos
avaliados, variando de 40,33 a 52,67 e 30,33 a 48,66 mmolc dm-3 no LVef e LVd,
respectivamente. Em estudo realizado por Kitamura et al. (2008) corrobora com o
presente trabalho, identificando diferenca nos valores de H+Al no tratamento que
recebeu aplicacdo de LE. Aplicagbes de diferentes doses de LE de industria de
fibras e resinas por dois anos consecutivos em solo destinado ao cultivo de milho,
também causaram aumento da H+Al no solo. Resultados opostos foram encontrados
por Yada (2014) e Guedes et al. (2006) que identificaram reducdo dos valores da
acidez potencial em areas que receberam diferentes doses de lodo de esgoto.

Os teores de K* foram significativos apenas no LVef, variando de 2,03 a 3,20
mmolc dm-3. Por facilmente solUvel em agua, a quantidade de K* encontrada no LE é
baixa, ficando mais concentrado na fase liquida do tratamento da ETE
(TSUTIYA,2000; MELO, et al., 2004), indicando que deve haver suplementacéo
desse nutriente por meio de adubacao mineral (MELO et al., 2007). A concentracao
de potassio apos a aplicacdo do residuo diminuiu quando comparado com a
concentracdo encontrada antes da adubacdo do solo com o LE (Tabela 4). Essa
reducdo pode ter sido ocasionada pela absor¢céo desse nutriente pelas plantas (FIA
et al., 2005).

Resultados opostos foram encontrados por Chiba et al. (2008) ao avaliar o
efeito da aplicacdo de LE proveniente da Companhia de Saneamento de Jundiai,
SP, em solo com cultivado com cana-de-aguUcar, e Barbosa et al. (2008), ao avaliar o
efeito da aplicacdo do LE em area de LVef por dois anos consecutivos, ndo obtendo

efeito significativo no teor de K* solo. Nogueira et al. (2006) identificaram aumento
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no teor de K* apds a aplicagdo do LE quando comparado com o teor inicial antes da
aplicacéo do residuo no solo, resultado contrario ao encontrado no presente estudo.

A capacidade de troca cationica (CTC) do LVd mostrou efeito significativo,
variando de 76 a 93,33 mmolc dm-3 sendo 0 maior teor no tratamento que recebeu
20 Mg t. O lodo favorece o teor de matéria organica no solo, gerando a presenca
de cargas negativas que promoverao o aumento do teor da CTC no solo (SILVA et
al., 1995). Pode-se considerar que os solos das duas areas avaliadas atendem as
necessidades nutricionais das plantas pois maior parte da CTC foi ocupada por Ca?*,
K* e Mg?*, indicando a qualidade do solo (RONQUIM, 2010).

Apébs dois anos de aplicacdo consecutiva de diferentes doses de LE, Barbosa
et al. (2008) também identificaram efeito significativo no teor da CTC, aumentando
conforme aumentou a dose utilizada. A adubacdo do solo com LE digerido
anaerobicamente para cultivo de milho safrinha, favoreceu a CTC do solo,
principalmente nos tratamentos que receberam maior concentracéo de LE, segundo
estudo realizado por Barbosa et al. (2007).

Resultados opostos foram encontrados por Yada (2014), ao avaliar a
aplicacdo de LE por 16 anos consecutivos em areas de LVef e LVd, néo identificando
diferenca nos atributos de CTC, Ca?* e Mg?* para os tratamentos avaliados. Estudo
realizado por Oliveira et al. (2002), com aplicacdo de LE por dois anos consecutivos
em area LVd, também ndo encontrando alteracfes expressivas para o teor de CTC.

Nota-se que o solo apés a incorporacdo do residuo, apresentou maior acidez
quando comparado com o solo antes do inicio do experimento e foi identificado
efeito significativo no pH do LVd. Costa et al. (2008) sugerem que a dissociacao do
amonio da matéria organica, favorece a acidificacdo do solo, dissociacdo a qual atua
como carreador de cations para camadas subsuperficiais que acabam sendo
removidos, consequentemente, acidificam os solos.

Resultados encontrados por Kitamura et al. (2008) corrobam com o presente
estudo, identificando diferenca no pH, MO e Mg em solo que por dois anos
consecutivos recebeu doses de LE. A acidez alta encontrada nos solos pode ser
devido a biodecomposicdo da MO que ocasionou poder de acidificacdo dos solos
(CAMARGO et al., 1999; FRANCHINI et al., 2001). Decréscimos significativos no

valor do pH também foram identificados por Nascimento et al. (2004) com o aumento
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da dose de LE aplicada no solo. Por outro lado, Ricci et al. (2010) identificaram
diferenca ao avaliar o pH do solo apos receber aplicagfes de diferentes doses de
LE, porém observaram aumento do pH com o aumento da dose utilizada.

Os teores de MO encontrados no LVd variaram entre 22 a 29 g dm3, que foi
maior no tratamento que recebeu 20 Mg ha! de LE. A dose mais alta de LE também
proporcionou efeitos expressivos no teor de MO do solo de acordo com Nascimento
et al. (2004). Da mesma forma, Yada (2014) ao estudar o efeito de 16 anos de
aplicacoes de LE em LVef e LVd, identificou diferenca no teor de MO do LVd entre o
tratamento de 20 Mg ha' de LE em relacdo ao tratamento controle, que recebeu
apenas adubacdo mineral.Resultado oposto foi identificado por Nogueira et al.
(2006) que nao encontraram diferenca estatistica para o teor de MO para 0s
diferentes tratamentos de LE.

O teor de Mg?* no LVd, variou de 10,66 a 14,33 mmolc dm-3, apresentando
melhor resultado para o tratamento de 5 Mg ha. Efeito significativo no teor de Mg?*
também foi encontrado por Barbosa et al. (2008), ao avaliar a aplicacdo de LE no
solo por dois anos consecutivos, que identificaram melhores resultados para as
doses de 24 e 36 Mg ha por ano. Corroborando com esses resultados, Ricci et al.
(2010) identificaram efeito significativo para Mg?* nos diferentes tratamentos
avaliados.

5.2. Indicadores bioldgicos do lodo e do solo

5.2.1. Helmintos

A amostra de LE, no momento de ser aplicado no solo, apresentou 10,06
ovos viaveis de helmintos g* de ST e segundo o CONAMA, ndo esta classificado
como lodo Tipo A nem B que admite valores inferiores a 0,25 ovos g de ST e menor
do que 10 ovos g* de ST, respectivamente, por isso, ndo deveria ser utilizado na

agricultura sendo considerado potencial poluidor do ambiente, recursos hidricos e
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causar danos a saude do homem e animais por meio da ingestdo de &gua e
alimentos contaminados por esses parasitas, fato que levaria a reciclagem desse
biossdlido, ao fracasso. Porém, as amostras compostas de solo incorporado com o
LE apos 40 dias, ndo apresentaram presenca de ovos viaveis de helmintos.

O elevado numero de ovos de helmintos no lodo pode indicar falhas do
sistema de tratamento e periodo de estabiliza¢do insuficiente, como também pode
estar associado a precariedade de saneamento basico oferecido a populacéo,
gerando maior exposicdo e contato com a carga parasitaria, o que sera fator
condicionante para o desenvolvimento de doengas causadas por parasitas.

Segundo Borges et al. (2011) a ocorréncia de enteroparasitose esta
associada a aspectos socio-econdémicos e educacionais, agravados com a falta de
saneamento basico, ineficiéncia do tratamento da dgua e contaminacdo do solo e
dos alimentos. Resultado semelhante foi encontrado por Silva et al. (2010) em
estudo realizado com lodo de esgoto doméstico, no qual identificou a presenca de
4,70 ovos viaveis de helmintos g?! de ST, diminuindo a zero apés 60 dias de
vermicompostagem.

Em outro estudo, Dores-Silva et al. (2011) também encontrou no primeiro dia
de coleta, a presenca de 10 ovos viaveis de helmintos g* de ST em amostras de
vermicomposto com matriz de 100% de lodo de esgoto doméstico, tornando-se
inferiores a 0,25 ovos g de ST apés 30 dias do inicio da vermicompostagem.
Rossman et al. (2014), encontraram 28 ovos viaveis por grama de solidos totais de
LE, proporcionando a contagem zero ap6s 72 h da caleag¢do do lodo. Segundo o
mesmo autor, 99% dos ovos ficam inviaveis entre 105 e 117 de dias armazenamento
do lodo com variacédo do pH entre 9,4 a 11,6.

Resultados opostos foram encontrados por Nogueira et al. (2007) que né&o
identificaram a presenca de ovos de helmintos em LE n&o higienizado, proveniente
da ETE de Juramento, Minas Gerais, destinado a aplicacdo em solo para o cultivo
de milho e feijdo. De acordo com Modesto et al. (2009), ao avaliar o LE obtido na
SANEAR, Saneamento de Aracatuba, foi identificado a presenca de 0,04 ovos g de
ST, podendo ser utilizado em quaisquer culturas.

A auséncia de helmintos encontradas apos 40 dias da aplicacdo do LE no

solo, pode ser decorrente da insolagdo e pouco volume de chuva que o solo foi
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exposto (FERREIRA, 2001), ocasionando reducdo da umidade inicial do lodo,
consequentemente, afetando a atividade dos micro e macro-organismos (Figura 3 e
4). Quando esse tipo de material € aplicado e incorporado ao solo, ele sofre
processos de inativacdo dos patégenos através da dessecacado e exposicao a raios
de ultravioleta, além disso, a alteracdo do pH, temperatura, competicdo pela
disponibilidade de alimentos s@o responsaveis pela redu¢cédo da carga de patégenos
do solo (LU et al., 2012).

Com a adocao de praticas preventivas, maior eficiéncia dos tratamentos dos
efluentes e manejo adequado do lodo de esgoto, 0 reuso na agricultura é uma
alternativa economicamente viavel e seu uso tende a ser bem-sucedido,
favorecendo ndo sé o produtor, mas, principalmente, o ambiente devido a reducéo
dos agentes contaminantes, além minimizar a aplicacdo de fertilizantes minerais.
Porém, a persisténcia destes micro-organismos, ap0s sucessivas aplicacbes de LE
no solo destinado a agricultura, ainda deve ser melhor estuda para que haja adogao
de manejo adequado afim de que o seu uso traga total beneficio para o produtor

além de reduzir danos ambientais.

5.2.2. Coliformes e Escherichia coli

Na analise do lodo de esgoto, o valor de coliformes termotolerantes foi de
2,1x10* NMP g de ST. A resolugdo CONAMA n°375 de 2006 classifica como lodo
Tipo A aquele que apresentar <103NMP g de ST e lodo Tipo B < 106 g* de ST, por
isso, o lodo do presente trabalho foi considerado lodo Tipo B, podendo ser utilizado
em culturas especificas. Os resultados obtidos para coliformes totais, encontram-se
na Tabela 10 e variou de 1,1x10° NMP g no dia 0 a auséncia a partir de 25 dias de
incorporagcdo do lodo no solo. Os valores de coliformes termotolerantes nas
amostras de solo variaram de 3,6x10% a 1,1x10%® NMP g? no LVef e de 3,0x10° a
2,4x10° NMP g no LVd (Tabela 11) com auséncia total a partir de 40 dias do dia
zero. Aos 58 dias de experimento, realizou-se segunda adubac&o de cobertura,

fornecendo os nutrientes K e P, ndo influenciando o desenvolvimento desses micro-
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organismos.
Tabela 10. Numero mais provavel (NMP) de coliformes totais em amostras de
Latossolo Vermelho eutroférrico e Latossolo Vermelho distrofico tratados com lodo

de esgoto por 18 anos consecutivos.

Tratamentos Numero Mais Provéavel (NMP)

Mg ha Dias
0 25 39 77

Latossolo Vermelho eutoférrico

3,6x10°3 0 0 0
5 3,6x10°3 3,6x103 0 0
10 1,1x108 1,1x108 1,1x108 1,5x104
20 4,3x104 1,5x10° 9,3x10% 9,1x103

Latossolo Vermelho distroférrico

0 1,5x10% 1,4x10% 0 3,6x10°3
5 2,4x10° 2,9x10° >1,1x10° 7,3x103
10 4,3x10% 1,1x10° >1,1x10° 2,3x10*

20 2,4x10° 4,6x10° 2,1x10* 0
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Tabela 11. Numero mais provavel (NMP) de coliformes termotolerantes em
amostras de Latossolo Vermelho eutroférrico e Latossolo Vermelho distrofico

tratados com lodo de esgoto por 17 anos consecutivos no dia seguinte a aplicacéo

do residuo.
Tratamentos Numero Mais Provavel
Mg ha Dias
0 26 40 78
Latossolo Vermelho eutoférrico
3,6x103 0 0 0
3,6x103 0 0 0
10 1,1x108 0 0 0
20 4,3x10* 6,2x103 0 0
Latossolo Vermelho distroférrico
1,5x10% 3,0x103 0 0
2,4x10° 7,3x103 0 0
10 4,3x104 6,2x103 0 0
20 2,4x10° 6,1x103 0 0

Mesmo no tratamento sem adicdo de LE, ha coliformes termotolerantes,
podendo sugerir que houve contaminagao cruzada com seu uso. Ocorreu reducao
nos valores de termotolerantes em menos de um més em ambas as areas, sendo
mais acentuada na area de LVef.

Além da disponibilidade de matéria organica, que apresentou efeito
significativo no LVd, diversos sao os fatores que podem ter influenciado na reducao
da populacdo de coliformes, como a competicdo e estresse dos organismos
autoctones, variacdo da temperatura, umidade durante o experimento (Figura 3 e 4)
e pH do solo, uma vez que esses micro-organismos sdo sensiveis as condi¢cdes
edaficas (SILVA et al., 2010).
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Os coliformes totais e termotolerantes sobrevivem no ambiente por menor
tempo que os demais micro-organismos, porém sao faceis de serem isolados e seu
cultivo garante a identificacdo de ambientes com contaminacdo de origem fecal
(RODRIGUES, 2003). A exposicao do solo a elevadas temperaturas e a radiacéao
solar, podem reduzir a sobrevivéncia destes mircro-organismos, uma vez que a
solarizagdo do solo é considerada um método simples e facil, utilizado para provocar
a morte de patdgenos, apresentando resultados positivos para o controle de agentes
patogénicos veiculados pelo solo (KATAN; DEVAVY, 1991; SOUZA, 1994; GHINI,
1997) e que pode ter influenciado na redugdo da carga microbiana do presente
estudo, uma vez que apos a aplicacdo, o solo ficou diretamente exposto a radiacdo
solar até o crescimento das plantas de milho, as quais fizeram sombra na parte
inferior das mesmas e do solo.

Corroborando com o presente estudo, Mazzotti et al. (2008), em amostras de
solo tratado com LE, identificaram variagdo média na concentracdo de coliformes
termotolerantes de 6,29x102 NMP g de ST no primeiro dia de aplicacdo e de
2,12x10% NMP.g* de ST no trigésimo dia, porém, em gquantidades inferiores ao do
presente trabalho. De acordo com estudo feito por Ribas; Neto (2008), ndo houve
existéncia de coliformes termotolerantes no solo aos 20 e 40 dias ap6s a aplicacédo
de efluente de esgoto.

A presenca de coliformes termotolerantes no solo apés 54 dias de aplicacdo
de LE tratado, ndo foi mais identificada segundo estudo realizado Rocha et al.
(2003). Por outro lado, Andraus et al. (2001) verificaram a presenca de coliformes
termotolerantes nas concentracdes de 4,04x102 NMP.g?! de ST aos 28 dias,
2,27x10* em 42 dias, 2,64x10% aos 56 dias, 1,32x10%2 em 70 dias e depois de 80
dias, 5,73x10% NMP.g* de ST em solo tratado com lodo aerébico digerido.

Estudos realizados por Qian et al. (1996), Moolenaar et al. (1997), Moreno et
al. (1998), mostram que o lodo de esgoto é responsavel por favorecer concentracdes
de elementos tracos no solo, podendo colocar em risco a relagéo solo-planta-animal.
De acordo com Yada (2014), a analise do solo do décimo sexto ano, sob sucessivas
aplicacoes de lodo na mesma area experimental, mostrou teores de Cromo (Cr)
acima dos valores de referéncia de qualidade (VRQ), indicando contaminacéao,

mesmo nas areas de testemunha, onde nao foram aplicadas, assim como as doses
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de 10 e 20 Mg ha* aumentaram os teores de Cobre (Cu), Niquel (Ni), Chumbo (Pb)
e Zinco (Zn) na area de LVd e Cu no LVef.

A presenca desses elementos no solo possui efeito cumulativo e € um
processo praticamente irreversivel, estando cada vez mais disponiveis no perfil dos
solos e absorvidos pelas raizes das plantas, consumidas pelos animais e homens,
0S quais também absorverdo esses elementos, podendo causar sérios danos a
saude. A presenca de elementos traco pode interferir na atividade e crescimento da
microbiota, impactando na sua diversidade, além de causar danos a estrutura celular
e a conformacdo do DNA, impossibilitando sua reproducdo (ROANE et al., 2000;
BRUINS et al., 2000).

Na avaliacdo de patotipos de E. coli, EHEC, EPEC e STEC por meio da PCR,
nao foi identificada a presenca de nenhum dos genes stx1, stx2 e eae na amostra do
lodo de esgoto e nas amostras de solo incorporado com o LE, mesmo naquelas que
apresentaram presenca de coliformes termotolerantes (Figura 9).

Figura 9. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do lodo de esgoto e do solo para

diagnostico da EHEC, EPEC E STEC, através dos genes stx1, stx2 e eae.

As entereobactérias encontram-se espalhadas por toda natureza e podem
ser encontradas no solo, agua, alimentos e em uma diversidade de ambientes,
sendo conhecidas como patdogenos humano (COONER et al, 2011). O
desenvolvimento das entereobactérias pode ter sido inibido pelo pH do solo,
elevadas temperaturas e baixa umidade ao longo do experimento, elevadas
concentracbes de elementos-tragco no solo, competicdo e estresse, assim como
descrito para os coliformes. A relagdo C:N da matéria organica, pode influenciar na
sobrevivéncia da microbiota do solo, pois quanto maior o teor de carbono (C) mais
rapido sera o consumo da fonte energética, consequentemente, mais rapido ela se

esgotara.
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Mesmo que o resultado fosse positivo, a presenca de micro-organismos no
lodo aplicado na agricultura, ndo é necessariamente indicativo de transmissdo de
doencas, sendo considerado apenas como risco potencial. O risco real de infeccéo
esta ligado a combinacdo de uma série de fatores, as quais dependem do sistema
imunoldgico do individuo, da dose infectante, do grau de patogenicidade, da
exposicao a focos patogénicos, assim como depende das condigcbes ambientais e da
resisténcia dos micro-organismos ao tratamento de aguas residuais. Entéo, para que
um micro-organismos, presente no lodo de esgoto utilizado na agricultura, chegue a
causar alguma doenca, ele ter4 que resistir aos processos de tratamento, além
disso, tera que sobreviver no ambiente em concentracdo suficiente para causar
infeccdo em um individuo suscetivel (TONON, 2007).

As ETE’s compete a adocdo de medidas e manejos que minimizem a carga
microbiana e melhorem a qualidade dos residuos e efluentes que voltardo para o
ambiente, atendendo os padrbes e condigbes especificados pela Legislacdo. Aos
orgaos de inspecdo, cabe a observancia no atendimento aos preceitos técnicos
impostos, assegurando as condi¢cdes propostas no momento do seu aproveitamento.
Entretanto, a legislacdo ndo menciona padrao bacterioldgico para coliformes totais e
termotolerantes no solo, com aplicacdo de LE, destinado a agricultura, que avaliaria
aspectos sanitarios e ndo de qualidade do solo no geral, por isso, ha a necessidade
de maiores estudos para avaliar possiveis danos ao homem e ambiente para
sustentar a legislacdo afim de que haja fiscalizacdo e destino adequado desse

residuo sem prejudicar 0 meio ambiente.

5.3. Atividade enziméatica no solo

5.3.1. Atividade da enzima protease no solo

A atividade da enzima protease no solo no qual foi aplicado 18 anos
consecutivos de diferentes doses de LE, apresentou diferencga significativa apenas

no tratamento de 5 Mg ha' de LE no LVef (Gréafico 1), os demais tratamentos aos O,



47

40, 78 e 146 dias nao apresentaram diferenca, de acordo com o teste t, em funcéo
das doses de LE aplicadas (Grafico 2).

6 y =0,00047210x2 - 0,04880x+3,17298

Atividade (mg ty/kg solo seco ao ar ha-1
w

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Dias

Gréfico 1. Atividade da protease em solo que recebeu a aplicacdo de 5 Mg ha* de

lodo de esgoto no Latossolo Vermelho eutroférrico.
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Gréafico 2. Média da atividade da enzima protease no solo na area de Latossolo

Vermelho eutroférrico e Latossolo Vermelho distréfico.
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Em estudo realizado por Crecchio et al. (2004) a atividade da enzima
protease no solo, variou de acordo com a dose de residuos aplicados, mostrando
leve aumento com aplicacdo de 12 Mg ha? de LE, reduzindo significativamente com
a aplicacédo de doses mais elevadas de 24 Mg ha. A temperatura e o pH também
sao fatores que interferem na atividade das enzimas. Segundo Merheb (2007), a
atividade proteolitica apresentou-se maxima em pH de 5,5 a 60°C, mantendo-se
estavel em pH de 3,0 a 9,5 a 60°C por até uma hora, estando o pH do solo das duas
areas dentro do intervalo de variacédo, pH de 4,83 no LVd e 4,59 no LVef.

Ainda de acordo com Merheb (2007), a presenca de niquel, bario e magnésio,
foram os elementos que menos afetaram a atividade da protease, por isso a
atividade proteolitica ndo foi inibida nos tratamentos que receberam doses de lodo
de esgoto.

A termoestabilidade da protease varia de acordo com a sua origem, se
bacteriana ou fangica, uma vez que se trata de uma enzima extracelular, por isso
sua atividade né&o foi inibida, sugerindo constante mineralizagédo do nitrogénio no

solo que podera ser aproveitado pelas plantas evitando perdas para o ambiente.

5.3.2. Atividade da redutase do nitrato no solo

A atividade da enzima redutase do nitrato no solo ndo apresentou efeito
significativo, de acordo com o teste t, em nenhum dos tratamentos no decorrer do
tempo (Gréfico 3).

A redutase do nitrato (NR) € uma enzima cuja atividade € estimulada pela
presenca de nitrato, ou seja, quanto menor a quantidade de N-nitrico, menor sera a
atividade da NR, além disso, seu desempenho também depende do pH, da
temperatura e do ritmo diurno de atividade (BERGES, 1997; LEE; TITUS, 1992). Sua
atividade € importante pois esta relacionada ao aproveitamento do nitrogénio

inorganico pelas plantas favorecendo maior produtividade.
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Gréafico 3. Média da atividade da enzima redutase do nitrato no solo na area de

Latossolo Vermelho eutroférrico e Latossolo Vermelho distréfico.

A reducédo da atividade da NR ao longo do experimento pode estar associada
ao baixo volume de chuvas e baixo pH do solo. Rhein et al. (2011), aos 60 dias de
experimento, constataram intensa redugédo da NR em solo sob deficiéncia hidrica e
baixo pH, assim como também foi constatado por Naik et al. (2002) menor atividade
da redutase do nitrato em solo cultivado com cana de acucar sob deficiéncia hidrica
e acidez moderada do solo.

A atividade da NR é muito sensivel aos fatores ambientais e também depende
da disponibilidade de uma fonte nitrogenada, sendo melhor aquelas consideradas de
liberacdo lenta. A reducéo ou inibicdo da atividade da enzima NR deve-se ao baixo
teor de agua no solo, limitando a disponibilidade de NOsz em solucdo e
consequentemente, limitando a mineralizacdo (KOZOVITS, 1997), podendo ter
levado a inibicdo da atividade enzimatica, a partir dos 78 dias, em ambas as areas
do presente estudo.

Martins et al. (2009) observaram maior atividade da NR com a presenca de
fosfato no meio, essencial para a formacdo da ATP que fornecera energia para a
absorcéo do nitrato que é um processo ativo (ARAUJO; MACHADO, 2006). O lodo

7

de esgoto aplicado é excelente fonte de N e P, por isso, beneficiou o
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desenvolvimento inicial da redutase do nitrato, levando ao esgotamento da fonte de
energia prontamente assimilavel reduzindo a atividade dessa enzima no solo. Além
disso, a NR é mais ativa quando jovem e em tecido de crescimento, sendo maior a
demanda de nitrato (LARCHER, 2006).

Elevadas concentracbes de cobre no solo reduzem a acédo dessa enzima e
consequentemente a producao de clorofila e crescimento das plantas (LUNA et al.,
1997). A presenca de elemento traco no solo pode inibir a atividade enzimatica por
meio da substituicho de uma metal proteina essencial para o desenvolvimento
enzimatico, por um metal toxico, substituindo o metal deficiente (OMAR, 2002).

O Ni, apesar de ser elemento essencial para algumas plantas, é capaz de
inibir enzimas ligadas ao ciclo do nitrogénio, assim como pode interferir na absorcao,
no transporte do nitrato (NO3s’) e na atividade da redutase do nitrato (BOUSSAMA et
al., 1999; PALACIOS; MATAIX, 1999) e por ter apresentado maiores valores nas
doses de 10 e 20 t ha' (YADA,2014), pode ter favorecido ao decréscimo da

atividade a partir dos 26 dias, chegando a inibicdo NR.

5.3.3. Atividade da enzima urease no solo

A atividade da enzima urease no solo, ao longo dos dias e entre diferentes
tratamentos, também néo apresentou diferenca pelo teste t (Grafico 4), mostrando-

se ativa, até os 146 dias, em ambas as areas e em todos os tratamentos.
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Grafico 4. Média da atividade da enzima urease no solo na area de Latossolo

Vermelho eutroférrico e Latossolo Vermelho distréfico.

A velocidade com que ocorre essa reacdo depende da quantidade de ureia
que foi aplicado no solo, do tipo de vegetacédo e da disponibilidade e facilidade de
decomposicdo da matéria organica como fonte de energia para micro-organismos do
solo. Sua atividade no solo estima o quanto de N organico pode ser convertido em
inorganico, iniciando o processo de mineralizacdo (DICK et al., 1996; SANTOS;
CAMARGO, 1999; VICTORIA et al., 1992) e sua atividade € maior quando maior for
o teor de matéria organica presente no solo (ROLDAN et al., 2003).

De acordo com Trannin et al. (2007), ao avaliar o efeito da atividade da
urease em solo sob aplicacdo de LE e adubo mineral em cultura de milho, ndo foi
identificado efeito significativo entre os tratamentos e apenas apresentou maiores
resultados que o controle, sem adubacéo, na maior dose de LE aplicado.

Resultados opostos foram obtidos por Garcia-Gil et al (2000), que
identificaram queda da atividade da urease de 20 e 28% com a aplicacao de lodo de
esgoto compostado na dose de 20 e 80 t hal, respectivamente, fato que pode ser
explicado pela presenca de elementos trago que inibem a atividade desta enzima.

Fatores como o pH e a umidade do solo também podem interferir na atividade
da urease, que se mostrou menor quando em periodo de seca durante o0

experimento. Quanto maior o teor de agua no solo, mais rapida sera a hidrolise e
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maior sera a perda de amoénia por volatilizagcdo ou lixiviagdo. A volatilizacdo de
amonia, também ¢é afetada pela temperatura, pelo poder tampédo do solo, pela
capacidade de troca catibnica (CTC), pelo teor de argila do solo, entre outros.
(HARGROVE, 1988; BYRNES, 2000).

6. CONCLUSAO

Concluiu-se que a aplicacao do lodo de esgoto por 18 anos consecutivos em
area de Latossolo Vermelho eutroférrico e area de Latossolo Vermelho distrofico:

- Influenciou nos atributos quimicos: pH, matéria organica, fésforo, potassio,

magnésio, acidez potencial e capacidade de troca catidnico do solo.

- N&o apresentou risco potencial de contaminag&o do solo por ovos viaveis de

helmintos, coliformes termotolerantes e Escherichia coli.

- Nao influenciou nas atividades das enzimas protease, redutase do nitrato e

urease do solo.

7. CONSIDERACOES FINAIS

N&o h4, para o lodo de esgoto, tratamento mundialmente aceito como ideal, o
que dificulta o embasamento das normas vigentes e estimulo de seu uso como
adubo organico, devido ao preconceito da origem da sua origem.

Também, ndo ha padrbes estabelecidos para a presenca de ovos viaveis de
helmintos e coliformes termotolerantes no solo destinado a agricultura, mostrando a
necessidade de maiores estudos para avaliar 0os possiveis danos ao homem,
animais e ambiente com o uso continuo do lodo de esgoto, para que entdo, a
legislacdo possa ser sustentada afim de que haja correta fiscalizagdo e manejo

adequado desse residuo, sem prejudicar o ambiente.
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