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RESUMO

Dentro do contexto agricola, o setor florestal se destaca como candidato potencial para a
utilizagdo de residuos organicos urbanos devido a diversas particularidades que t€ém a
incorporacdo de matéria organica como uma fonte de beneficios. O lodo de esgoto sanitério
pode conter diversos agentes patogénicos, como ovos de helmintos, bactérias, virus,
protozoarios e fungos, o que passou a restringir sua aplicagdo no solo em alguns paises. No
Brasil, a Resolugdo CONAMA n° 375 de 30 de agosto de 2006 surgiu apos varios anos de
discussdo envolvendo os riscos aceitdveis quanto ao uso do lodo de esgoto na agricultura e
estabelece limites maximos para concentracdo de patdgenos em lodos a serem aplicados no
solo. Os principais estudos envolvendo o tempo de sobrevivéncia de agentes patogénicos em
solos fertilizados com lodo de esgoto foram realizados na América do Norte e Europa, o que
deixa as regides tropicais em posi¢do desfavoravel devido a escassez de informagdes
especificas. No presente estudo, foi avaliado o tempo de persisténcia de ovos viaveis de
Ascaris spp, coliformes termotolerantes, Salmonella spp e enterovirus em solo cultivado com
Eucalyptus e fertilizado com lodo de esgoto sanitario em area localizada no municipio de
Avaré¢ - SP, seguindo-se o método de andlise desenvolvido pela Agéncia Ambiental
Americana (USEPA) e adotado pela Resolugdo CONAMA n°375/2006. Foram aplicados na
superficie do solo dois tipos de lodo de esgoto, sendo o primeiro proveniente da Estacdo de
Tratamento de Esgotos de Jundiai, com baixo indice patogénico, € o segundo proveniente da
Estacdo de Tratamento de Esgotos de Taubaté, com alto indice patogénico. Os tempos médios
estimados para a sobrevivéncia de coliformes termotolerantes foram, 54 e 93 semanas para o
lodo de Jundiai e o de Taubaté, respectivamente. Devido aos picos de aumento e diminuigao

observados na populagdo de Sal/monella spp, nao foi possivel ajustar um modelo em nenhum



dos tratamentos. Para enterovirus, os resultados foram negativos desde o inicio do
experimento, sendo possivel afirmar que a taxa de sobrevivéncia deste tipo de microrganismo
decai rapidamente logo nas primeiras horas ap6s a aplicagao do lodo no solo. O tempo médio
estimado para a viabilidade de ovos de Ascaris spp foi de 8,5 semanas para o lodo proveniente
de Taubaté, ndo sendo possivel ajustar o modelo para o lodo de Jundiai, ja que este, desde o

inicio, apresentou valores proximos ao encontrado no solo.

Palavras-chave: Biossolidos; ovos viaveis de Ascaris spp; Salmonella spp; coliformes

termotolerantes; enterovirus.
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EUCALYPTUS AND FERTILIZED WITH SEWAGE SLUDGE. Botucatu, 2014. 60p.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Florestal), Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

Author: MARIANNE FIDALGO DE FARIA
Advisor: ROBERT BOYD HARRISON
Co-advisor: IRAE AMARAL GUERRINI

SUMMARY

The application of sewage sludge on agricultural land has been considered the most suitable
practice for final disposal of this organic waste daily generated in large quantities in urban
areas. Within the agriculture context, the forestry sector stands out as potential candidate for
the use of organic waste due to several peculiarities that have the incorporation of organic
matter as a source of benefits. The sewage sludge contains many pathogens such as helminth
ova, bacteria, viruses, protozoa and fungi, which restrict your application on soil in some
countries. In Brazil, the CONAMA Resolution n°. 375/2006, came out after several years of
discussion involving acceptable risks for the use of sewage sludge in agriculture and
established maximum limits for pathogens concentration in sludge to be applied on soil. The
main studies involving the survival time of pathogens in soils fertilized with sewage sludge
were conducted in North America and Europe, making the tropical regions at a disadvantage
due to the lack of specific information. The present study evaluated the persistence of viable
Ascaris spp ova, fecal coliforms, Salmonella spp and enteroviruses in soil cultivated with
Eucalyptus and fertilized with sewage sludge in an area located in the city of Avare, State of
Sao Paulo, Brazil, following the method developed by the United States Environmental
Protection Agency (USEPA) and adopted by CONAMA Resolution n® 375/2006. Two
different sewage sludge were applied on soil surface, one from Sewage Treatment Plant of
Jundiai and other from Sewage Treatment Plant of Taubate. The average time estimated for
fecal coliform’s survival were 54 and 93 weeks for Jundiai and Taubate sludge, respectively.
Because of the ascending and descending slopes at Salmonella spp population, it was not
possible adjusting a model for treatments at all. For enteroviruses, since the beginning the
result were negatives, but it is possible affirming that the survival rate of this microorganism

decays rapidly on the first hours after the sludge application. The average time estimated for



viable Ascaris spp ova's survival was 8.5 weeks for Taubate sludge and it was not possible
adjusting the model for the sludge from Jundiai because, since the beginning, this sludge

presented similar values to that found in soil.

Keywords: Biosolids; viable Ascaris spp ova; Salmonella spp; fecal coliforms; enteroviruses.



1. INTRODUCAO

Dentre as alternativas para disposi¢do final do lodo de esgoto,
proveniente tanto de regides metropolitanas quanto do interior dos estados, o uso agricola ¢é
considerado uma das praticas mais recomendadas, sendo que, sob o ponto de vista ambiental,
a reciclagem agricola do lodo proporciona menores impactos ambientais por meio da
economia de recursos naturais € energia.

A aplicacdo agricola do lodo de esgoto no solo se destaca ndo s6 pelos
aspectos ambientais e econdmicos, mas também pelas vantagens obtidas por ser uma fonte de
matéria organica e nutrientes, conferindo ao solo maior capacidade de retengdo de agua e
resisténcia a erosdo, além de reduzir o uso de fertilizantes comerciais.

Harrison et al. (2003) apontam diversas razdes para se considerar
areas florestais como candidatas em potencial para a utilizagdo de residuos organicos. Por
exemplo, deficiéncias nutricionais em florestas, principalmente de nitrogénio e fosforo,
podem ser controladas com o fornecimento destes nutrientes por residuos organicos.

No Brasil, a reciclagem do lodo proveniente de estagdes de tratamento
de esgoto sanitario para uso agricola é regulamentada pelo Ministério do Meio Ambiente por

meio da Resolugao n® 375/2006 do Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA



(BRASIL, 2006). Esta norma surgiu apds varios anos de discussdo envolvendo os riscos
aceitaveis quanto ao uso do lodo de esgoto na agricultura (THOMAS-SOCCOL et al., 2010)
uma vez que o solo, assim como a agua, pode agir como vetor de doengas (BRENNAN et al.,
2014).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a utilizacdo do lodo de
esgoto ainda ¢ questionada devido a ma qualidade, ou até mesmo inexisténcia, de
infraestruturas de saneamento basico e aos elevados indices de parasitismo da populagao.
Sendo assim, o residuo sélido produzido diariamente em grandes quantidades nas estagdes de
tratamento de esgoto se tornou motivo de grande preocupagdo (THOMAS-SOCCOL et al.,
2010). O principal empecilho para a aplicagdo do lodo de esgoto no pais tem sido a carga de
organismos patogénicos presentes no mesmo, tais como bactérias, protozoarios, virus,
leveduras, fungos e helmintos.

O artigo 11 da Resolug@o n° 375/2006 do CONAMA determina que
os lotes do lodo de esgoto a serem aplicados no solo devem respeitar os limites maximos de
concentragdo de patdgenos como coliformes termotolerantes, Salmonella spp, ovos viaveis de
helmintos e enterovirus. Tais limites também sao utilizados para classificar o lodo em duas
classes, A e B (BRASIL, 2006). A partir de agosto de 2011 o uso agricola de lodos Classe B
passou a ser proibido no pais, o que levou ao decréscimo na quase totalidade do uso do lodo
como fertilizante, j& que muitos produtores rurais passaram a optar por fertilizantes
comerciais.

No exterior, estudos envolvendo a aplica¢do de biossolidos municipais
em solos florestais vém sendo realizados h& mais de 30 anos e comprovam a capacidade
condicionante e fertilizante destes residuos de acordo com as condigdes de solo e clima de
paises da América do Norte, Europa e Asia, o que impulsionou tal pratica (HARRISON et al.,
2003; VAN DER HOEK, 2002; WANG, 1997), fazendo com que mais da metade do lodo de
esgoto gerado nos Estados Unidos e oeste europeu fossem destinados a aplicacdo no campo
(LEWIS; GATTIE, 2002).

Nestes mesmos paises, estudos sobre a persisténcia de agentes
patogénicos em solos fertilizados com lodo de esgoto mostraram que o tempo de viabilidade
de ovos de Ascaris pode variar de 15 meses a até 15 anos em alguns solos, sob condi¢des
especificas (CARRINGTON, 2001; KOWAL, 1986; MUNGER, 1983 apud EDMONDS,
2000), sendo possivel persistirem a até 43 anos quando incubados a -23 °C e a semanas

quando expostos a temperaturas acima de 37 °C (SMITH et al., 1999).
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A sobrevivéncia de organismos patogénicos ¢ diretamente
influenciada pelas condi¢des ambientais. Quanto maior a temperatura do ambiente, menos
resistentes estes organismos se tornam (EDMONDS, 2000; KELLEY et al., 1984). Ha
também grande sensibilidade destes organismos quanto a exposicdo a irradiagdo ultravioleta,
umidade e quanto a valores extremos de pH (THOMAS-SOCCOL et al., 2010). Além disso, o
solo em si pode ser considerado um ambiente hostil para a sobrevivéncia de organismos como
virus e algumas bactérias patogénicas (KELLEY et al., 1984).

Tomando-se por referéncia os estudos realizados na América do Norte
e Europa, onde o uso agricola do lodo de esgoto sanitario ndo encontra restricdes apesar do
longo tempo de permanéncia de agentes patogénicos no solo, e considerando-se a escassez de
estudos realizados em paises de clima tropical, surge o grande questionamento acerca da real
necessidade de restricdes quando a aplicacao do lodo em solos no Brasil.

Ha muitos debates e questionamentos sobre a norma adotada no Brasil
devido a sua elevada rigidez referente & contaminac¢do do solo por organismos patogénicos
quando comparada com as legislagdes americana e europeia. Além disso, as condi¢cdes de
clima, temperatura, solo e saneamento de um pais tropical em desenvolvimento como o Brasil
devem ser analisadas a parte, devido as suas peculiaridades.

Berton e Nogueira (2010) e Bettiol et al. (2006) reforcam a
necessidade de estudos que avaliem, a longo prazo, o efeito do lodo de esgoto na agricultura e
seus impactos nas condi¢des de solos tropicais, uma vez que sdo escassos os trabalhos que
contemplem esta realidade.

O presente estudo justifica-se pela necessidade de pesquisas que
determinem o real tempo de permanéncia de organismos patogé€nicos em solos tropicais
fertilizados com lodo de esgoto sanitério, elucidando algumas informagdes pendentes para as
particularidades do Brasil.

Sendo assim, objetiva-se avaliar, durante o periodo de 12 meses, a
persisténcia da viabilidade de ovos de Ascaris spp e a sobrevivéncia de coliformes
termotolerantes, Salmonella spp e enterovirus em solo fertilizado com lodo de esgoto

sanitario e cultivado com eucalipto.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O lodo de esgoto sanitario

Entende-se por lodo de esgoto sanitario o residuo semissolido com
composicdo predominantemente organica resultante do sistema de tratamento de efluentes
sanitarios (PEPPER et al., 2006; SANEPAR, 1997).

Os tratamentos aos quais o esgoto ¢ submetido sdo divididos em
primdrio, secundario, terciario ou avangado. Durante o tratamento primario ocorre a remogao
dos residuos solidos grossos e de outras matérias em suspensao de forma mecanica como, por
exemplo, gradeamento e decantacdo. J4 no tratamento secundario, a matéria organica ¢
eliminada através processos biologicos. Porém, muitos contaminantes e elementos como
nitrogénio e fosforo ndo sdo eliminados nos dois primeiros tratamentos, sendo entdo
necessaria a aplicagdo de outros processos e operagdes no tratamento tercidrio (BERTON;
NOGUEIRA, 2010, KELLEY et al., 1984).

O lodo de esgoto ¢ predominantemente um residuo do processo de
tratamento primario, resultante da decantacdo da matéria sélida presente no efluente sanitario,
e do tratamento secundario, resultante da separacdo das particulas solidas apds a agdo

biologica (BERTON; NOGUEIRA, 2010).



Em geral, ap0s retirado do sistema de tratamento de efluentes, o lodo ¢
submetido a diversos processos para diminui¢do de agentes patogénicos e odor € aumento do
teor de so6lidos, uma vez que, ao sair do sistema, o lodo possui umidade relativa em torno de
99% e através de processos como adensamento, condicionamento e desidratagdo atinge
normalmente indices de umidade por volta de 20 % (BERTON; NOGUEIRA, 2010).

Além de ser uma importante fonte de macro e micronutrientes, a
reciclagem do lodo de esgoto traz inimeros beneficios ao meio ambiente com a economia de
recursos nao renovaveis, como combustiveis fosseis e minerais utilizados na producao de
fertilizantes comerciais, ¢ a consideravel redu¢do no volume deste tipo de residuo organico

enviado diariamente a aterros sanitarios (ANDRADE; BOEIRA; PIRES, 2010)

2.1.1 Os nutrientes presentes no lodo de esgoto

A composi¢ao nutricional do lodo de esgoto depende diretamente do
esgoto a ser tratado e, sendo assim, ha variacdes significativas de acordo com a origem do
esgoto, que pode ser proveniente de areas residenciais ou industriais, ou até mesmo de acordo
com a época do ano. (BETTIOL; CAMARGO, 2006).

Berton e Nogueira (2010) e Melo e Marques (2000) afirmam que as
aguas residuarias, chamadas popularmente de esgoto, sdo compostas por 99,99% de agua e
apenas 0,01% de particulas solidas, destas sendo 30% particulas inorgénicas (areia, sais e
metais) e 70% organicas (proteinas, carboidratos e lipideos), o que caracterizaria apenas
0,007% do volume total de esgoto como potencial fonte de nutrientes.

Considerando-se que os nutrientes presentes no lodo apresentam
niveis inconstantes quanto a sua disponibilidade a curto prazo para as plantas, hd a
necessidade da realizagdo de andlises detalhadas para se determinar as caracteristicas
quimicas do solo e do lodo a ser aplicado, bem como a dinamica nutricional dos mesmos, para
que se possa aproveitar a0 maximo os beneficios agrondmicos deste residuo (BETTIOL;
CAMARGO, 2006).

Estudos realizados por Berton e Nogueira (2010) apontam que no
primeiro ano de aplicagdo do lodo de esgoto no solo apenas 1/3 do nitrogénio total ¢
mineralizado, e para o segundo ano supde-se que ficam disponiveis no solo apenas 5 a 10%
do nitrogénio remanescente.

De acordo com o manual técnico publicado pela Sanepar (1997), “o

nitrogénio ¢ normalmente o mais valioso constituinte do lodo, sendo também o elemento ao
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qual as culturas apresentam maiores respostas”. Além disso, ao se definir a dosagem maxima
de lodo ao ser aplicado no solo, o nitrogénio ¢ um fator limitante, levando-se em consideragao
sua disponibilidade no solo e a necessidade da cultura, uma vez que pode ocorrer lixiviagao
na forma de nitratos e consequente contaminacdo do lencol freatico (BOEIRA;
MAXIMILIANO, 2006; NAP, 2002).

As fontes de nitrogénio (organica ou na forma de nitratos e amonio)
no lodo estdo nos dejetos presentes no esgoto € na biomassa de microrganismos, sendo o
nitrogénio amoniacal (NHs) e nitrico (NO3) “totalmente disponiveis para a planta enquanto o
nitrogénio organico deve passar por mineralizacdo microbiologica antes de ser absorvido”
(SANEPAR, 1997).

Segundo Andrade, Boeira e Pires (2010), grande parte da matéria-
prima de fertilizantes nitrogenados utilizados no Brasil ¢ de origem estrangeira, o que torna o
pais dependente da importagdo destes produtos. Sendo assim, o uso agricola de residuos
organicos como o lodo de esgoto, que possuem elevado potencial para o fornecimento de
nitrogénio, mostram-se como uma alternativa promissora para diminui¢do de tal dependéncia
do mercado externo.

No primeiro ano apds a aplicagio do lodo no solo, a
fitodisponibilidade do foésforo varia de 16 a 64%, de acordo com Berton ¢ Nogueira (2010).
Porém, a SANEPAR, em Manual Técnico publicado em 1997, diz que a disponibilidade deste
macronutriente ¢ alta, entre 40 e 80% do fosforo total, sendo em média 50% disponivel no
primeiro ano. Detergentes e sabdes que utilizam o fésforo em sua composicao sdo a principal
fonte do mineral, que também esta presente nos dejetos e corpos microbianos (SANEPAR,
1997).

Por ser um elemento altamente soluvel em 4gua, baixos teores de
potassio ficam retidos no lodo de esgoto, sendo necessaria a adicdo deste elemento no solo
através de adubacdo complementar de acordo com a necessidade da cultura, sendo 100%
deste macronutriente assimilado pela planta no primeiro ano apds a aplicagdo (BETTIOL;
CAMARGO, 2006; SANEPAR, 1997).

A necessidade de micronutrientes pelas plantas, principalmente zinco
e cobre, geralmente ¢ suprida pelos elementos presentes no lodo (BERTON; NOGUEIRA,
2010; SANEPAR, 1997), dispensando-se complementacdo dos mesmos. Porém ressalta-se o
alerta quanto a quantidade aplicada destes elementos, uma vez que em elevadas concentragdes
podem provocar intoxicacdo nas plantas e consequente diminui¢do do desenvolvimento e

produtividade das mesmas (BERTON; NOGUEIRA, 2010).
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2.1.2 O lodo de esgoto como fertilizante no setor florestal

Muitos solos utilizados em plantios florestais sdo de textura arenosa,
de qualidade inferior aos solos destinados a areas agricolas e, sendo assim, o acréscimo de
matéria organica prové melhorias na retencdo de umidade e nutrientes no solo. Além disso,
areas florestais apresentam propriedades que interagem positivamente com a aplicagdo de
biossélidos, como a presenca de serapilheira, que imobiliza o nitrogénio disponivel, ¢ um
sistema de raizes perenes, que permitem a absor¢ao de nutrientes por um longo periodo
(HARRISON et al., 2003).

Diversos estudos, no Brasil e no exterior, indicam que plantagdes
florestais respondem positivamente a adubacdo, tanto mineral quanto organica, € pesquisas
em que foram utilizados os biossdlidos e efluentes provenientes do tratamento de efluentes
domésticos como fonte de nutrientes e dgua para espécimes do género Eucalyptus mostraram
resultados promissores tanto para o plantio quanto para a producdo de mudas (SILVA et al.,
2008; BARREIROS et al., 2007; AUGUSTO et al., 2007; GUEDES et al., 2006; ROCHA et
al., 2004; PHILIPPI JR., 2003; TRIGUEIRO; GUERRINI, 2003; POLGLASE,;
TUNNINGLEY, 1996; POLGLASE; MYERS, 1995; HENRY; COLE; HARRISON, 1994).

Porém, diversos fatores influenciam o real efeito da aplicagdo do lodo
de esgoto no solo, dentre eles a forma de aplicagdo e o tipo do lodo, as caracteristicas fisico-
quimicas do solo, os fatores ambientais e as necessidades da cultura a ser fertilizada com o
lodo (BERTON; NOGUEIRA, 2010).

A quantidade e a frequéncia de aplicagdo do lodo influenciam
diretamente o teor de carbono organico no solo, podendo o incremento ser negativo, devido
ao efeito priming, quando a quantidade aplicada ¢ inferior a necessidade da cultura e ndo sdo
realizadas novas aplicacdes (BERTON; NOGUEIRA, 2010). As caracteristicas fisicas do solo
sdo alteradas com a incorporagcdo do lodo, uma vez que as particulas deste se agregam as
particulas de solo, aumentando seu diametro, além de diminuir a densidade e aumentar a
capacidade de reten¢do da dgua no solo (BERTON; NOGUEIRA, 2010; SANEPAR, 1997).
Devido a isso, nota-se a resposta direta da fitomassa aérea das plantas fertilizadas com lodo
devido ao aumento de sua biomassa radicular (BERTON; NOGUEIRA, 2010).

O teor de carbono organico do lodo € a principal fonte de interesse
para o setor florestal, representando melhorias significativas quanto a resisténcia a erosao e a
falta de 4gua (SANEPAR, 1997), j& que os solos destinados ao plantio florestal sdo

geralmente de qualidade inferior aos destinados as culturas agricolas em geral (HARRISON
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et al., 2003). Além disso, o aumento da disponibilidade de macro e micronutrientes, a ativagao
microbioldgica do solo e o possivel aumento da resisténcia a pragas, sdo fatores positivos na
aplicagdo do lodo de esgoto que merecem ser ressaltados (SANEPAR, 1997).

Berton e Nogueira (2010) reforgam que ndo so6 a produtividade, mas
também a qualidade das espécies florestais podem receber importante incremento por meio do
uso racional do lodo de esgoto, sempre “amparado por legislagdo ou normas especificas,

programas de controle de qualidade e pesquisas pertinentes” para o setor.

2.1.3 Aspectos sanitarios do lodo de esgoto

O lodo de esgoto sanitario pode conter diversos agentes patogénicos,
como bactérias, protozodarios, virus, leveduras, fungos e helmintos (PEPPER et al., 2006).
Estes ultimos sdo representados, por exemplo, pelas espécies Taenia Saginata, Taenia Solium,
Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Toxocara Canis, Toxocara cati, Trichuris
trichiura, Trichuris vulpis, Hymenolepis nana ¢ Hymenolepis diminuta (BETTIOL; SANTOS,
2006).

A saude da populagdo contribuinte do sistema se reflete diretamente
na concentracao destes organismos no esgoto (PEPPER et al., 2006). At¢ mesmo em paises
desenvolvidos, que possuem populagdo considerada mais saudavel, com menor nimero de
casos de verminoses, por exemplo, possuem considerdvel concentragdo de agentes
patogénicos em seu lodo produzido, o que ndo impede que este seja usado amplamente no
setor agricola ha décadas (THOMAZ-SOCCOL, 2010; SANEPAR, 1997).

O uso agricola do lodo de esgoto Classe B requer especial atencao por
se tratar de um material com elevadas concentragdes de agentes infecciosos com implicacdes
na saude publica, sendo prudente supor que qualquer organismo comumente encontrado em
residuos ou efluentes urbanos sdao suscetiveis a estar presentes também no lodo de esgoto
Classe B (LEWIS; GATTIE, 2002).

Todo e qualquer individuo exposto, por inalagdo, ingestdo ou absor¢do
cutinea, a unidades infecciosas, tais como células bacterianas ou particulas virais, sdo
considerados como suscetiveis a infeccao (LEWIS; GATTIE, 2002).

Um dos principais e fundamentais objetivos do tratamento de esgoto
sanitario ¢ a elimina¢do de organismos patogénicos a satde humana. Porém, a fase de

decantacdo do tratamento de esgoto propicia a precipitagdo de muitos destes organismos, que
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se concentram no lodo, fazendo com que a eliminagdo destes nao seja completa (SANEPAR,
1997).

Uma vez fora do organismo hospedeiro, os microrganismos presentes
no lodo se comportam de maneiras diferentes quando expostos a fatores ambientais como
radiagdo solar, temperatura, umidade e pH, conforme se pode observar no Quadro 1 e na
Tabela 1. Dentre eles, os parasitas, representados por protozoarios e principalmente
helmintos, sdo os mais resistentes, pois podem ficar encistados e seus ovos apresentam maior
resisténcia (THOMAZ-SOCCOL et al.,, 2010; PEPPER et al.,, 2006). Ja as bactérias
intestinais, tanto no lodo in natura quanto no incorporado ao solo, tendem a desaparecer mais
rapidamente, pois sdo menos resistentes a meios considerados indspitos para sua

sobrevivéncia (THOMAZ-SOCCOL et al., 2010).

Tabela 1. Interferéncia de fatores ambientais na viabilidade de ovos de helmintos e na
sobrevivéncia de microrganismos presentes no lodo de esgoto.

Fator Ambiental Caracteristicas
Luz solar Todos os organismos sdo sensiveis a irradiagdo ultra-violeta a 265nm.
Temperatura Temperatura ideal ¢ de 18 a 28°C. Bactérias podem se reproduzir no

verdo. Para inviabilizar ovos de helmintos deve-se atingir
temperaturas acima de 65°C por mais de cinco minutos.

Umidade Muitos organismos sdo sensiveis a dessecagdo, ¢ a umidade ideal ¢
acima de 70%.

pH Valores extremos de pH desfavorecem a sobrevivéncia de organismos
patogénicos.

Fonte: Adaptado de Thomaz-Soccol et al. (2010).

Além disso, ¢ importante ressaltar que, do ponto de vista
epidemioldgico, a presenga de organismos patogénicos em efluentes sanitarios, solos, ou até
mesmo em culturas, ndao representa, necessariamente, a transmissdao de doencas

(HESPANHOL, 2003; BERNARDE, 1973 apud KELLEY et al., 1984).

Tabela 2. Influéncia de fatores ambientais no tempo de sobrevivéncia de microrganismos

patogénicos.
Pardmetro ' Tempo de sob.revivéncia '
Virus Bactérias Protozoarios
Aumento de Temperatura - - -
Diminuic¢ao da umidade do solo - - -
Aumento da taxa de dissecacao - - -
Aumento do teor de argila + + Nao conhecido
pH entre 6 € 8 + + +

- Diminui¢do do tempo de sobrevivéncia; + Aumento do tempo de sobrevivéncia

Fonte: Pepper et al. (2006).
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2.2 A Resolucio CONAMA n° 375 de 29 de agosto de 2006

A Resolucdo do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA)
n°® 375, promulgada pelo Ministério do Meio Ambiente no dia 29 de agosto de 2006, “define
critérios e procedimentos, para o uso agricola de lodos de esgoto gerados em estacdes de
tratamento de esgoto sanitario e seus produtos derivados, e d4 outras providéncias” (BRASIL,
2006).

Em outras palavras, a referida resolugdo preconiza critérios e
procedimentos para o uso de lodos de esgoto sanitario e seus produtos derivados, em areas
agricolas, abrangendo temas envolvendo os beneficios do uso agricola deste tipo de residuo e
também os potenciais problemas acerca dos riscos a saude publica e a0 meio ambiente
(TABACZENSKI, 2010).

De acordo com o Anexo I do art. 3° da referida Resolugdo, os lodos
gerados em sistemas de tratamento de esgoto s6 poderdo ser destinados para uso agricola se
submetidos a processo de redu¢do de patdgenos (BRASIL, 2006).

Uma norma internacional, estabelecida pela United States
Environmental Protection Agency (USEPA, 1993), CFR Part 503 — Appendix B, Federal
Register, de 19 de fevereiro de 1993, foi utilizada como base pela Resolugdo do CONAMA
para descrever os processos de reducao significativa e adicional de patdégenos, o que divide o
lodo em Classe A ou B, conforme apresentado pela Tabela 2. Porém, apesar de restringir o
uso do lodo de esgoto, a Resolucdo 375/2006 deixou abertura para propostas de novos
projetos e estudos, desde que comprovada sua eficiéncia e obtida a aprovacdo por parte do
orgdo ambiental competente (TABACZENSKI, 2010).

Art. 14. A utilizacdo de lodo de esgoto ou
produto derivado enquadrado como classe B ¢ restrita ao cultivo de

café, silvicultura, culturas para producdo de fibras e oleos, com a

aplicacdo mecanizada, em sulcos ou covas, seguida de incorporagao,

respeitadas as restri¢gdes previstas no art. 15 e no inciso XI, do art. 18

desta resolu¢ao (BRASIL, 2006).

Sao vetados pela Resolucao, de acordo com o art. 1°, inciso VII, a

utilizagdo agricola de lodo de esgoto nao estabilizado (BRASIL, 2006).
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Tabela 3. Classificagdo do lodo de esgoto de acordo com a concentracdo de agentes

patogénicos.
Tipo de lodo de esgoto Concentracio de patégenos
Coliformes Termotolerantes < 10° NMP / g de ST
A Ovos viaveis de helmintos < 0,25 ovo / g de ST
Salmonella auséncia em 10 g de ST
Virus < 0,25 UFP ou UFF / g de ST
B Coliformes Termotolerantes < 10 NMP / g de ST

Ovos vidveis de helmintos < 10 ovos / g de ST

ST = Sélidos totais; NMP = Numero Mais Provavel; UFF = Unidade Formadora de Foco; UFP = Unidade
Formadora de Placa.

Fonte: Brasil (2006).

No Brasil, a implantagao desta Resolugdo reascendeu a preocupagao e
os debates acerca dos riscos referentes a saide humana e animal, bem como ao meio
ambiente, quanto a ado¢do da reciclagem no lodo de esgoto sanitirio para o beneficio
agricola. Com o estabelecimento de pardmetros para se definir os riscos aceitdveis resultantes
da aplicacdo do lodo em campo, se pode avaliar com maior seguranca a possibilidade de
contaminag¢do por patogenos ligados a cadeia alimentar (THOMAZ-SOCCOL et al., 2010).

Porém, muitos consideram que a referida norma trata com alta rigidez
os critérios para o uso agricola do lodo, o que tem levantado inumeras discussdes entre
especialistas, empresas, profissionais e Orgdo ambientais quanto a sua flexibilizacdo. O
principal embasamento deste questionamento esta nas legislacdes estrangeiras, principalmente
a americana e a europeia, que sao muito menos restritivas quanto a aplicagdo do lodo de
esgoto no solo (THOMAZ-SOCCOL et al., 2010).

Thomaz-Soccol et al. (2010) afirmam, ainda, que para se criar normas
como esta em paises em desenvolvimento deve-se observar com devida atencdo as
peculiaridades do pais, tais como o indice de parasitismo por helmintos da populagdo; a falta
de notificagdo compulsoria das infecgdes parasitarias; as condi¢des socioecondmicas,
educacionais, nutricionais e de saide da populacdo; a diversidade de espécies de parasitos no
pais; as condigdes higi€nico-sanitdrias e infraestrutura de saneamento basico; e, por fim, as

condi¢des ambientais como clima, temperatura e tipo de solo.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido no municipio de Avaré-SP,
em area de plantio florestal de clone hibrido Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
pertencente a empresa Suzano Papel e Celulose S/A. O plantio das mudas foi realizado na
primeira semana de fevereiro/2014 e ao final dos 12 meses de experimento as plantas se
encontravam com altura superior a 4 m.

De acordo com a classificagdo de Koppen e Geiger (1928), o clima do
municipio de Avaré ¢ classificado como temperado Umido com verdes quentes, possui
pluviosidade significativa ao longo do ano (1282 mm) e temperatura média anual de 20,3 °C
(CLIMATE-DATA, 2015).

Foram utilizados dois diferentes lodos de esgoto sanitario, sendo um
fornecido pela Companhia Saneamento de Jundiai (CSJ) e o outro fornecido pela Estagdo de
Tratamento de Esgotos de Taubaté/Tremembé, pertencente a Sabesp.

O sistema de tratamento de esgoto da CSJ, com capacidade de
tratamento de 1530 L s, possui modelo convencional com lagoas de aeracio de mistura
completa seguidas de lagoas de decantagdo. O lodo de esgoto desta ETE ¢ digerido por um
periodo médio de seis meses antes de ser dragado e desaguado, contendo por isso uma menor

densidade de organismos indicadores de patogenicidade.
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Ja a ETE Taubaté/Tremembé, com capacidade de tratamento de 1540
L s, possui sistema de lodo ativado convencional em tanques aerados com oxigénio puro,
onde parte do lodo de esgoto volta ao sistema de tratamento e o excedente ¢ descartado
poucas horas ap6s sua decantagdo. Trata-se de um lodo menos digerido e com elevado teor de
solidos volateis. O lodo utilizado neste experimento foi proveniente de tal excedente

descartado.

3.1 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento possuiu delineamento em blocos casualizados, com

quatro repeticdes e parcelas de dimensdao 10m x 9m (Figura 1) e dois tratamentos, descritos a

seguir.
- Tratamento A: Aplicagdo mecanica do lodo de esgoto proveniente de
Jundiai, em taxa agrondmica, na superficie do solo da linha de plantio.
- Tratamento B: Aplicacdo mecanica do lodo de esgoto proveniente de
Taubaté, em taxa agrondmica, na superficie do solo da linha de plantio.
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Figura 1. Esquema de disposi¢ao dos blocos e suas parcelas com os tratamentos aplicados em
campo.
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A utilizagdo de lodos provenientes de duas localidades diferentes
justifica-se pela tentativa de se abranger diferentes qualidades de lodo do ponto de vista
patogénico, uma vez que os Sistemas de Tratamento de Esgoto do Brasil ndo apresentam uma
uniformidade que permita similaridade microbioldgica entre si. Sendo assim, optou-se por
aplicar e analisar dois lodos de esgoto distintos para que se possa abordar diferentes
realidades.

Conforme ja mencionado anteriormente, o lodo proveniente de Jundiai
¢ considerado estabilizado por permanecer por um longo periodo na lagoa de tratamento antes
de ser desaguado e, consequentemente, sua carga microbiana ¢ reduzida. J& o lodo
proveniente de Taubaté permanece nas lagoas de tratamento por apenas algumas horas antes
de ser desaguado, concentrando um niimero muito maior de microrganismos.

A instalagdo do experimento foi dividida em duas etapas. Na primeira
etapa, realizada no dia 10 de fevereiro de 2014, foram instaladas as parcelas que receberam o
Tratamento A. J4 na segunda etapa, realizada no dia 17 de marco de 2014, foram instaladas as
parcelas que receberam o Tratamento B.

Para posterior resgate da amostra integral do lodo, o mesmo foi
acondicionado em sacos de dimensdes 0,2m x 1,0m confeccionados em tecido “vazado” do
tipo tule, conforme ilustrado pela Figura 2, para permitir a interacdo do lodo com o solo. A
massa de lodo (12 kg) acondicionada em cada bag foi compativel com a quantidade de lodo
distribuida por metro linear da faixa de aplicacdo e na taxa previamente definida.

Considerando-se o espacamento 3m x 2m, foram plantadas 1667
plantas por hectare. Para o calculo da taxa de aplicacdo do lodo de esgoto, foi utilizada a
recomendacio de nitrogénio de 60 kg ha! para a cultura de eucalipto (GONCALVES et al.,
1996). Tendo em vista que apenas 30% do nitrogénio total presente no lodo ¢ mineralizado no
primeiro ano, na realidade seriam necessarios 200 kg de N ha™! presentes no lodo para atender
a recomendacdo. De acordo com as analises quimicas realizadas nos lodos utilizados nos
tratamentos, 2,5% (25g N kg'! massa seca) da massa seca de lodo corresponde ao nitrogénio
total, sendo entdo necessarios 8 ton ha™! de lodo de esgoto em massa seca, ou seja, 40 ton ha™!
em massa total (umidade 80%) e 12 kg por metro linear.

Como as amostragens foram destrutivas, cada parcela (repeticdo)
recebeu 14 sacos com amostras do lodo para realizagdo das analises ao longo das 52 semanas
de coleta de dados. A disposi¢do dos sacos de lodo em cada parcela estd representada na

Figura 3.
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Figura 2. Acondicionamento do lodo de esgoto em sacos de tecido tipo tule de dimensdes
0,2m x 1,0m. Disposi¢ao na superficie do solo na linha de plantio.
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Figura 3. Detalhe da parcela experimental com esquema de disposi¢ao do lodo nas linhas de
plantio do eucalipto.
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3.2 Caracterizacao dos lodos utilizados

Antes da implantagdo do experimento, amostras dos dois lodos
utilizados foram enviadas para o Laboratdério de Andlises Ambientais da CETESB/Sao Paulo
para caracteriza¢do segundo as concentragdes de coliformes termotolerantes, ovos viaveis de
Ascaris spp, Salmonella spp e enterovirus estabelecidas pela Resolugdo n° 375/2006 do
CONAMA (BRASIL, 2006).

De acordo com os resultados analiticos obtidos (Tabela 3), e
adotando-se os parametros estabelecidos pela referida Resolugdo para classificagdo de lodo de
esgoto de acordo com a concentragdo de agentes patogénicos (Item 2.2, Tabela 2), ambos os

lodos foram classificados como Classe B.

Tabela 4. Indicadores patogénicos para caracterizacdo dos lodos de esgoto sanitario utilizados
no experimento.

Lodo de esgoto Grupo patogénico Intervalo

Coliformes termotolerantes 1,6.10*a 1,6.10° NMP gST"!

Tundiai Salmonella spp 0,31 a 5,48 NMP gST!
Ovos de Ascaris spp 0,1 ovo gST!
Enterovirus 0,22 a 0,42 UFP gST'1
Coliformes termotolerantes 8,5.10°a2,6.10° NMP gST"!

. Salmonella spp 1,51 29,37 NMP gST"!

Taubate Ovos de Ascaris spp 3,8 26,1 ovos gSgT'1

Enterovirus 0,54 a 10,89 UFP gST'1

Ainda assim, ¢ importante ressaltar que, do ponto de vista
epidemioldgico, o lodo proveniente de Jundiai apresentou melhores resultados do que o lodo
proveniente de Taubaté, estando, inclusive, o indice de ovos viaveis de Ascaris compativel
com o limite estabelecido pela referida Resolugdo para lodos de esgoto Classe A.

Esses resultados demonstram que o lodo de Jundiai pode ser
considerado bem menos patogénico que o de Taubaté, o que reforca o objetivo deste
experimento em testar duas qualidades diferentes de lodo de esgoto para abranger da melhor

forma possivel a realidade brasileira.



21

3.3 Caracterizacio do solo

Antes do inicio do estudo, amostras compostas do solo em pontos
aleatorios no local do experimento foram coletadas, a 0,20 m de profundidade, e enviadas
para o Laboratdrio de Analises de Solo do Departamento de Solos e Recursos Ambientais da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas, UNESP/Botucatu, onde foram realizadas analises
quimica (Tabela 4) e fisica (Tabela 5) para se determinar o pH, a condutividade elétrica e as
concentragdes de macro e micronutrientes, tais como nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K),

calcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), ferro (Fe) e boro (B).

Tabela 5. Caracteristicas quimicas do solo na area experimental.

pH M.O.  Presina AI’* H'Al K Ca Mg SB CTC V%

CaCl> gdm?® mgdm? - mmolc dm™ ——-memeemeo
4.9 16,0 9,5 -—- 22,2 6,5 34,8 7,5 438 66,3 63,8
S B Cu Fe Mn Zn
---- mg dm
- 0,7 0,6 57,0 59 0,7

Tabela 6. Caracteristicas fisicas do solo na area experimental.

Arei ) )
fe1a Argila Silte Textura do Condutividade elétrica
Grossa Fina Total iy
-1 solo (uscm™)
--------------------- (gKg™)
382,0 549,0 931,0 61,0 9,0 Arenosa 182,1

Analises microbiologicas do solo, coletado antes e ao final do
experimento, foram realizadas pelo Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia da
CETESB/Sao Paulo, onde foi determinado o numero de ovos de Ascaris spp vidveis,
coliformes termotolerantes, Sal/monella spp e enterovirus, seguindo-se os mesmos métodos
utilizados para analise do lodo de esgoto. Os resultados estdao apresentados na Tabela 6 e na
Tabela 7.

Dentre os microrganismos patogénicos analisados, apenas os coliformes
termotolerantes apresentaram resultados positivos, o que pode ser resultado da eventual
presenga de bovinos e animais silvestres na area experimental.

Os demais grupos de patogenos apresentaram numeros em normalidade para
condig¢des naturais, nao caracterizando nenhum tipo de contaminacao microbioldgica no solo

a receber aplicagdo do lodo de esgoto.



Tabela 7. Resultados analiticos iniciais de indicadores patogénicos presentes no solo da area

experimental (por bloco).

Bloco Grupo patogénico Resultados
Coliformes termotolerantes 25,00 NMP gST!
I Salmonella spp < 0,07 NMP gST!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST"!
Enterovirus < 0,33 UFP gST"!
Coliformes termotolerantes 2,40 NMP gST!
I Salmonella spp < 0,07 NMP gST!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST!
Enterovirus < 0,51 UFP gST"!
Coliformes termotolerantes 0,82 NMP gST!
I Salmonella spp < 0,07 NMP gST!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST!
Enterovirus < 0,32 UFP gST"!
Coliformes termotolerantes 0,47 NMP gST!
v Salmonella spp < 0,07 NMP gST"!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST"!
Enterovirus < 0,29 UFP gST"!

Ao término do experimento, como pode ser observado na Tabela 7, nenhum dos

microrganismos patogénicos analisados apresentaram incremento relevante em seus indices

no solo.

Tabela 8. Resultados analiticos finais de indicadores patogénicos presentes no solo da area
experimental (por bloco).

Bloco Grupo patogénico Resultados
Coliformes termotolerantes 54,00 NMP gST"!
I Salmonella spp < 0,07 NMP gST"!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST!
Coliformes termotolerantes 51,00NMP gST"!
Il Salmonella spp < 0,07 NMP gST"!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST"!
Coliformes termotolerantes 9,00 NMP gST"!
111 Salmonella spp < 0,07 NMP gST"!
Ovos de Ascaris spp <0,10 ovo gST!
Coliformes termotolerantes 10,00 NMP gST!
v Salmonella spp < 0,07 NMP gST"!

Ovos de Ascaris spp

< 0,10 ovo gST"!
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3.4 Coleta de dados

3.4.1 indice pluviométrico e temperatura e umidade do solo e dos lodos

O indice pluviométrico foi monitorado diariamente por pluviometro
Decagon ECH>O Rain Model ECRN-50 conectado a um data logger Decagon Em5b.

A temperatura e a umidade do solo também foram monitoradas de
hora em hora por sensores Decagon 5 TM — Moisture Temperature instalados na superficie do
solo, a 0,10 m e a 0,20 m de profundidade, sendo os dados armazenados em data logger
Decagon Em 50.

A umidade das amostras de lodo de esgoto foi aferida em laboratorio,
antes do inicio das analises para determinacdo dos microrganismos patogénicos estudados,

utilizando-se balanga determinadora de umidade.
3.4.2 Amostragem do lodo de esgoto

Apbs a instalagdo do experimento, uma equipe foi a campo realizar a
coleta das amostras de lodo, de forma aleatdria, de acordo com a frequéncia apresentada na

Tabela 8, em um periodo de 52 semanas.

Tabela 9. Frequéncia de coleta de amostras em campo para analises.

Tipo de anélise Coleta de amostra (semanas)
Enterovirus 0,1,2
Ovos viaveis de Ascaris spp 0,1,2,4,6,8,10, 12, 16, 20, 28, 36, 44, 52
Coliformes termotolerantes 0,1,2,4,6,8,10, 12, 16, 20, 28, 36, 44, 52
Salmonella sp 0,1,2,4,6,8,10, 12, 16, 20, 28, 36, 44, 52

3.4.3 Métodos para determinacio de indicadores patogénicos

Ap6s coletadas em campo, as amostras de lodo foram acondicionadas
em sacos plésticos esterilizados e encaminhadas, em um intervalo maximo de quatro horas,
para o Laboratorio de Analises Ambientais da CETESB/Sao Paulo, onde foi realizada a
determinagdo dos indicadores patogénicos presentes no material, de acordo com os métodos

descritos adiante.
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3.4.3.1 Ovos viaveis de Ascaris spp

Os ovos viaveis de Ascaris spp foram detectados e quantificados
segundo método da Agéncia Ambiental Americana (USEPA, 2003b), modificado.

Inicialmente determinou-se o teor estimado de soélidos totais da
amostra de lodo de esgoto. Com base no resultado obtido, foi pesada uma massa de amostra
equivalente a 10 g de solidos totais.

Em seguida, a amostra foi suspensa em agua destilada até completado
o volume de 400 mL e incubada a temperatura entre 4°C e 10°C em periodo over night. Ap6s
a hidratacdo, a amostra foi homogeneizada em homogeneizador blender (Figura 4) e dividida
em quatro béqueres, onde foi adicionada solug¢do 7X 1% até completar o volume de 900 mL.

Os béqueres foram novamente incubados a temperatura entre 4°C e
10°C em periodo over night e entdo o sobrenadante foi aspirado por bomba de vacuo/pressao
(Figura 4).

Novamente as amostras foram homogeneizadas e o volume de 900 mL
com solucdo 7X 1% foi completado, para posterior incubacao a temperatura entre 4°C e 10°C
em periodo over night.

Apds a incubacdo e sedimentagdo, o sobrenadante foi aspirado por
bomba vacuo/pressdo e foi adicionado o volume de 300 mL de solugdo 7X 1%, sendo a
amostra entdo homogeneizada por 5 minutos em agitador magnético.

Feito o processo de hidratacdo e sedimenta¢do inicial, iniciou-se o
processo de peneiramento e separagdo de particulas sélidas. Inicialmente utilizou-se uma
peneira de malha 50 mesh (Figura 4) para separar as particulas solidas maiores, unindo as
amostras divididas anteriormente em quatro béqueres em apenas um.

Quando necessério, completou-se o volume da amostra para 900 mL
adicionando-se solugdo 7X 1%. A amostra foi entdo incubada a temperatura entre 4°C e 10°C
em periodo over night para sedimentacdo e em seguida foi realizada a aspiragdo do
sobrenadante.

O material sedimentado foi igualmente distribuido em tubos conicos
graduados para centrifuga com capacidade de 50 mL. As amostras foram entdo centrifugadas
(Figura 4) a 1000g por 10 minutos em centrifuga de bancada com rotores swinging-bucket e
capacidade de acomodagdo de tubos conicos de 50 mL. O sobrenadante foi aspirado e

descartado.
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Em seguida, deu-se inicio ao processo de flotacdo, onde foram
adicionados de 10 a 15 mL de solugdo de MgSO4 com gravidade especifica 1,20 em cada
tubo, homogeneizando-se as amostras por 15 a 20 segundos em vortex.

Apo6s a homogeinizagdo, completou-se o volume de cada tubo para 40

mL adicionando-se solucdo de MgSO4. Os tubos foram entdo centrifugados a 1000g por

periodo de cinco a 10 minutos.

Figura 4. A - Homogeneizagdo de amostra em homogeneizador blender. B - Aspiragdo do
sobrenadante por bomba vacuo/pressdo. C - Processo de peneiramento da amostra
com peneira de malha 50 mesh. D - Centrifugacdo de amostras em centrifuga de
bancada com rotores swinging-bucket.

Dando continuidade ao processo de separacdo de particulas, utilizou-
se uma peneira de 400 mesh para coletar o sedimento do fluido de flotagdo, que foi entdo
transferido para tubos conicos graduados com capacidade para 50 mL a serem centrifugados a

100 g por cinco minutos.
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O sobrenadante foi aspirado por bomba vacuo/pressdo e o sedimento
foi ressuspenso em 4 mL de solucdo de formalina 0,5% e colocado em frascos de cintilagao
com capacidade para 25 mL.

Foram preparados, entdo, os controles positivo e negativo de acordo
com as descrigdes a seguir:

- Controle positivo: 50ul de ovos viaveis de Ascaris suum em 4 mL de
solucao de formalina 0,5%.

- Controle negativo: 50ul de ovos viaveis de Ascaris suum aquecidos a
60°C durante 15 minutos e entdo suspensos em 4 mL de solug¢ao de formalina 0,5%.

Todos os frascos, tanto das amostras quanto dos controles, foram

incubados a + 26°C durante o periodo de trés a quatro semanas.

Figura 5. A - Ovos de Ascaris spp fértil e infértil. B e C - Ovos viaveis (embrionados) de
Ascaris spp (CETESB, 2013).

A partir da terceira semana, o sedimento do frasco de controle positivo

foi suspenso, sendo entdo retirada uma pequena amostra do liquido para analise microscopica.
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Quando a maior parte dos ovos de Ascaris do frasco controle positivo estavam completamente
embrionados, conforme apresentado na Figura 5, as amostras foram consideradas prontas para
leitura.

Os concentrados foram examinados em microscopio optico de campo
claro e lentes objetivas de 10x a 45x, utilizando uma camara de “Sedgwick-Rafter” para
contar os ovos detectados que foram classificados como embrionados (vidveis) ou ndo. Os

resultados foram expressos em n°® de ovos viaves/g de solidos totais.

3.4.3.2 Salmonella spp

A determinacdo de Salmonella spp foi realizada de acordo com o
método 1682 proposto pela Agéncia Ambiental Americana (USEPA, 2006), um método semi-
quantitativo pelo qual o Numero Mais Provavel (NMP) de Salmonella spp é determinado.

Inicialmente 30g da amostra foram pesados e diluidos em 270 mL de
agua de diluicdo e entdo homogeneizados em homogeneizador blender em alta velocidade
durante dois minutos.

O pH foi verificado e, quando necessario, foi realizado o ajuste para
7,0 — 7.5 adicionando-se acido cloridrico 1,0 N ou hidroxido de sddio 0,1 N de acordo com a
alcalinidade ou acidez, respectivamente.

Foi realizado, entdo, o enriquecimento das amostras em meio TSB de
acordo com o seguinte esquema:

- Primeira série de tubos: 20 mL (equivalente a 2,0 g da amostra
original) em cada um dos cinco tubos contendo 10 mL de TSB 3X concentrado;

- Segunda série de tubos: 10 mL (equivalente a 1,0 g da amostra
original) em cada um dos cinco tubos contendo 5 mL de TSB 3X concentrado;

- Terceira série de tubos: 01 mL (equivalente a 0,1 g da amostra

original) em cada um dos cinco tubos contendo 10 mL de TSB 1X concentrado.

As amostras foram entdo incubadas a 36+1,5°C por 24+2h. Os tubos
de TSB que apresentaram turbidez ao fim do periodo de incubacdo foram selecionados para a
proxima fase do processo.

Seis gotas (30 pL) de cada tubo TSB com turbidez devidamente

homogeneizado foram aplicadas em uma placa de meio de cultura MSRV. Em seguida, as
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placas foram incubadas a 42 +0,5° C durante 16 a 18 horas em incubadora com umidade
controlada.

Apos finalizado o periodo de incubagao, foi observado o aparecimento
de motilidade em torno da inoculacdao, que ¢ evidenciado por um halo esbranquigado de

crescimento de aproximadamente 2 cm do centro da mancha (Figura 6).

Figura 6. Placa MSRYV apds incubacao a 42 £0,5° C por 16 a 18 horas, com presenga de halos
esbranquigados em torno da inoculagdo, representando sinais de motilidade.
Resultado presuntivo positivo para presenca de Salmonella spp.

Utilizando-se uma al¢a de inoculagdo estéril loop, retirou-se um
inéculo do halo da borda externa da colonia-alvo até a metade da colonia e entdo estriou-se
em uma placa de meio de cultura seletivo XLD. Este passo foi repetido em todas as colonias
onde foram identificados os halos brancos.

As placas XLD foram incubadas a 36 = 1,5° C durante um periodo de
18 a 24 horas. As colonias com coloragdo cor-de-rosa ao vermelho com centros pretos e
também algumas colonias vermelhas a cor-de-rosa foram consideradas presuntivas positivas
para Salmonella sp, conforme ilustrado pela Figura 7.

As colonias com resultado presuntivo positivo foram inoculadas em
tubos de TAL (Figura 8) com o auxilio de uma al¢a de inoculagdo. A inoculacao foi feita
através da picada em profundidade e de estrias na superficie. Apds a inoculagdo os tubos

foram submetidos a incubagdo a 36 + 1,5° C durante um periodo de 18 a 24 horas.
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Figura 7. Placa XLD apds incubagdo a 36 + 1,5° C por 18 a 24 horas com resultado presuntivo
positivo para presenca de Salmonella spp, com coldnias rosa-avermelhadas com
centro negro, caracteristica de bactérias gram-negativas.

Ap6s o periodo determinado para incubagdo, foi efetuada a leitura dos
tubos de IAL de acordo com as caracteristicas bioquimicas determinadas para Salmonella e
descritas a seguir.
¢ Fase inferior:
- Motilidade positiva: crescimento difuso a partir da picada
(excegoes: S.gallinarum e S.pullorum);
- lisina-descarboxilase positiva: cor violeta (excegdes: S.
paratyphi A e algumas culturas de S. Ttyphimurium).
e Fase superior:
- triptofano desaminase negativa: ndo se verifica a coloragao
verde-acastanhada na superficie inclinada;
- sacarose negativa: coloracdo azul na superficie da fase
superior;
- glicose positiva: coloracdo amarela na profundidade da fase
superior;
- sulfeto de hidrogénio positivo: coloragdo negra na
profundidade da fase superior (excecgdes: S. paratyphi A e S.
choleraesuis, sendo que a S. typhi s6 produz sulfeto de

hidrogénio apos 48 horas);
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- Urease negativa: ndo se verifica coloragdo azul na
profundidade da fase superior;

- Gas positivo: presenca de bolhas na profundidade da fase

superior (exce¢ao S. typhi).

Figura 8. Tubos de IAL para observagdo de caracteristicas bioquimicas determinadas para
Salmonella spp.

A confirmagdo de cada tubo de IAL com resultado presuntivo positivo
para Salmonella spp foi realizada através de testes soroldgicos utilizando-se soros anti-
Salmonella polivalente somatico e anti-Salmonella polivalente flagelar.

Em cada tubo de TAL com resultado presuntivo positivo para
Salmonella spp foi introduzida uma pequena quantidade de algodao hidroéfilo e utilizando-se
uma pipeta Pasteur adicionou-se ao tubo cerca de cinco gotas de solugdo fisioldgica 0,85%
NaCl.

Com a ponta da pipeta Pasteur e auxilio do algoddo hidroéfilo, todo o
crescimento bacteriano da superficie do IAL foi ressuspenso até se obter uma suspensdo densa
da cultura em solugdo fisioldégica. Ainda com auxilio da pipeta Pasteur, um indculo da
suspensao da cultura foi coletado e uma gota foi distribuida em cada um dos trés quadrados de
uma placa de vidro (com quadriculados em sua superficie de 20x20mm), adaptada a uma

caixa de Huddleson.
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A cada uma das gotas da suspensdo da cultura, foram adicionadas uma
gota de soro anti-Salmonella polivalente somdtico, uma gota de soro anti-Sal/monella
polivalente flagelar e uma gota de solugdo salina 2%.

Foi entdo observada a reacao de aglutinacdo nos soros somatico e/ou
flagelar, o que indica resultado positivo. Os resultados positivos dos tubos de IAL foram
correlacionados com as respectivas placas de XLD/MRSYV e tubos de TSB para determinar o
NMP.

A densidade estimada de Salmonella spp (NMP/g de sélidos totais) foi

calculada de acordo com a Equagao O1.

NMP/g de ST = NMP / mL de peso umido / 0,1 (Equagao 01)
% ST expresso em decimal

3.4.3.3 Enterovirus

A determinagdo de enterovirus no lodo de esgoto foi realizada
segundo os procedimentos estabelecidos por metodologia da United States Environmental
Protection Agency (USEPA, 2003a), modificado por USEPA (2007b).

Inicialmente determinou-se o teor estimado de solidos totais da
amostra de lodo de esgoto. Com base no resultado obtido, foi pesada uma massa de amostra
equivalente a 12 g de solidos totais, que foi entdo diluida em suspensdo de extrato de carne
3%, ajustando-se o pH para 7,0 com &cido cloridrico 6N ou hidroxido de s6dio 6N.

Os solidos foram separados por centrifugacdo utilizando-se centrifuga
refrigerada estéril com rotacdo 2500 rpm por 30 minutos e o sobrenadante foi entdo
concentrado por floculacdo organica, baixando-se o pH para 3,5 para que ocorresse a
floculagao.

Apds evaporagdo do cloroférmio a amostra foi tratada com
antibioticos para descontaminagao.

Testes de esterilidade foram realizados para comprovar-se a auséncia
de fungos e bactérias. As amostras assim concentradas foram inoculadas em cultura de células
RD (rabdomiosarcoma humano) segundo a técnica de plaqueamento em meio gelificado
(APHA 2012). As placas de lise foram contadas durante 14 dias. Os resultados finais foram

expressos em UFP (Unidades Formadoras de Placa) por grama de so6lidos totais analisados.
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3.4.3.4 Coliformes termotolerantes

Os coliformes termotolerantes foram analisados pela técnica de tubos
multiplos com o meio de cultura Al, segundo metodologia descrita no “Standard Methods”
(APHA, 2012).

Inicialmente 30g de cada amostra foram pesados e diluidos em 270
mL de 4gua de diluicdo e entdo homogeneizados em homogeneizador blender em baixa
velocidade durante um a dois minutos.

Em seguida, volumes decimais (10 mL) da amostra foram inoculados
com pipeta esterilizada em séries de cinco tubos de meio de cultura Al em diferentes
concentragdes, conforme ilustrado pela Figura 9. Os tubos inoculados foram entdo pré-
incubados durante 3 horas a 35° + 0,5° C, e em seguida incubados a 44,5° + 0,5°C durante 24

+ 2h.

Amostra Diluigio 1071 Diluigdo 102 Diluigdo 10™

Figura 9. Esquema de preparo de diluicdes decimais para determinacdo de coliformes
termotolerantes por meio da técnica de tubos multiplos (CETESB, 2007).

Ap6s a incubagdo foi realizada a leitura, verificando-se o nimero de
tubos positivos (com formagdo de gas) e negativos (sem formagdo de gas) em cada série. A
Figura 10 ilustra o esquema de andlises para a determinacdo do NMP de coliformes
termotolerantes. O numero mais provavel foi estimado utilizando-se a Tabela de Tubos

Multiplos (APHA, 2012). Os resultados foram expressos em 100g de solidos totais.
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Amostra

Volumes decimas adequados
multiplos e sub-multiplos de 1 ml

Meio Ay

Incubagao
3 h:35°+£0,5°C
+2h 44,5°+0,2°C

21

Leitura

|
I ]

Producdo de gas - teste positivo Auséncia de gas - teste negativo

para coliformes termotolerantes para coliformes termotolerantes

Figura 10. Esquema do procedimento para determinacdo de coliformes termotolerantes por
meio da técnica de tubos multiplos com o meio A1 (CETESB, 2007).

3.5 Analise de dados

Apds obtidos os resultados analiticos parciais, foram ajustados
modelos de regressdo ndo-linear (SEBER; WILD, 2003) especificos para cada grupo de
patogenos.

Para os coliformes termotolerantes foram tomados logaritmos

neperianos para os valores de densidade, sendo ajustado o seguinte modelo:

y = In (densidade) = ae™PT™°) + y; em que ui é o componente aleatorio; a e P sdo os

parametros do modelo e responsaveis pelo decaimento da curva.

Para cada um dos demais patogenos, Salmonella, enterovirus e ovos

vidveis de Ascaris, foi ajustado o seguinte modelo:

y = densidade = aePTe™P) + y; em que ui é o componente aleatério; o € P sdo os pardmetros

do modelo e responsaveis pelo decaimento da curva.

Apds o ajuste dos modelos, foram obtidas as expressdes para

determina¢do do tempo médio para o qual o valor de y seja igual ao valor da densidade de
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patdégenos no solo, ou seja, para y = ysoio. Assim, obteve-se os respectivos tempos, invertendo
as equacdes estimadas considerando o valor ¥ = ysos.

Finalmente, as expressdes utilizadas para os grupos de patogenos,
considerando-se o tempo necessario para o a densidade de patdogenos presentes no lodo atingir

a densidade de patdégenos encontrados inicialmente no solo, foram as seguintes:

a) Coliformes termotolerantes:
tmin = (1/ B) In ((1/ YSolo) (Equagﬁo 2)
b) Salmonella, enterovirus e ovos viaveis de Ascaris:

tmin = (1/B) (0/Ysolo) (Equagio 3)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Indice pluviométrico e temperatura e umidade do solo e dos lodos

O indice pluviométrico, monitorado diariamente por pluviometro, ¢ as
umidades dos lodos, monitoradas antes do inicio das andlises por balanc¢a determinadora de
umidade, estdo representados na Figura 11. Ja a temperatura e a umidade do solo, monitoradas
de hora em hora por sensores instalados na superficie, a 0,10 m e a 0,20 m de profundidade,
apresentaram as variagoes dispostas nas Figuras 12 e 13 no periodo de amostragem de 52
semanas.

Os cinco ultimos meses de estudo (novembro/2014 a margo/2015)
foram os que apresentaram maior concentra¢do pluviométrica, com elevados indices, sendo
que a maior parte do periodo de estudo foi marcada por chuvas fracas ou moderadas e

periodos de estiagem.
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Figura 11. Precipitacdo didria média (mm) local na area experimental e umidade média do
lodo proveniente de Jundiai e do lodo proveniente de Taubaté durante 52 semanas
apos a instalagdo do experimento.

*Umidade ideal do lodo para sobrevivéncia e reproducao de microrganismos, de
acordo com Thomaz-Soccol et al. (2010).

Os lodos de esgoto monitorados no experimento apresentaram
algumas particularidades em relacdo com os indices pluviométricos. Nos primeiros meses,
onde houve pouca intensidade de chuvas, ambos os lodos apresentaram queda na umidade.
Apds o aumento dos indices pluviométricos € possivel notar o aumento na umidade dos lodos,
que se mantiveram Umidos até o final do periodo experimental. Porém, conforme é possivel
perceber em comparagdo com a Figura 12, os lodos absorvem e retétm a umidade em
intensidade diferente do solo.

Do ponto de vista microbiologico, Thomaz-Soccol et al. (2010)
afirmam que, por possuirem sensibilidade a desseca¢do, muitos microrganismos presentes no
lodo de esgoto sanitario nao sobrevivem por longos periodos em ambientes com baixa
umidade, sendo a umidade ideal para a sobrevivéncia e reprodugdo destes organismos aquela
que possui valores acima de 70%, indice este que foi utilizado como parametro na Figura 11 e
na Figura 12.

Os valores de umidade observados nos lodos do experimento

apresentaram-se, em muitos momentos, adequados ao valor considerado como ideal, o que
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demonstra que, em termos de umidade, o lodo de esgoto pode ser considerado um ambiente
ideal para os microrganismos patogénicos analisados.

A coleta e o armazenamento dos dados diarios de umidade do solo e
de temperatura do solo e dos lodos foram prejudicados em duas ocasides. No periodo entre o
final de abril e o inicio de agosto de 2014, o sensor instalado no saco contendo o lodo de
esgoto de Jundiai, por motivos ndo conhecidos, se soltou da entrada do armazenador de dados,
o que fez com que os dados de temperatura e umidade referentes ao tratamento de Jundiai ndo
fossem armazenados no referido periodo. A segunda ocasido ocorreu entre os meses de
outubro e novembro e depois, novamente, na segunda metade do més de dezembro até o final
do experimento, quando o data logger que armazenava os dados de todos os sensores de
temperatura ¢ umidade passou por problemas técnicos, ndo armazenando os dados
corretamente ¢ comprometendo a série de dados coletada.

Mesmo com os problemas ocorridos em relagdo a coleta de
informagdes de temperatura e umidade do solo e dos lodos, optou-se por analisar, conforme as

possibilidades, os dados disponiveis.

0.600
0.500
0.400

0.300

0.200

>

Umidade média (m* agua . m solo)

?

0.100

) A
: —_— !
J\_IJ\M.A.}\ - N \\_N\Ju"\u_‘lv m
0,000
< < < < < < < <+ < < <
=) =) o =) =) ) =) = =) o =)
f & & & & & & 8§ & & 4
I & < e Vo] = & & S = IS
o [ o o [ [ [ ] — — —
e = s e = - = e ey - ey
S = = S = S = = = = =
Superficie ——0.10m 0.20m  ===-=Umidade ideal*

Figura 12. Umidade média (m> 4gua . m™ solo) diaria na superficie, a 0,10 m e a 0,20 m de
profundidade no solo durante 52 semanas apds a instalagdo do experimento, com
representagio da umidade ideal (acima 0,7 m® 4gua . m™ solo/lodo ou 70%) para a
sobrevivéncia dos agentes patogé€nicos avaliados.

* De acordo com Thomaz-Soccol et al. (2010).
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Comparando-se os graficos de precipitacdo e umidade, ¢ possivel
notar que as curvas de umidade média didria estdo diretamente relacionadas com os indices
pluviométricos para o periodo, sendo que nos periodos com elevados indices pluviométricos
nota-se maior uniformidade na umidade no solo, e nos periodos de escassez de chuva ha
maior variabilidade na umidade das diferentes profundidades do solo.

Os valores de umidade observados no solo quanto apresentaram-se
bem inferiores em relagdo ao valor considerado como ideal, o que demonstra que o ambiente
a que os agentes patogé€nicos analisados foram submetidos ¢ extremamente hostil para os
mesmos, em termos de umidade.

A temperatura média, conforme pode-se observar na Figura 13,
mostrou maior irregularidade ao inicio do experimento, quando comparados os dois tipos de
lodo e as diferentes profundidades do solo. Com o passar do tempo € com o aumento nos
indices pluviométricos, nota-se que a temperatura se torna mais regular, com valores

mantendo-se entre 15°C e 30°C em todos os sensores analisados.
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Figura 13. Temperatura média (°C) diaria na superficie, a 0,10 m e a 0,20 m de profundidade
no solo e na superficie do lodo de esgoto de Jundiai e do lodo de esgoto de
Taubaté durante 52 semanas ap0s a instalacdo do experimento, com representacao
da faixa de temperatura ideal (entre 18°C e 28°C) para a sobrevivéncia dos agentes
patogénicos avaliados.
* De acordo com Thomaz-Soccol et al. (2010), com excecdo de ovos de
helmintos.
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Dentre todos os fatores ambientais que interferem negativamente no
desenvolvimento de organismos patogénicos presentes no lodo de esgoto sanitirio, a
temperatura ¢ considerada um dos mais limitantes, uma vez que esta ¢ determinante na
reprodugao microbiologica e na dissecacdo de microrganismos (THOMAZ-SOCCOL et al.,
2010).

Thomaz-Soccol et al. (2010) também afirmam que a temperatura ideal
para a sobrevivéncia de grande parte dos microrganismos presentes no lodo varia entre 18°C e
28°C, temperaturas estas utilizadas como parametro na Figura 13. Os autores alertam ainda
que estas temperaturas ndo se aplicam aos ovos de helmintos, ja que estes apresentam maior
resisténcia, sendo inviabilizados apenas quando expostos a temperaturas maiores de 65°C por
mais de cinco minutos.

No inicio do experimento, nota-se que a faixa de temperatura foi
maior do que a apresentada nos meses seguintes. Tal fato pode ser justificado pelo
crescimento das plantas e consequente sombreamento do solo e das amostras ao longo do
tempo. Sendo assim, ao final do experimento o sombreamento era muito maior ao do inicio,
quando o solo estava totalmente exposto a incidéncia de luz solar, e, logo, as temperaturas
eram mais amenas.

Por fim, pode-se dizer que, de maneira geral, as temperaturas
observadas nos sensores instalados no solo e nos lodos mantiveram-se dentro da faixa
estabelecida como 1ideal para a sobrevivéncia das bactérias analisadas (coliformes
termotolerantes e Salmonella spp), sendo entdo o ambiente considerado adequado para o

desenvolvimento das mesmas, quanto a temperatura.

4.2 Persisténcia dos agentes patogénicos

Apo6s a realizagdo das andlises microbiologicas no lodo de esgoto
proveniente de Jundiai e no lodo de esgoto proveniente de Taubaté, foram estabelecidos
ajustes de modelos de regressdo nao-linear (SEBER; WILD, 2003) especificos para cada
grupo de patdégenos em estudo e entdo estimado o tempo de sobrevivéncia de cada

microrganismo apos a aplicagcdo do lodo no solo.
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4.2.1 Coliformes termotolerantes

O tempo médio estimado para a sobrevivéncia de coliformes
termotolerantes apds a aplicagdo do lodo foi de 54 semanas para o lodo de esgoto de Jundiai,
tratamento A (Figura 14), com intervalos de confianca a (13,5339 — 16,1883) e B (0,0287 —
0,0463) e p < 0,0001, e 93 semanas para o lodo de esgoto de Taubaté, tratamento B (Figura
15), com intervalos de confianca a (13,5998 — 16,0412) ¢ B (0,0158 — 0,0275) e p < 0,0001.

Sendo assim, estima-se que apOs a aplicagdo no campo, sob as
condi¢des de temperatura e umidade analisadas, o nivel de coliformes termotolerantes
presentes no lodo levaria, em média, aproximadamente 54 semanas, ou 378 dias, para atingir
o indice encontrado no solo previamente a aplicac¢ao, no tratamento A, e 93 semanas, ou 651

dias, no tratamento B.
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Figura 14. Curva de decaimento de coliformes termotolerantes (NMP gST™!) em fun¢io do
tempo em 52 semanas de analise do lodo de esgoto de Jundiai.

Tal diferenca entre os dois lodos em relagdo ao tempo de
sobrevivéncia ja era esperada, uma vez que as andlises iniciais (item 3.2, Tabela 3) mostraram

que os indices de coliformes termotolerantes eram expressivamente maiores no tratamento B,
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0 que, consequentemente, demandaria mais tempo para que os niveis observados no solo
fossem alcangados.

A literatura acerca do tempo de sobrevivéncia deste tipo de bactéria
no solo ¢ bastante escassa, principalmente para a realidade brasileira.

Kowal (1986) afirma que a sobrevivéncia de coliformes no solo varia
muito de acordo com a espécie e com as condi¢des ambientais e cita o periodo maximo de 77
dias para a sobrevivéncia destes microrganismos nos solos da América do Norte, tempo
semelhante do definido por Estrada et al. (2004) para a sobrevivéncia de coliformes fecais, E.
coli e enterobactérias em solo de area aberta na Espanha (80 dias) e por Ngole et al. (2006)

para a sobrevivéncia de coliformes fecais em quatro diferentes solos de Botswana (90 dias).
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Figura 15. Curva de decaimento de coliformes termotolerantes (NMP gST™!) em fun¢io do
tempo em 52 semanas de analise do lodo de esgoto de Taubaté.

Entretanto, Edmonds (1976) realizou estudo sobre a sobrevivéncia de
coliformes fecais em lodo de esgoto aplicado em darea florestal ao norte do Estado de
Washington/EUA em diferentes estagdes do ano. O autor observou que no lodo aplicado
durante o verdo, os coliformes fecais atingiram o nivel zero ap6s 267 dias, enquanto no lodo
aplicado durante o inverno, o tempo de sobrevivéncia abaixou para 162 dias, o que fez com

que o autor concluisse que as taxas de mortalidade destes microrganismos estdo diretamente
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relacionadas com condigdes como temperatura, pH, composi¢ao fisica tanto do lodo quanto
do solo e também competi¢do microbiana.

Quando comparados aos estudos citados, os tempos de sobrevivéncia
observados neste estudo sdao bastante superiores em ambos os tratamentos. Tal fato pode ser
explicado pela temperatura do solo e do lodo, conforme observado na Figura 13 do item 4.1,
ter se apresentado, na maior parte do tempo, ideal para o crescimento e a reprodugdo de
bactérias, conforme mencionado por Thomaz-Soccol et al. (2010).

Cools et al. (2001), afirmam que em seu estudo sobre a sobrevivéncia
de E. coli em solos de diferentes texturas, o solo arenoso foi o que se apresentou mais
propicio para a sobrevivéncia destes microrganismos. Sendo assim, conforme se constata pela
analise fisica disposta na Tabela 5, a textura arenosa do solo do presente estudo pode ter sido
um fator importante para o tempo de sobrevivéncia dos microrganismos em questao.

Enfim, pode-se dizer que apds a aplicacdo dos lodos de esgoto no
solo, as condi¢des ambientais, como temperatura e textura do solo, foram favoraveis para a
sobrevivéncia de coliformes termotolerantes, que apresentaram resisténcia consideravelmente

maior que as citadas em estudos realizados, até entdo, em condigdes de clima mais frio.

4.2.2 Enterovirus

A principio, a coleta e as andlises de amostras de lodo para determinagdo de
enterovirus presentes no material foram realizadas semanalmente, frequéncia esta que ficou
comprovada, através dos resultados obtidos, ndo ser suficiente para este patdgeno, sendo que
ndo foi possivel ajustar um modelo em nenhum dos tratamentos para a determinag¢do do
tempo médio de sobrevivéncia de enterovirus apos a aplicagdo do lodo, uma vez que os
resultados encontrados nas andlises tanto do lodo quanto do solo foram negativos para
enterovirus.

Sendo assim, admite-se que estudos futuros abrangendo um intervalo de tempo
menor (dias ou horas) sdo necessdrios para se determinar com precisdo o tempo de
sobrevivéncia de enterovirus apos a aplicacdo do lodo de esgoto no solo, sob as condigdes
ambientais estudadas.

O paragrafo 5° do artigo 7° da Resolugdo CONAMA 375/2006 determina que para a
caracterizagdo do lodo de esgoto, a presenca de agentes patogénicos, dentre eles virus
entéricos, deve ser analisada e determinada. No caso deste estudo, ndo foi detectada a

presenca de enterovirus ja desde a aplicagdo do lodo no solo. Este fato levanta o
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questionamento acerca da real necessidade de abordagem deste grupo de microrganismos pela
referida resoluc¢do, uma vez que ausentes ndo apresentam risco algum a satde publica.

Pepper et al. (2006) afirmam que dentre todos os microrganismos presentes no lodo
de esgoto, os enterovirus sdo os menores € menos complexos, sendo, assim, mais sensiveis,
tendo geralmente um curto tempo de sobrevivéncia.

Bagdasaryan (1964 apud KOWAL, 1985), em seu estudo sobre a relagdo da textura,
da temperatura e da umidade do solo na sobrevivéncia de enterovirus, estimou que este grupo
de microrganismos, em solos arenosos ou argilosos podzoélicos, sobrevive de 70 a 170 dias
com umidade entre 10 e 20% e temperatura entre 3 ¢ 10 °C; de 25 a 110 dias com umidade
entre 10 e 20% e temperatura entre 18 e 23 °C; e de 15 a 25 dias em solos secos, com
temperatura entre 18 e 23 °C.

De acordo com Sorber e Moore (1987), virus podem ser detectados em biossdlidos
aplicados em solos dentro de quatro a até 100 dias apds o inicio da aplicacdo em areas da
América do Norte. Ja Straub et al. (1993a e 1993b) afirmam que, dependendo do tipo de
exposicao a que sao submetidos, enterovirus sobrevivem apenas entre trés a 10 dias no solo.

Kowal (1985) afirma que a exposi¢ao a radiagdo solar, a altas temperaturas e a
dessecagdo, reduz drasticamente o tempo de sobrevivéncia destes microrganismos quando
dispostos no solo, informac¢des também confirmadas por Straub et al. (1993a ¢ 1993b) ao
constatarem que os enterovirus sdo dependentes da temperatura, diminuindo conforme esta
aumenta, além de sofrerem drasticas limitagdes quando expostos a rdpidas quedas na umidade
do solo.

Em estudo realizado por Goyal et al. (1984), que analisou o tempo de sobrevivéncia
de virus patogénicos a humanos em lodo de esgoto disposto em diferentes areas do Oceano
Atlantico, os autores puderam concluir que na agua este grupo de patdgenos pode sobreviver a
até 3 anos. Sendo assim, refor¢a-se que quanto menos Umido o ambiente, menor o tempo de
sobrevivéncia destes microrganismos, que sao extremamente sensiveis a dessecagao.

Os resultados negativos para a presenca de enterovirus nos dois lodos analisados
neste estudo mostram que o tempo de sobrevivéncia destes microrganismos sob as condi¢des
climaticas analisadas foi de zero dias. Isto reafirma a sensibilidade deste grupo de patdégenos a
fatores ambientais considerados hostis para os mesmos, tais como elevadas temperaturas e

baixa umidade.
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4.2.3 Salmonella spp

Os resultados analiticos para Salmonella spp mostram-se atipicos para
a espécie, uma vez que a contagem do numero mais provavel por grama de solidos totais
(NMP gST!) ndio apresentou curvas de decaimento em nenhum dos lodos, mas sim, picos de
acréscimo e decréscimo na contagem ao longo do tempo, como ¢ possivel observar nas
Figuras 16 e 17. Sendo assim, ndo foi possivel ajustar um modelo para este patdgeno em
nenhum dos tratamentos.

Tal comportamento ja foi observado anteriormente em estudo similar
realizado por empresas parceiras deste projeto em plantio de cana-de-acucar fertilizado
também com lodo de esgoto sanitario no municipio de Piracicaba-SP’.

Além disso, o lodo proveniente de Jundiai (Tratamento A) apresentou
valores extremamente altos a partir da segunda coleta, representando um significativo

incremento na populagdo de Salmonella spp sem motivo aparente.
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Figura 16. Curva de decaimento de Salmonella spp (NMP gST™!) em funcio do tempo em 52
semanas de andlise do lodo de esgoto de Jundiai.

'Comunicagdo pessoal: Fernando C. Oliveira, Maria Inés Z. Sato e Elayse M. Hachich (novembro de 2013).
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Figura 17. Curva de decaimento de Salmonella spp (NMP gST™!) em funcdo do tempo em 52
semanas de analise do lodo de esgoto de Taubaté.

Dentre as possiveis razdes para os picos de aumento populacional de
Salmonella spp nas amostras analisadas estd a possibilidade de contaminagdo externa
proveniente de fezes de animais silvestres, especificamente porcos selvagens ou gado, uma
vez que estas ja foram observadas diversas vezes na drea experimental. Porém, esta hipdtese
s0 pode ser comprovada com a realizacdo de anélises de sorotipagem da espécie para que se
determine se o hospedeiro ¢ animal, o que confirmaria a contaminag@o, ou humano. Devido
ao estudo citado anteriormente j4 ter constatado tal comportamento, cepas foram separadas e
incubadas desde o inicio do experimento para futura verificagdo através de exame de
sorotipagem.

Por outro lado, caso a hipotese de contaminagdo por fezes de porcos
selvagens ou gado fosse verdadeira a ponto de aumentar significativamente a populagdo de
Salmonella, o mesmo ocorreria com a populacdo de coliformes termotolerantes e com o
numero de ovos viaveis de helmintos, uma vez que estes também estdo contidos nas fezes
deste tipo de animais.

Outra possivel hipdtese seria a mudanga de comportamento do género
quando exposto aos fatores ambientais impostos pela aplicacdo no solo, o que necessitaria

maiores estudos em ambientes controlados, como estufas ou casas de vegetagdo, para melhor
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esclarecimento da relagdo entre a Salmonella spp e fatores ambientais como temperatura,
umidade e radiagdo solar.

Zaleski et al. (2005b), Sidhu et al. (2001), Hussong et al. (1985) e
Yeager ¢ Ward (1981) afirmam ser possivel o recrescimento de Salmonella no solo € em
compostos biossolidos.

Thomaz-Soccol et al. (2010) afirmam que o tempo de sobrevivéncia
da Salmonella no solo pode variar de menos de uma semana a até seis meses, dependendo das
condi¢des de umidade e temperatura a que este microrganismo esta exposto.

Edmonds (2000) refor¢a a influéncia das condi¢des ambientais e das
caracteristicas de cada espécie no tempo de sobrevivéncia do género e menciona que
espécimes de Salmonella typhi podem sobreviver no solo por mais de 280 dias. J4 Kowal
(1985) cita um tempo de sobrevivéncia entre 11 e 280 dias para Salmonella spp e Zaleski et
al. (2005a) um tempo entre duas e trés semanas em lodo incorporado no solo.

Como nao foi possivel ajustar uma curva de decaimento para
Salmonella em nenhum dos tratamentos, também ndo foi possivel determinar ou estimar o
tempo de persisténcia da mesma nos lodos aplicados no solo para as condi¢des ambientais
deste estudo. Até o fim do periodo de coleta de dados, observou-se um ciclo de crescimento e
decrescimento da populagdo deste microrganismo em ambos os tratamentos.

Sendo assim, admite-se a necessidade de estudos futuros realizados
em ambientes controlados, isolados de potenciais fontes de contaminagdo, para que se possa

esclarecer as causas deste tipo de comportamento da Sa/monella spp no lodo de esgoto.

4.2.4 Ovos viaveis de Ascaris spp

O tempo médio estimado para o limiar de ovos vidveis de Ascaris spp
foi de 8,5 semanas para o lodo de esgoto proveniente de Taubaté, tratamento B (Figura 18),
com intervalos de confianca o (3,2626 — 5,8289) e B (0,1779 — 0,7205) e p < 0,0001, ndo
sendo possivel ajustar o modelo para o lodo proveniente de Jundiai (tratamento A).

Sendo assim, estima-se que apos a aplicacdo no campo, sob as
condi¢des de temperatura e umidade analisadas, o nivel de ovos viaveis de Ascaris spp
presentes no lodo levou, em média, 8,5 semanas para atingir o indice encontrado no solo

previamente a aplicagdo, no tratamento B.
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Figura 18. Curva de decaimento de ovos viaveis de Ascaris spp em fungdao do tempo em 52
semanas de analise do lodo de esgoto de Taubaté.

Em relagdo ao lodo de esgoto de Jundiai (tratamento A), o nimero de
ovos viaveis de Ascaris spp manteve-se no mesmo nivel encontrado no solo previamente a
aplicacdo do lodo (<0,1 ovo g ST™!), ou seja, ndo houve contaminagio do solo com ovos de
Ascaris spp ap0s a aplica¢ao do lodo, uma vez que este encontrava-se estatisticamente isento
do patdgeno analisado, o que ¢ considerado um bom resultado para a aplicagao deste lodo no
solo em termos de riscos a satde publica.

Estudos abrangendo a realidade climatica brasileira e a persisténcia da
viabilidade de ovos de helmintos, como o Ascaris, sdo escassos por diversos motivos, dentre
eles a dificuldade em se encontrar laboratorios aptos a realizar a analise para determinagao do
numero de ovos vidveis por grama de sélidos totais de lodo de esgoto de acordo com o
método proposto pela USEPA (2003b) e adotado pela resolugdo CONAMA n° 375/2006
(BRASIL, 2006).

Thomaz-Soccol et al. (1999) realizaram estudos no Estado do Parana
em lodo de esgoto incorporado no solo e encontraram ovos vidveis de helmintos apos 180
dias. J4 Souza et al. (2008) realizou estudo parecido na regido de Brasilia, Distrito Federal, e

apos trés semanas ja ndo encontrou ovos viaveis no lodo incorporado. A diferenga climatica
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das duas regides estudadas reflete-se claramente nos resultados obtidos, sendo a regido mais
quente, mais hostil para os ovos de helmintos.

O estudo realizado por Souza et al. (2008) foi discutido na criacao da
metodologia do experimento objeto deste trabalho, uma vez que os resultados obtidos no
citado estudo, antes mesmo de sua publicagdo, foram contestados na época de discussdo e
elaboracdo da Resolugdo CONAMA 375/2006 pelo fato de o lodo de esgoto utilizado ter sido
incorporado no solo, o que, supostamente, diminuiria a densidade de ovos de Ascaris por
grama de solidos totais. Tendo conhecimento destas criticas, a equipe idealizadora do presente
estudo optou por acondicionar o lodo em sacos de tecido vazado tipo “tule”, para que a
amostra fosse analisada da maneira mais integral possivel, obtendo-se maior concentracao de
ovos de Ascaris, e, a0 mesmo tempo, para que a amostra pudesse interagir com o solo e as
condigdes ambientais impostas.

A regido do municipio de Avaré, onde foi instalado o experimento,
possui clima subtropical (Cfa) e temperatura média de 19,8 °C (BRASIL, 2015), o que coloca
este estudo entre as duas situagdes estudadas por Thomaz-Soccol et al. (1999) e Souza (2008)
e, sendo assim, o resultado obtido de 8,5 semanas para a persisténcia da viabilidade de ovos
de Ascaris em lodo de esgoto aplicado na superficie solo, sem incorporacdo, estaria
condizente com os resultados obtidos nos demais estudos realizados no Brasil.

Em estudos realizados no exterior, Munger (1983 apud EDMONDS,
2000) afirmou ser possivel, em casos extremos, encontrar ovos viaveis de Ascaris ap6ds 15
anos, em determinados solos, sob condi¢cdes especificas. J4 Kowal (1985) afirma que, sob
condi¢gdes favoraveis de umidade, temperatura e radiacdo solar, a viabilidade de ovos de
helmintos pode perdurar de seis meses a varios anos. Weischer ¢ Brown (2001) afirmam que
podem ser necessarios cinco anos para que ovos de Ascaris se tornem inviaveis. Carrington
(2001) cita o periodo de 15 meses para a inviabilizacdo de ovos de Ascaris em areas com
cobertura vegetativa e temperatura abaixo de 10 °C. Little et al. (1991), em seu estudo com
lodo de esgoto aplicado nos estados de Ohio, Louisiana e Texas, nos Estados Unidos
afirmaram que a viabilidade dos ovos dura cerca de 3 anos sob as condi¢des analisadas.

Smith et al. (1999) afirmam que, em regides de clima temperado, apds
sete anos ¢ possivel encontrar no solo resquicios de ovos de 4Ascaris ainda viaveis. Os autores
vao além e dizem que a temperatura € o fator ambiental que mais afeta a viabilidade dos ovos
destes organismos, que podem manter-se viaveis por até 43 anos quando incubados a — 23 °C
e ainda continuarem se desenvolvendo apods este periodo se impostos a temperaturas mais

elevadas. Na vegetacdo tundra no Artico, afirmam ser possivel que a persisténcia dos ovos
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ultrapasse 100 anos. Por outro lado, quando expostos a temperatura acima de 37 °C, mesmo
que por curtos periodos de tempo, os embrides em desenvolvimento comecam a morrer,
tornando os ovos inviadveis.

De acordo com Pepper et al. (2006), quando o lodo nado ¢ incorporado
no solo, o tempo de viabilidade de ovos de Ascaris spp reduz drasticamente, sendo que no
intervalo de trés a dez meses apds a aplicacdio no solo, 90% dos ovos ja estariam
inviabilizados. Mizgajska (1994) afirma que, ndo importando o tipo de solo, os ovos se
mantém nos primeiros 10cm de profundidade e em diferentes amostras coletadas em seu
estudo o tempo méximo de viabilidade dos ovos foi de 17 meses.

De qualquer forma, a variabilidade de tempo apresentada em
diferentes trabalhos reforca que a afirmativa de que este grupo de patdogenos ¢ inegavelmente
influenciado por condi¢des externas. Sendo assim, o resultado obtido neste estudo e as
informagdes apresentadas pelos demais trabalhos, tanto no Brasil quanto no exterior, revelam
a importancia e a interferéncia das condigdes climaticas, principalmente a temperatura, na
viabilidade de ovos de helmintos.

Ainda, considerando-se a pouca informagao encontrada na literatura
brasileira acerca da resisténcia deste tipo de patégeno, comumente presente no lodo de esgoto
e no solo fertilizado com este, refor¢a-se a necessidade da realizagao de maiores estudos em
diferentes regides do pais, a modo de se esclarecer as duvidas e os questionamentos quanto a

seguranga do uso agricola do lodo de esgoto em termos de satde publica.
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5. CONCLUSOES

Estima-se um tempo médio de 54 semanas para a sobrevivéncia de
coliformes termotolerantes no lodo de esgoto proveniente de Jundiai e de 93 semanas no lodo
de esgoto de Taubaté.

Para enterovirus ndo foi possivel ajustar um modelo em nenhum dos
tratamentos, pois os resultados deram negativos logo nas primeiras andlises. Tal fato coloca
em duvida a necessidade da realizacao da anélise destes microrganismos em lodo de esgoto.

Os resultados analiticos para Sa/monella spp mostram-se atipicos para
a espécie uma vez que ndo apresentaram, em nenhum dos lodos, curvas de decaimento, mas
sim picos de acréscimo e decréscimo na contagem ao longo do tempo. Sendo assim, ndo foi
possivel ajustar um modelo para este patdgeno em nenhum dos tratamentos.

O tempo médio estimado para a persisténcia da viabilidade de ovos de
Ascaris spp foi de 8,5 semanas para o lodo de esgoto proveniente de Taubaté, ndo sendo
possivel ajustar o modelo para o lodo proveniente de Jundiai, uma vez que, durante todo o
experimento, este apresentou valores similares ao encontrado no solo antes da aplicagdo do
lodo, ndo caracterizando, assim, contamina¢ao ou riscos a saude publica.

Os resultados obtidos para todos os grupos de patdgenos analisados

reafirmam a necessidade da realizacdo de estudos abrangendo as realidades climéaticas das
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diversas regides do Brasil, uma vez que o clima se mostrou um fator determinante na
persisténcia de organismos patogénicos no solo com o uso agricola do lodo de esgoto

sanitario.
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