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RESUMO

O tema desse estudo € a qualidade e a utilizacdo segura da agua de redso, tendo em
vista que a agua é um recurso natural limitado e sujeito a contaminacdo ambiental.
Tecnologias alternativas visando o tratamento e refinamento do esgoto vem sendo
desenvolvidas para ambas propostas para uso de fins potaveis e ndo potaveis. Porém, esta
estratégia é questionadvel, pois micropoluentes de dificil deteccdo por metodologias
tradicionais persistem na agua de relso, o que oferece risco a satde publica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a agua de re(so, esgotos e &gua potdvel por meio de andlise
metagendmica do material genético. Foram realizadas analises por metagendmica do DNA
total da microbiota presente em amostras de &guas de relso submetidas a diferentes
tratamentos (cloro, membrana filtrante e filtro bioldgico), de esgoto tratado e dgua potavel. As
amostras também foram submetidas a analises colimétricas, fisico-quimicas e ensaios de PCR
para a buscar de marcadores moleculares de poluicdo. Concluimos que as tecnologias
utilizadas no Brasil ndo estdo sendo capazes de retirar poluentes a nivel de coliformes uma
vez que contaminantes foram detectados em todas as amostras de agua de reuso.
Proteobactérias e Bacteri6fagos foram os microrganismos mais abundantes nas matrizes
ambientais estudadas. Recomendamos que a agua de relso tratada com cloro pode ser
destinada para atividade de contato direto a humanos mas néo indicado para atividades
agricolas ou paisagisticas, por causa da presenca de fitopatdgenos. Aguas de rediso submetidas
a tratamentos por membranas filtrantes e filtro bioldgico ndo séo indicados em atividades de
contato direto, sendo recomendado para fins agricola em irrigagdo por gotejamento. A
biodiversidade das espécimes encontradas reforcam a necessidade das pesquisas envolvendo
4gua de retiso, de modo a garantir a seguranca sanitaria para uso em diferentes fins. E urgente
adequar a legislacdo nacional para que a agua de reuso atenda a pardmetros de qualidade
existentes em outros paises, e que assegure 0 padrdo sanitario de importancia para a saude

publica.

Palavras-chave: dgua de redso, esgoto, agua potavel, metagenémica, micropoluentes.



ABSTRACT

The Theme of this study is the quality and safe use of reused water, considering that
water is a limited natural resource and subject to environmental contamination. Alternative
technologies for sewage treatment and refinement have been developed for both potable and
non-potable purposes. However, this strategy is questionable because micro pollutants that are
difficult to detect by traditional methodologies persist in reused water, which poses a risk to
public health. The objective of this work was to evaluate reuse water, sewage and drinking
water through metagenomic analysis of the genetic material. Metagenomics analyzes were
performed on the total DNA of the microbiota present in wastewater samples submitted to
different treatments (chlorine, filter membrane and biological filter), treated sewage and
drinking water. The samples were also subjected to collimetric analysis, physicochemical and
PCR assays to search for molecular markers of pollution. We conclude that the technologies
used in Brazil are not capable of removing pollutants at the coliform level, since
contaminants were detected in all reused water samples. Proteobacteria and Bacteriophages
were the most abundant microorganisms in the environmental matrices studied. We
recommend that chlorine-treated wastewater may be intended for direct contact with humans
but not suitable for agricultural or landscape activities because of the presence of
phytopathogens. Reuse waters submitted to membrane and biological filter treatmens are not
indicated for direct contact activities, being recommended for agricultural purposes in drip
irrigation. The biodiversity of the specimens found reinforces the need for research involving
reused water to ensure health safety for use in different purposes. There is an urgent need to
adapt national legislation so that reused water meets quality standards in other countries and

to ensure the sanitary standard of importance to public health.

Keywords: reuse water, sewage, drinking water, metagenomics, micro-pollutants.
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1 INTRODUCAO

A &gua é um direito essencial a vida (ONU, 2010), portanto é uma questdo
prioritaria em salde publica. Preservar e conservar a agua em qualidade e quantidade é
proteger o direito a saude, estabelecendo o direito de todos a um ambiente equilibrado e
a qualidade de vida sadia (BRASIL, 1988). No entanto, a garantia a &gua é ameacada
por questbes como crescimento populacional e aumento da demanda de consumo tanto
para usos urbanos, como rural, acesso e distribuicdo desigual das fontes hidricas,
mudancas climaticas, poluicdo quimica e contaminacéo bioldgica. Esse panorama limita
a disponibilidade hidrica para o consumo humano, o que torna a 4gua, que € um produto
natural renovével, um recurso natural finito (ROLIM et al., 2016).

Em muitas regibes do mundo, a populacdo ultrapassou o ponto que podia ser
abastecida pelos recursos hidricos disponiveis (MANCUSO; SANTOS, 2003).
Atualmente, 4 bilhdes de pessoas sofrem com escassez hidrica grave pelo menos 1 més
no ano. O stress hidrico continua aumentando ja que a demanda/uso cresce 1% ao ano
desde 1980 (UNESCO, 2019).

No Brasil, é historico a seca na regido nordeste, fazendo milhares de familias
migrarem para outras regides e grandes centros urbanos. Em 2014, a regido sudeste
sofreu uma crise hidrica provocada pela intermiténcia das chuvas, onde o sistema
Cantareira em S&o Paulo teve em seus reservatorios os niveis de agua mais baixos da

sua historia.

Esse cenario aqueceu as discussdes sobre agua de redso e a possibilidade de se
disponibilizar esse tipo de agua para a populacdo. Reusar agua ou a denominacao "agua
de reuso”, ha alguns anos considerada como uma opc¢do exdtica, hoje € uma das
principais estratégias de gestdo das dguas e uma alternativa que ndo pode ser descartada
(MANCUSO; SANTOS, 2003; MOURA et al., 2019).

Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Bahia e Ceara sdo alguns dos estados brasileiros que se
anteciparam em fazer as suas legislacdes estaduais e/ou municipais, afim de regular e
incentivar a utilizagdo de agua de retso (MOURA et al., 2020). Essas medidas ajudam

na conservacao dos recursos hidricos e minimizam o uso de aguas nobres (potével) em
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outros fins que ndo o do consumo humano, frente a possibilidade de uma a crise hidrica.
Alguns exemplos de uso sdo: na agricultura, industria, descarga de sanitarios, limpeza
de pisos e logradouros, combate a incéndio entre outros. No entanto, ndo ha uma
legislacdo nacional que regule sobre a 4gua de redso e que defina critérios de padrdes de
qualidade (MOURA et al., 2019).

Embora existam diversas aplicacbes para a &gua de relso, ainda ha
guestionamentos cientificos relacionados a seguranca do uso desse tipo de agua, em
funcdo da sua composicdo. Apesar do avanco das tecnologias de obtencdo da agua de
reiso, micropoluentes podem persistir as etapas de tratamento devido ao grande volume
de &gua tratada diariamente (SCARPA et al., 2011) e a prdpria resisténcia dos
microrganismos a essas metodologias. Dentre eles, microrganismos nao cultivaveis
como virus, bacteroides, metanobacterias e outros indicadores de poluicdo por fontes
humanas (MOURA, 2015).

O avanco da ciéncia tem fornecido tecnologias que nos permite responder
perguntas bioldgicas cada vez mais complexas. A metagendmica € um campo da ciéncia
que possibilita estudar acidos nucleicos de qualquer microrganismo, cultivavel ou ndo

cultivavel, para o estudo da biodiversidade de qualquer tipo de amostra.

O diferencial desse trabalho em relacdo aos estudos de metagendmica, que
visam a avaliacdo da biodiversidade ambiental, foi a utilizacdo da metagenémica para a
avaliar a diversidade de contaminantes em diferentes matrizes de agua de reuso, desde a
sua origem enguanto esgoto sanitario, até o produto final como reuso. Além de conhecer
0S microrganismos que estdo persistindo as etapas de tratamento, comparados com a
agua potavel. Desta forma os resultados desse estudo poderdo contribuir com a
formulacédo de indicadores para fomento de legislacdo especifica para este residuo. Este
estudo foi pioneiro no pais, e poderd oferecer perspectivas para uma mudanca nas
politicas publicas voltadas para aguas e efluentes. A ciéncia tem o compromisso de
fornecer dados para amparar as leis que regulam a utilizagdo de agua de retiso no Brasil,
em especial ao tocante a qualidade sanitaria e assegurando que ndo haja danos a salde

publica e ao ambiente.
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2. AGUA DE REUSO

2.1 CONCEITO E CLASSIFICACAO

A escassez hidrica € um problema de regibes aridas, semi-aridas e de outras
regides com recursos hidricos abundantes, mas insuficientes para satisfazer demandas
elevadas de consumo (HESPANHOL, 2002a). Com o consenso mundial sobre a
problematica da escassez de dgua potavel no mundo, o tema reuso de agua tem sido
discutido desde a década de 60 do século passado (BUCHMANN; PROCHNOW,
2016).

A Conferéncia das NacGes Unidas sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento
(Eco 92), através da Agenda 21 dedicou importancia especial ao retso, recomendando
aos paises participantes a implementacdo de politicas de gestdo dirigidas para o uso e
reciclagem de efluentes, integrando protecdo da saude publica de grupos de risco com
praticas ambientais adequadas (HESPANHOL, 2002).

A utilizacdo de &gua de relso, importante estratégia de gestdo das aguas,
possibilita que a oferta de dgua potavel seja destinada para fins essenciais enquanto que
a de reGso seja direcionada para outros fins, tais como atividades agricolas, irrigacdo

paisagistica e limpeza urbana (PINTO et al., 2014).

O conceito de adgua de reuso assim como sua classificacdo é discutida por diversos
autores, mas é consenso que sua origem é o esgoto, seja sanitario ou efluente industrial.
Lavrador Filho (1987) descreve que a agua de relso € o aproveitamento de aguas
previamente utilizadas, uma ou mais vezes, em alguma atividade humana, para suprir as
necessidades em outros usos beneéficos, inclusive o original. A resolucdo n° 54 do
Conselho Nacional de Recursos Hidricos (2005), define dgua de relso como agua
residuaria, que se encontra dentro dos padrGes exigidos para sua utilizacdo nas
modalidades pretendidas. A Companhia PROLAGOS S.A., concessionaria de servico
publico de agua e esgoto (PROLAGOS, 2015) cita que a dgua de relso € a proveniente
de uma técnica de refinamento do esgoto tratado e polido. Barros et al. (2015), define

que &gua de retso € a reutilizacdo de aguas, estas provenientes de efluentes tratados.
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Contudo a denominacéo do termo "agua de retso™ confunde-se, no popular, com
o aproveitamento de aguas pluviais. E essencial frisar que a agua de chuva nio é
considerada agua de retso. O aproveitamento da &gua pluvial pode ser um instrumento
muito importante para gestdo dos recursos hidricos. Apesar disso, ndo deve ser
confundida como &gua de reuso, pois, apos passar pelo ciclo hidrologico natural, esta
dgua captada em reservatério terd sua primeira utilizacdo (FIORI; FERNANDES;
P1ZZ0, 2005).

A classificacdo da agua de retso é discutida por diferentes autores desde 1973,
sendo considerada quanto ao uso final, quanto ao método de tratamento (RODRIGUES,
2005) e mais recentemente quanto a origem do reiso (MOURA et al., 2019).

A Organizacdo Mundial de Saiude — OMS (WHO, 1973) define que a agua de

redso pode ser classificada como redso direto, retiso indireto e reciclagem interna:

Reuso direto: é o uso planejado e deliberado de esgotos tratados para
certas finalidades como irrigacdo, uso industrial, recarga de aquifero e

agua potavel,

Relso indireto: ocorre quando a agua que foi usada, uma ou mais
vezes para 0 uso doméstico ou industrial, é descarregada nas aguas
superficiais ou subterraneas e utilizada novamente a jusante de forma
diluida;

Reciclagem interna: é o relso da agua internamente a instalacdes
industriais, tendo como objetivo a economia de agua e o controle da

poluicéo;

Reuso indireto intencional: € devido ao descarte planejado de efluente
a montante ou ao descarte planejado de reservas de agua subterranea;

Reuso indireto ndo intencional: ocorre amplamente quando como um
resultado de uso da agua de rio na agricultura, para recreacdo e para

fontes de &guas industriais.
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Westerhoff (1984), classifica agua de relso em categorias quanto a sua

potabilidade:

Relso potavel direto: quando o esgoto recuperado, por meio de
tratamento avancado, é diretamente reutilizado no sistema de &gua

potavel;

Reuso potavel indireto: quando o esgoto, apds o tratamento, € disposto
na colecdo de aguas superficiais ou subterrdneas para diluicdo,
purificacdo natural e subsequente captagdo, tratamento e finalmente

utilizado como &gua potavel;

Relso ndo potavel para fins agricolas: quando se tem o objetivo de
uso na irrigacdo de plantas alimenticias e ndo alimenticias, além de ser

aplicada na dessedentagdo de animais.

Reuso ndo potavel para fins industriais: abrange os usos industriais de
refrigeracdo, 4guas do processo, para a utilizacdo em caldeiras e etc;

Relso ndo potavel para fins recreacionais: Classificagdo reservada a
irrigacdo de plantas ornamentais, campos de esporte, parques e para

enchimento de lagoas ornamentais e recreacionais;

Relso ndo potavel para fins domésticos: sdo considerados os casos de
reiso de agua para rega de jardins residenciais, para descargas

sanitarias e a utilizacdo desse tipo de agua em grandes edificios;

Relso ndo potavel para manutencdo de vazGes: A manutengdo de
vazBes de cursos de &gua promove utilizagdo planejada de efluentes
tratados, visando uma adequada diluicdo de cargas poluidoras a eles

carreadas;

Relso ndo potével para aquicultura: consiste na producéo de peixes e
plantas aquéaticas visando a obtencdo de alimentos e/ou energia,

utilizando-se nutrientes presentes nos efluentes tratados;
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Recarga de aquiferos subterraneos: E a recarga de aquiferos
subterraneos com efluentes tratados, podendo ser da forma direta ou

indireta.

As definicdes de Westerhoff foram adotadas pela Associagdo Brasileira de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (ABES) pela praticidade e facilidade dessa
classificacdo (MANCUSO; SANTOS, 2003).

Em 1987 para efeito de informacdo de linguagem, Lavrador Filho sugere as

terminologias:

Reuso indireto planejado de agua: ocorre quando os efluentes, depois
de convencionalmente tratados, sdo descarregados de forma planejada
nos corpos d'agua superficiais ou subterraneos, para serem utilizados a
jusante em sua forma diluida e de maneira controlada, no intuito de

algum uso benéfico;

Relso indireto ndo planejado de agua: ocorre quando a agua, que foi
utilizada uma ou mais vezes em alguma atividade humana, é
descarregada no meio ambiente e novamente utilizada a jusante de
forma diluida, de maneira ndo intencional e ndo controlada. Nesse
caso, 0 retso da agua é um subproduto ndo intencional da descarga de
montante. Apds sua descarga no meio ambiente, o efluente serd
diluido e sujeito a processos como autodepuragdo, sedimentagéo, entre
outros além de eventuais misturas de outros despejos advindos de

diferentes atividades humanas;

Reuso planejado de &gua: ocorre quando o relso é resultado de uma
acdo humana consciente, adiante do ponto de descarga do efluente a
ser usado de uma forma direta ou indireta. O retso planejado das
aguas pressupde a existéncia de um sistema de tratamento de efluentes
gue atenda a padrdes de qualidade requeridos pelo novo uso a que se
deseja fazer da dgua. Podendo ser também denominado como "relso

intencional da agua;
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Reuso direto planejado de agua: ocorre quando os efluentes, apds
devidamente tratados, sdo encaminhados diretamente de seu ponto de
descarga até o local de retso. Assim, sofrem em seu percurso 0s
tratamentos adicionais e armazenamentos necessarios, mas ndo sado

descarregados no meio ambiente.

Reciclagem de agua: é o redso interno da agua, antes de sua descarga
em um sistema geral de tratamento ou outro local de disposicéo, para
servir como fonte suplementar de abastecimento do uso original. E um

campo particular do reuso direto.

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) n°® 13.969/97 (ABNT,
1997), apresenta a classificacdo desenvolvida por Lavrador filho (1987) e traz ainda a

definicdo redso local:

Reuso local: esgoto de origem doméstica ou com caracteristicas
similares tratado, deve ser reutilizado para fins que exigem qualidade
de &gua ndo potavel, mas sanitariamente segura, tais como, irrigagéo,
lavagem de pisos e dos veiculos automotivos, descargas de vasos
sanitarios, manutencdo paisagistica dos lagos e canais, pastagens,
entre outros. O tipo de reldso pode abranger desde a simples
recirculacdo de dgua de enxague da maquina de lavagem, com ou sem
tratamento aos vasos sanitarios, até uma remoc¢do em alto nivel de

poluentes para lavagens de carros.

O Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH, 2006) considera ainda que:

Reuso direto de agua: é o uso planejado de &gua de relso, conduzida
ao local de utilizacdo, sem lancamento ou diluicdo prévia em corpos
hidricos superficiais ou subterraneo;

Reuso direto ndo potavel: nas modalidades de redso para fins urbanos,
retso para fins agricolas e florestais, redso para fins ambientais, retso

para fins industriais e redso na aquicultura.

O CNRH (2006) cita que as modalidades de reuso ndo sdo mutuamente

excludentes, podendo mais de uma delas ser empregada simultaneamente em uma
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mesma area. Determina, ainda, que as diretrizes, critérios e parametros especificos para
as modalidades de reuso ndo potavel definidas nos incisos de seu artigo serdo
estabelecidos pelos 6rgdos competentes. No entanto, isso ainda ndo foi deliberado.
Apenas uma modalidade teve avancos, descrita na Resolu¢do CNRH n° 121 (2010), que
estabeleceu as diretrizes e critérios para a pratica de reuso direto ndo potavel de agua
nas modalidades agricola e florestal. Portanto, h4 necessidade de agilizar as resolucdes

das demais modalidades.

A legislacdo estadual do Ceara n° 16.033 de 2016 (GOVERNO DO ESTADO DO
CEARA, 2016), trouxe ainda a seguinte classificagao:

Reuso de 4gua nédo potéavel — utilizacdo de agua residuaria;
Reuso interno: como o uso interno de agua de reso proveniente de

atividades realizadas no proprio empreendimento;

Relso externo: como o uso de efluentes tratados provenientes das
estacdes administradas por prestadores de servigos de saneamento

bésico ou terceiros, cujas caracteristicas permitam sua utilizacéo.

Com isso, Moura et al. (2019) propuseram uma classificacdo mais atualizada, de

acordo com a origem da agua de reuso:

Reuso local ou interno: o proveniente de dguas cinzas a partir de re(iso
residencial (casa ou prédio) e relso de novos empreendimentos
comercias ou ndo. As aguas cinzas consistem nas aguas de pias,
chuveiros e maquinas de lavar, excluindo aguas de vaso sanitario
(Aguas negras) (FIORI; FERNANDES; P1ZZ0, 2005);

Relso externo: o proveniente de aguas negras (esgoto bruto) a partir
de estacdes tratamento de esgoto (ETE) e que passam ha sequéncia
por estacbes de tratamento de 4agua de reuso (ETE+ETAR).
Considerando que de acordo com (GONCALVES, 2009), as aguas
negras sdo efluentes provenientes dos vasos sanitarios, contendo
basicamente fezes, urina e papel higiénico ou proveniente de

dispositivos separadores de fezes e urina, tendo em sua composicéo
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grandes quantidades de matéria fecal e papel higiénico, por isto
apresentam elevada carga organica e a presenca de solidos em

suspensdo, em grande parte sedimentaveis;

Relso industrial: o proveniente de aguas a partir de atividades
industriais do proprio empreendimento (retso direto interno) ou a

partir de redso externo.

Essa classificacdo apoia a tese de que de acordo com a origem da agua de reuso,
ela deveré ter pardmetros de qualidade adequados a suas caracteristicas e assim garantir
um destino seguro, sem colocar em risco quem a utiliza (MOURA et al., 2019).

2.2 TIPOS DE TRATAMENTO DE AGUA DE REUSO

A tecnologia de &gua de reuso é subentendida como um tratamento de maior ou
menor grau, dependendo dos fins a que se destina a 4gua e de como ela tenha sido usada
anteriormente (MANCUSO; SANTOS, 2003). Para se chegar ao produto final, &gua de
re(1so, o esgoto sanitario é submetido a EstacGes de Tratamento de Esgoto (ETE) e a
Estac6es de Tratamento de Agua de Relso (ETAR). Nas companhias de saneamento de
grande porte, geralmente o esgoto passa pelas etapas de tratamento em ETE que
consistem em: tratamento preliminar (remoc¢édo de sélidos grosseiros, areia e gordura);
tratamento primario (sedimentacdo, flotacdo, digestdo do lodo, secagem do lodo);
tratamento secundario (filtracdo bioldgica, lodos ativados, decantacdo intermediaria ou
final, lagoa estabilizacdo aerdbia); tratamento terciario (lagoas de maturagdo, remogéo
de nutrientes, filtracdo final, desinfeccdo) (JORDAO; PESSOA, 2011). E comum em
regibes com menos recursos esse tratamento ir apenas até a etapa secundaria
(MANCUSO; SANTOS, 2003). Apds avaliacdo microbiologica e fisico-quimica, o

esgoto tratado estd pronto para retornar ao ambiente para fins balneaveis.

Para se tornar agua de reuso, o esgoto tratado é submetido as etapas da ETAR.
Existem diferentes tecnologias para o tratamento de agua de reuso. O tratamento pode
ser por membranas semi-permeaveis com estruturas de macroporos, mesoporos e
microporos, que visam a remog¢do de materiais indesejaveis. As membranas utilizadas

dependem das caracteristicas do produto de entrada (esgoto tratado), do tipo de
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impureza a ser removida e da eficiéncia de remoc¢éo desejada (MANCUSO; SANTOS,
2003). Essa técnica pode ser incorporada em trés etapas de purificagdo: filtracéo,
ultrafiltracdo e osmose reversa (PROLAGOS, 2015). As membranas de diferentes
porosidades garantem reter qualquer microrganismo maior que 0,22 pm (sélidos
suspensos, bactérias, protozoarios), as etapas de osmose reversa removem 0S Virus,
produtos farmacéuticos e minerais dissolvidos. Em alguns processos séo incorporadas
etapas de limpeza com peroxido e luz ultravioleta, a fim de dissolver quaisquer residuos
de produtos farmacéuticos e cancerigenos. Para uso potavel, além das etapas citadas, o
produto final é disposto nos corpos hidricos de forma planejada e apds um tempo
determinado, passando pelos ciclos hidrolégicos naturais, a agua de retso pode ser
novamente captada e tratada como &gua potavel (SCHWARTZ, 2015).

Outra possibilidade € a adi¢do de cloro ao produto final do esgoto tratado (OKUN,
1990) ou tecnologias alternativas como o tratamento biolégico (MANCUSO; SANTOS,
2003). O tratamento por filtro bioldégico, processo de tratamento secundério, consiste na
filtragem do esgoto por pedras, cascalhos e areias de diferentes porosidades.
Consideramos aqui, 0 modelo desenvolvido por Santiago et al. (2012) onde utiliza-se 0
reaproveitamento de &guas cinzas na transformacgdo em agua de reso, empregado em
modelos de agricultura familiar. A agua cinza coletada, é direcionado por tubulacGes até
uma caixa de gordura com gradeamento. Nessa etapa os solidos maiores sdo retidos,
separa-se 0 sélido-liquido e gordura, funcionando como um tratamento preliminar. A
segunda etapa é o tratamento biol6gico em si, que por gravidade a &gua cinza é filtrada
por um sistema de filtro bioldgico que contém camadas de material organico (humus
com minhocas e serragem de madeira) e camadas de material inorganico (areia, brita e
seixo rolado). Em seguida a agua é encaminhada para um tanque de redso, onde é
armazenada e pode ser bombeada para o sistema de irrigacdo por gotejamento
(SANTIAGO et al., 2012, 2015) .

As técnicas apresentadas, sdo as comumente empregadas no Brasil, sendo essas
gue deram origem as amostras analisadas por esse estudo. Porém, existem outras
técnicas como lagoas de estabilizacdo (aeradas, aerObias, aeradas facultativas,
anaerdbicas, facultativas, maturacdo), lodos ativados, processo de nitrificardo biologica,
de desnitrificacdo bioldgica, processo de coagulacdo, floculagdo e sedimentacdo,
processo de recarbonatacéo, filtros entre outros (MANCUSO; SANTOS, 2003).
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2.3 AGUAS DE REUSO NO BRASIL

Atualmente no Brasil, quase toda agua retirada no processo de tratamento do
esgoto é jogada fora. As grandes capitais brasileiras como Rio de Janeiro e Sdo Paulo,
utilizam &gua de reuso para a limpeza de logradouros, sanitarios em shopping center,
irrigacdo paisagistica e de areas esportivas, atividades agricolas, em lava jatos e em
atividades industriais. A utilizacdo de agua de reuso diminui o consumo de aguas
nobres (agua potavel), economiza cerca de 30% de agua potavel nas edificacbes
residenciais e reduz até 30% da producdo de esgoto, podendo ser utilizada em
descargas, na limpeza urbana, em lavagem de veiculos, em regas agricolas ou em
jardins urbanos (ABNT n° 13.969/97). Além disto, a 4gua de retso pode ser utilizada
para fins industriais o que reduz a utilizacdo de agua potavel nos processos industriais
que ndo requerem este tipo de recurso como resfriamento de maquinas e altos-fornos,
corte de rochas ornamentais, limpeza de plantas industriais, dentre outros e atividades

agricolas de grande porte.

Hespanhol (2002) demonstra que com o uso de agua de re(so na rega agricola, a
producdo de insumos alimentares aumenta expressivamente e reduz 0s gastos com
adubos e fertilizantes por causa dos nutrientes disponiveis nesta agua (modelo de
agricultura sustentavel, agricultura familiar). Isto representa um forte impacto na
economia e no consumo de agua disponivel no planeta pois segundo dados do Fundo
das NacGes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2019), 69% do consumo de
agua € destinado para agricultura, 19% consumido pela industria e apenas 12 %

utilizado para o consumo humano.

No Brasil, ndo ha uma legislacdo especifica para agua de reuso que garanta a
qualidade desta, a nivel colimétrico e fisico-quimico para as diferentes possibilidades de

destinacao.

A Associacdo brasileira de normas técnicas, na norma ABNT n° 13.969/97,
fornece instrugdes para “reliso de agua servida” ou de esgotos tratados. Essa normativa
define pardmetros de avaliacdo da qualidade da agua de reiso de acordo com a classe de

uso, seja para lavagem de carros, lavagem de pisos, uso em vaso sanitario e rega de
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hortalicas. Define também como acondicionar e distribuir de forma segura, assim como
alerta para o risco a saude publica pelo contato direto do usuario com a &gua de redso.
Os parametros englobados por esta normativa, ndo encontram em concordancia plena
com as legislacbes vigentes para balneabilidade disposta na resolucdo CONAMA n°
274 (BRASIL, 2001) e potabilidade conforme a Portaria de consolidagdo n° 5 do
Ministério da Saude (MS) (BRASIL, 2017), além disto, ndo h& uma relacdo de

parametros que seja aplicado para a todas as classes:

Classe 1 — Lavagem de carros e outros usos que requerem contato
direto do usuério com a agua.

- Turbidez — inferior a 5 unidades (U);

- Coliforme fecal — inferior a 200 ndmeros mais provaveis (NMP) /
100 mL;

- Sélidos dissolvidos totais inferior a 200 mg/L;

- pH entre 6,0 e 8,0;

- Cloro residual entre 0,5 mg/L e 1,5mg / L.

Os valores fisico-quimicos em conformidade com os parametros da portaria de
consolidacdo n°5 do MS (BRASIL, 2017) para a potabilidade e os colimétricos em
conformidade como niveis excelentes de acordo com a resolugio CONAMA n° 274
para a balneabilidade (BRASIL, 2001).

Classe 2 - Lavagens de pisos, calgadas e fins paisagisticos.
- Turbidez — inferior a5 U;
- Coliforme fecal — inferior a 500 NMP/100 mL;

- Cloro residual superior a 0,5 mg/L.

O valor maximo permitido de cloro residual permitido para potabilidade € 2 mg/L
(BRASIL, 2017). Os niveis de coliformes estdo em conformidade para a balneabilidade
(BRASIL, 2001).

Classe 3 — Relso nas descargas dos vasos sanitarios.
- Turbidez inferior a 10 U;
- Coliforme fecal — inferior a 500 NMP/100 mL.
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O valor maximo permitido de turbidez é de 5 U para potabilidade (BRASIL,
2017). Os niveis de coliformes estdo em conformidade para a balneabilidade (BRASIL,
2001).

Classe 4 — Relso nos pomares, cereais, forragens, pastagens
para gados e outros cultivos através de escoamento superficial
ou sistema de irrigacdo pontual.

- Coliforme fecal — inferior a 5000 NMP/100 mL;

- Oxigénio dissolvido acima de 2 mg/L.

Os valores descritos para classe 4 ndo sem enquadram em nenhuma das
legislacBes citadas. A falta de legislacdo especifica dificulta a aplicacdo da agua de
re(1so no pais, devido a falta de orientacGes técnicas para a implantacdo dos sistemas de

redso e a respectiva fiscalizagdo de tais sistemas.

Entre os objetivos da Politica Nacional de Recursos Hidricos (1997) onde diz que
"devemos assegurar a atual e as futuras geracGes, a necessaria disponibilidade de agua,
em padrdes de qualidade adequados aos respectivos usos”, a realidade demonstra que
ndo tem sido possivel identificar todas as atividades de retso de agua no Brasil, sendo
utilizada para fins agricolas em algumas regides de maneira informal sem garantir a
seguranca ambiental e a salde puablica. Torna-se cada vez mais necessario
institucionalizar, regulamentar e promover este setor através da criacdo de estruturas de
gestdo, preparacdo de legislacdo, disseminacgéo de informacdo, e do desenvolvimento de
tecnologias compativeis com as condigBes técnicas, culturais e socioeconémicas
brasileiras (ANA, 2017).

O Projeto de lei n° 58 de 2015 (SENADO FEDERAL), dispGe sobre

abastecimento de agua por fontes alternativas abrangendo as modalidades:

Relso doméstico potavel: utilizacdo de agua de redso para ingestao,

preparacdo de alimentos e higiene pessoal, em area urbana ou rural,

Reuso doméstico ndo potavel: utilizacdo de agua de reso para fins

domésticos, exceto o potavel, em area urbana ou rural;
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Reuso urbano: utilizacdo de agua de relso para fins ndo potaveis, tais
como irrigacdo paisagistica, lavagem de logradouros publicos e
veiculos, desobstrucdo de tubulagdes, construcao civil, edificacdes e

combate a incéndio, em area urbana;

Relso agricola: aplicacdo de agua de reGso para producdo
agropecuaria;

Reuso florestal: aplicacdo de agua de redso para o cultivo de espécies
florestais;

Reuso industrial: utilizagdo de agua de reliso em processos, atividades

e operagOes industriais;

Reuso aquicultura: utilizagdo de agua de redso para criagdo de animais

ou cultivo de vegetais aquaticos.

Este projeto de lei obriga o abastecimento por fontes alternativas para as novas
edificacBes residenciais, comerciais, industriais e as edificacbes, publicas ou privadas,
construidas com recursos da Unido ou das agéncias federais de crédito. O artigo 13° diz
que o0s servicos publicos de irrigacdo paisagistica e lavagem de vias e logradouros em
areas de dominio publico deverdo utilizar, parcial ou totalmente, dgua de redso ou de

chuva como fonte de abastecimento.

No sudeste, 0 estado do Rio de Janeiro, com a lei n°® 7424 de 24 de agosto de 2016
(GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2016) obriga a utilizacdo de agua
de reGiso ndo potavel pelos orgdos integrantes da administracdo publica estadual direta,
das autarquias, das fundagdes instituidas ou mantidas pelo poder publico, das empresas
em cujo capital do estado do Rio de Janeiro tenha participacdo, bem como pelas demais
entidades por ele controladas direta ou indiretamente. Sinaliza, ainda, que outros
critérios podem ser estabelecidos em regulamentacéo posterior. Também, que a agua de

retiso pode ser utilizada para as seguintes finalidades:
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I —Agricultura em geral;

Il - irrigacdo de areas verdes, parques, jardins, areas turisticas, campos
de esporte;

111 -lavagem de veiculos publicos de qualquer tipo;

IV -lavagem de pisos, pétios e logradouros publicos;

V - outros usos similares.

Além desta, 0 estado do Rio de Janeiro tem a lei n°® 7599 de 2017, que dispde
sobre a obrigatoriedade das industrias instaladas no estado possuirem equipamentos de
tratamento e reutilizacdo de 4gua. As industrias que tiverem em seus quadros 100 (cem)
ou mais empregados, ficam obrigadas a instalar equipamentos de tratamento e
reutilizacdo de agua. As industrias que ndo cumprirem a determinacdo contida no art. 1°

desta Lei ndo poderao:

I — Receber nenhum beneficio e/ou incentivo do Estado do Rio de
Janeiro;

Il — Ser contratadas pelo Estado do Rio de Janeiro;

111 — firmar convénios ou instrumentos similares com o Estado do Rio

de Janeiro".

A obtencdo de qualquer beneficio e/ou incentivo estadual, bem como
a contratagdo ou firmagdo de convénio com o Estado do Rio de
Janeiro dependerd da apresentacdo de certiddo expedida pelo 6rgdo

fiscalizador competente, comprovando o fiel cumprimento desta Lei.

No Espirito Santo, a Lei n° 10.487/2016 (GOVERNO DO ESTADO DO
ESPIRITO SANTO, 2016) dispde sobre o Programa de Relso de Efluentes das
EstacOes de Tratamento de Esgoto, que prevé minimizar a utilizacdo de agua potavel
nos processos industriais que ndo requerem potabilidade. A lei cria incentivos que
permite que o Executivo estadual estabeleca mecanismos de estimulo para que as
empresas publicas e privadas de grande porte possam investir na implementacdo do
programa. Além disso, estimula as empresas potencialmente poluidoras a utilizarem
agua de reuso, proveniente de ETEs, reduzindo a utilizacdo de &gua potavel nos
processos industriais, como resfriamento de maquinas e altos-fornos, corte de rochas

ornamentais, limpeza de plantas industriais, dentre outros. Ainda, a lei determina que
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nos processos de licenciamento ambiental das empresas potencialmente poluidoras
sejam definidas condicionantes que obriguem a utilizacdo de &gua de reuso das ETEs,
tanto da Companhia Espirito Santense de Saneamento (Cesan) como do Servico
Autdbnomo de Agua e Esgoto (SAAE) nos municipios. O projeto aprovado na
Assembleia exige que a qualidade do efluente seja monitorada pelas préprias ETES e

fiscalizado pelo Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos (IEMA).

Em Sao Paulo, a Lei n° 16.174 DE 22 de abril de 2015 (PREFEITURA DA
CIDADE DE SAO PAULO, 2015a) estabelece regras e medidas para fomento ao reliso
de agua para aplicacbes ndo potaveis, oriundas do polimento do efluente final do
tratamento de esgoto, de recuperacdo de agua de chuva, da drenagem de recintos
subterraneos e de rebaixamento de lencol freatico. Determina que a agua de reiso pode

ser destinada para:

I. Lavagem de pisos, patios e logradouros publicos;

I1. Lavagem de lagos e fontes ornamentais;

I11. Lavagem de caminhdes e carretas de lixo e patios de transbordo de
residuos sélidos urbanos (RSU);

IV. Lavagem de fachadas e jateamento para sua recuperagdo e
envidragcamento,

V. Operacdes de rescaldo apos incéndios, realizadas por bombeiros.
VI. Construgdo civil: perfuracbes unidirecionais, em servicos de
pavimentacao asfaltica;

VII. Lavagem de veiculos.

Determina que a qualidade da &gua de reuso deve seguir 0s parametros de
qualidade fisico-quimicas e microbioldgicas compativeis com as “aplicagdes previstas e
normas aplicaveis”, porém ndo indica nenhuma das legislagdes ou normas vigentes para
serem seguidas como referencial, seja resolugio CONAMA 274/2000, resolugéo
CONAMA 430/ 2011 ou ABNT 13.969/97.

Diferentemente de outras legislagdes estaduais pesquisadas, a Lei n° 16174 do

estado S&o Paulo faz uma recomendac&o especifica para o uso na irrigagéo:
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A irrigacdo de jardins, mudas, canteiros, campos esportivos e outras

areas verdes podera ser feita com &gua de redso, desde que:

I- Assegurado por avaliagdo agrondmica que a qualidade ndo causara
prejuizos a vegetacdo, nem desagregacdo de solo por acimulo de
sodio;

II- Haja intervalo de tempo poés-aplicagdo, exposicdo ao sol, que
limitem o risco de contaminacdo de pessoas, animais domésticos e

silvestres em contato direto com a vegetacao.

Além disto, Sdo Paulo tem uma legislacéo especifica para o uso em lava-jatos, a
Lei n® 16.160 de 13 de abril de 2015 (PREFEITURA DA CIDADE DE SAO PAULDO,
2015b). Esta lei estabelece que os postos de gasolina e lava rapidos, no municipio de
Séo Paulo, deverdo fazer o retso da &gua utilizada na lavagem de veiculos, apds passar
pelo processo de tratamento adequado. No entanto, ndo recomenda um processo de

tratamento.

No Nordeste, a Bahia, a partir Conselho Estadual de Recursos Hidricos
(CONERRH), estipulou uma resolucéo estadual n® 75 de 2010 (BAHIA, 2010) estabelece
procedimentos para disciplinar a pratica de redso direto ndo potavel de agua, na
modalidade retso para fins agricolas e/ou florestais: aplicacdo de agua de relso para
producdo agricola e cultivo de florestas plantadas. A lei utiliza as caracteristicas
microbioldgicas recomendadas pela OMS para agua em todos 0s tipos de reuso para fins
agricolas e/ou florestais. Divide-se em duas categorias “A” ¢ “B”. Para a categoria “A”
a quantidade de coliforme termotolerantes por 100 mL deve ser 1x103 e 1 ovo de
helmintos por litro, em média durante o periodo de irrigacdo, nesta categoria € para
irrigacdo, inclusive hidroponica, de qualquer cultura incluindo produtos alimenticios
consumidos crus. Para a categoria “B” a quantidade de coliforme termotolerantes por
100 mL deve ser 1x104 e 1 ovo de helmintos por litro, em média durante o periodo de
irrigacdo, nesta categoria é para Irrigacdo, hidroponia, em produtos alimenticios nao
consumidos crus, produtos ndo alimenticios, forrageiras, pastagens, arvores, cultivos

usados em revegetacdo e recuperagdo de areas degradadas.
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Nas caracteristicas fisicas e quimicas € definido salinidade através da
condutividade elétrica e concentracdo de substancias. A lei define ainda que para
utilizacdo do retso de esgotos sanitarios para fins agricolas e/ou florestais ndo ha
restricdo de DBO, DQO e SST, sendo as concentragcdes microbioldgicas devendo ser
compativeis com as definidas nesta resolucdo. Ademais a resolucdo define que o
monitoramento deve ser periddico, com definicdo do periodo pelo 6rgdo competente, a
aplicacdo de agua de reiso em solos agricolas e/ou florestais deve ser obrigatoriamente
condicionada a elaboracdo de projetos que atendam aos critérios estabelecidos pela

resolucéo, entre outros.

No Ceara, a Lei n.° 16.033 de 20 de junho de 2016 (GOVERNO DO ESTADO
DO CEARA, 2016) dispde sobre a politica de retso de a4gua ndo potavel no ambito do
estado do Ceara, estabelece critérios para o relso de agua ndo potavel, com o objetivo
de viabilizar e estimular a sua a¢do no Estado do Ceara. Esta lei proibe o0 uso de 4gua de
rediso para o abastecimento humano e define as modalidades de retso de agua: para fins
urbanos, agricolas, florestais, ambientais, industriais e na aquicultura. Responsabiliza a
Secretaria de Recursos Hidricos a fiscalizar a gestdo e infraestrutura relativas a agua de
retso. A fiscalizacdo da qualidade da agua de relso € de competéncia da Secretaria do
Meio Ambiente e da Superintendéncia Estadual de Meio Ambiente. Cita que todos 0s
equipamentos, tubulacdes e instrumentos utilizados com agua de redso, devem ser
identificados e diferenciados daqueles que utilizam agua potavel. Cria um selo de reso
para usuarios de dgua de redso interno e externos devidamente licenciados. E compete a
Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico —
FUNCAP, a responsabilidade por criar um programa de apoio ao desenvolvimento

cientifico e tecnoldgico das praticas de reuso de agua.

No sul, o Parand, a Lei n° 11.552 de 24 de abril de 2012 (GOVERNO DO
ESTADO DO PARANA, 2012) dispde sobre a obrigatoriedade do reiso de &gua no
municipio de Londrina em edificagbes residenciais e comerciais a partir das aguas
cinzas das proprias edificacdes (retso local ou interno). As disposi¢fes desta lei se
aplicam as obras novas e as obras de ampliacdo e/ou reformas que tenham consumo de
volume igual ou superior a 20 (vinte) metros cubicos de agua por dia. Esta lei, apresenta

o0s parametros de qualidade definidos pela norma ABNT 13.969/97.
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No Rio Grande do Sul, a Lei N° 6616, de 5 de dezembro de 2006 (PREFEITURA
MUNICIPAL DE CAXIAS DO SUL, 2006), institui no municipio de Caxias do Sul, o
programa municipal de conservacdo, redso e uso racional da 4gua. Este programa tem a
previsdo para ser aplicado dentro de 5 anos de forma a adequar as habitacdes visando o

uso racional da agua e a utilizacdo de fontes alternativas.

Apenas a normativa ABNT 13.969/97 e as legislagGes do estado da Bahia e do
Parana, apresentam algum parametro de qualidade para a agua de reso. O Projeto de
Lei n° 58 de 2016 e as legislacOes estaduais pesquisadas, ndo apresentam parametros de
avaliacdo da qualidade da &gua de relGso (seja para fins potaveis ou ndo) ficando
algumas vezes a cargo das Secretarias do Meio Ambiente e das Superintendéncias
Estaduais de Meio Ambiente a competéncia de fiscalizar a qualidade deste residuo. A
resolucdo do CNRH n° 121 (2010), indica que caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas para a agua em todos o0s tipos de reuso para fins agricolas e florestais deverao

atender os limites definidos na legislagéo pertinente.

A tabela 1 traz a relacdo dos tipos de uso de agua de retso no Brasil de acordo

com as legislacGes apresentadas:



Tabela 1: Relacdo dos tipos de uso de 4gua de redso no Brasil
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Tipo de Uso para Agua de Relso

Agricultura,
Legislagdo / Normas Observagao SAqL_JicuItura Aguas cinzas Urbano Construcdo Civil Industrial Utili_zagégs
ilvicultura e ambientais
afins
Nacional
ABNT 13.969/97 Norma técnica de Tanques Sépticos X X X
~ Conselho Nacional de Recursos
Resolugdo 54 de 2005 Hidricos X X X X X
Alteracdo das Leis 11.445 de 2007,
PL 58 de 2016 fontes%lternativas de &gua X X X X X
Nordeste
Bahia
Resolucéo 75 de 2010 Norma Estadual X
Ceard
Lei 16.033 de 2016 Lei Estadual X X X X X X
Sudeste
Espirito Santo
Lei 10.487 de 2016 Lei Estadual X
Rio de Janeiro
Lei 7.424 de 2016 Lei do Municipio do Rio de Janeiro X X
Lei 7.599 de 2017 Lei do Municipio do Rio de Janeiro X
S&o Paulo
Lei 16.174 de 2015 Lei do Municipio de S&o Paulo X X
Lei 16.160 de 2015 Criacdo de Programa para Reliso em X

Lava-rapidos, Municipio de Sao Paulo

Sul

Parana
Lei 11.522 de 2012

Lei do Municipio de Londrina,
pardmetros de qualidades definido pela
NBR/ABNT 13.969/97

Rio Grande do Sul
Lei 6.616 de 2006

Legislacdo do Municipio Caxias do
Sul. Define o Programa para ser
aplicado dentro de 5 anos
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2.4 AGUAS DE REUSO NO MUNDO

Considerando a relevancia dos Estados Unidos, Continente Africano e Comissao
Europeia, pode-se considerar como regides representativas para abordar sobre o uso de
agua de reso no mundo. Um levantamento ampliado foi desenvolvido e esta descrito
no artigo "Agua de Relso: uma Alternativa Sustentavel para o Brasil", disponivel no
apéndice deste trabalho (MOURA et al., 2020).

O reuso da agua € praticado desde tempos antigos na agricultura, em paises como
China, India e Egito. Entre os séculos 18 e 19 utilizava-se reuso direto, de efluente ndo
tratado, para agricultura tanto na América do Norte quanto na Europa. No comeco do
século 20, os paises desenvolvidos diminuiram a pratica devido as tecnologias de
tratamento. Enquanto paises em desenvolvimento, como China, México, Peru, Egito,
Libano, Marrocos, india e Vietnam continuaram utilizando o retso na agricultura
devido a quantidade de nutrientes contido na agua (JIMENEZ-CISNEROS, 2014).

As primeiras diretrizes e padr@es sobre relso da agua apareceram por volta do
século 20, nos Estados Unidos, representado pelo Estado da Califérnia, em 1918 onde
se padronizou a utilizacdo do redso na irrigacdo agricola (ANGELAKIS; GIKAS, 2014;
RODRIGUES, 2005). Atualmente, a California utiliza o sistema de redso indireto
planejado para recarga de aquiferos e renovacdo dos ecossistemas aquaticos. O
tratamento é realizado por metodologias de membranas e osmose reversa para se
transformar esgoto em agua de redso. Posteriormente, etapas de limpeza com peroxido e
luz ultravioleta. O produto final deste tratamento, a agua de redso, € encaminhado ao
subsolo e aquiferos da regido para ser diluida pelo abastecimento natural de aguas
(SCHWARTZ, 2015). Especialistas estimam que apés um periodo de dois anos a agua é

novamente captada para o abastecimento humano.

Além do redso indireto planejado, nos EUA, o redso direto tem sido
desenvolvido de forma experimental por Bill Gates que criou um 6nibus que percorre as
cidades tratando o esgoto e transformando em agua potavel (MANCUSO; SANTOS,
2003). Os EUA seguem os padrdes de qualidade estabelecidos pela United States
Environmental Protection Agency (EPA), agéncia ambiental americana, e entre alguns
desses parametros encontram-se Escherichia coli, coliformes fecais e totais, solidos
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suspensos, DBO, turbidez, cloro, nitrogénio entre outros que sdo mais restritos que no

Brasil.

Na Africa, a Namibia submete quase na totalidade seu esgoto ao tratamento para
originar agua de retso reduzindo expressivamente o impacto ambiental, com técnicas de
purificagcdo pioneiras aceitas pela OMS e pela Comunidade Europeia. Esse foi o
primeiro pais no mundo a utilizar 4gua de redso para fins potaveis de forma indireta,
fazendo recarga de aquiferos (HESPANHOL, 2002a). A agua de relso é regulada pela
legislacao “Water Resources Management Act, 2013 (Act No. 11 of 2013) ” do pais. Os
parametros de qualidade englobam a deteccdo microbioldgica de E. coli e analises
fisico-quimico como DBO, DQO e pH.

Israel tem o mais avancado sistema de manejo de 4gua do mundo. Utilizam a
técnica de gotejamento para irrigacdo agricola com &gua de redso. Esta técnica é mais
econdmica e a irrigacdo com agua de reliso garante uma maior producdo de alimentos.
Cerca de 80% a 90% dos esgotos de Israel sdo tratados e reutilizados reduzindo o
impacto ambiental (ANGELAKIS; GIKAS, 2014). Em lIsrael é permitido a utilizacdo de
agua de reuso para agricultura e os parametros de qualidade apresentados sdo DBO,
solidos suspensos, presenca de cloro e salinidade, mas ndao ha nenhuma referéncia a

pesquisa de microrganismos patogénicos.

A Unido Europeia tem desenvolvido estudos para possibilitar criacdo de uma
norma para diferentes usos e parametros para os paises associados (SANZ; GAWLIK,
2014). Em 2018 foram propostas novas regras para estimular o redso na irrigagdo
agricola. Um desses estudos, é o Projeto Poseidon, que consiste em um programa para
avaliacdo de tecnologias de remocéo de produtos farmacéuticos e de higiene pessoal de
esgotos e das instalacfes de tratamento de &gua (MANCUSO; SANTOS, 2003). Esse
tem como objetivo aumentar o redso indireto da agua potavel, tendo como garantia a
remocdo desses produtos, que passam através dos processos tradicionais de tratamento
de esgoto e contaminam a &gua de abastecimento de aquiferos. De modo geral, na
Europa a agua de reuso é utilizada em fins industriais, urbanos, domeésticos (a partir de
aguas cinzas) e na agricultura. Atualmente os paises da comunidade europeia que
contém padronizagdo para o reuso sdo Chipre, Franga, Greécia, Italia, Portugal e Espanha

e com regulamentos incluidos na legislacdo nacional. Em Portugal, as normas relativas
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a reutilizacdo das aguas sdo diretrizes, ficando a cargo do governo nacional, emitir todas
as licencas da reutilizagdo das aguas no campo (SANZ; GAWLIK, 2014). Na tabela 2
relacionamos os tipos de uso de 4gua de reliso por paises pesquisados.

Tabela 2: Relacéo dos tipos de uso de 4gua de rediso por paises pesquisados

Tipo de Uso para Agua de Africa Américas Europa
Relso Israel Namibia| EUA |Chipre Espanha Franca Grécia Itdlia Portugal
A.\gr.lcultura, aqL_ucuItura X X % X X X X
silvicultura e afins X
Agua potéavel X X
Domeéstico (aguas cinzas e
irrigacdo de gramado e X X X
afins)
Urbano (Limpeza de ruas,
irrigacdo de parques,
campos, sistemas de X X X X X X X
prote¢do de incéndio e
afins)
Construgdo Civil X X
Industrial (Aquecimento,
Torres de Resfriamento e X X X X
afins)
Recarga de Aquifero X X X X X
Utilizacdes ambientais
(manutencéo de zonas
P L X
Umidas, fluxo minimos e X
similares)

Fonte: Sanz; Gawalik (2014), adaptado.

Na tabela 3 apresentamos a relacdo das legislacGes nacionais e internacionais que
incluem em seus regulamentos pardmetros de qualidade. No Brasil, como foi citado,
apenas a normativa ABNT n° 13.969/97 e as legislagcbes do estado da Bahia e do

Parana, apresentam algum parametro de qualidade para a dgua de reuso.

No continente africano, apesar de ser umas das regibes que mais sofrem com
escassez hidrica, poucos paises possuem regulagdo. Africa do Sul, que utiliza 4gua de
reiso em fins industriais, na Agricultura, aquicultura em fins domésticos, ndo possui

qualquer consideracdo em relacdo a parametros de qualidade. Israel recomenda a
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avaliacdo de soélidos suspensos, DBO, salinidade e cloro. Namibia e Tunisia,

consideram a pesquisa de E. coli, coliformes totais e de parametros fisicos - quimicos.

Nas Americas, Canadd e EUA consideram E. coli, coliformes fecais e totais e
parametros fisicos - quimicos. México que utiliza dgua de retso em atividades agricolas,
na aquicultura e silvicultura ndo possui nenhuma indicagéo de parametros de qualidade

estabelecido.

Na Europa, os paises citados (Chipre, Franca, Grécia, Italia e Espanha),
regulamentam a pesquisa de E. coli, com exce¢édo de Portugal que indica a pesquisa de
coliformes fecais. H& um destaque para a recomendacdo de pesquisa de outros
microrganismos patogénicos como Enterecocos fecais, Legionella sp., Salmonella sp. e
bactérias redutoras de sulfato, frutos do avan¢o das pesquisas nesse tema no continente

europeul.



Tabela 2.

Tabela comparativa dos parametros Brasil x Diversos Paises
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Brasil

Américas

Europa

Parametros

ABNT
13.969/97

Resolugéo
75/2010

(Bahia)

Lei 11.522/2012

(Londrina)

Africa do Sul

Israel

Tunisia

Canada

EUA

Meéxico

Chipre

Espanha

Franga

Grécia

Italia

Portugal

Microbioldgicos

Escherichia coli

X

X

X
X

X

X

X

Coliformes
fecais

X
X

Coliformes
totais

Enterecocos
fecais

Legionella sp.

Salmonella sp.

Bactéria
Redutora de
Sulfato

Parasitol6gicos

Giardia sp.

Ovos de
Helmintos

Fisico-quimicos

Total de Solidos
Suspensos

Turbidez

Demanda

Bioguimica de X

Oxigénio (DBO)

Demanda

Quimica de X

Oxigénio (DQO)

pH

Metais pesados

Salinidade

X[ X[ X

X|[X|X

X[ X

X[X|X

Total de Solidos
Dissolvidos

X[ XXX

X | X]|X[X

X[ XXX

Adsorcéo de
Sadio

Cloro

Nitrogénio X

XIX| X

Sulfeto

Fosforo X

XXX

XX X[ X

XXX |X] X

X| [ X[X| X

X

X| [ X[X| X

Biocarbonetos
(HCO3)

X

Fonte: Sanz; Gawalik (2014), adaptado.
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3. SANEAMENTO E SAUDE

Atualmente a definigdo de saude é entendida como um estado de completo bem-
estar fisico, mental e social, e ndo simplesmente a auséncia de doenca (OMS, 2006). Os
fatores fundamentais para a promoc¢do da salde sdo: a paz, habitacdo, educacao,
alimentacdo, renda, ecossistema estavel, recursos sustentaveis, justica social e equidade.
Dentre estes fatores alguns podem tanto favorecer como prejudicar a saiude (CARTA
DE OTTAWA, 1986). Entende-se assim, que as condi¢bes ambientais sdo um dos
fatores mais importantes como determinantes da satde, sendo o saneamento basico um

dos instrumentos de promogdo da salde (FUNASA, 2004).

No Brasil, o saneamento basico é conceituado pela Lei n°11.445/2007 como:

“Conjunto de servigos, infraestruturas e instalacbes operacionais de:
abastecimento de &gua potéavel; esgotamento sanitario; limpeza urbana e manejo de

residuos solidos; drenagem e manejo das aguas pluviais urbanas”.

Para a Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2014):

Entende-se por saneamento o controle de todos os fatores do meio
fisico do homem, que exercem ou podem exercer efeitos nocivos
sobre o bem-estar fisico, mental e social. De outra forma, pode-se
dizer que saneamento caracteriza o conjunto de acgles soOcio-
econdmicas que tem por objetivo alcangar a salubridade ambiental. A
oferta de saneamento associa sistemas constituidos por uma
infraestrutura fisica e uma estrutura educacional, legal e institucional,
que abrange o0s seguintes servicos: abastecimento de A&gua as
populacdes; com a qualidade compativel com a protecdo de sua salde
e em quantidade suficiente para a garantia de condicfes basicas e
conforto; coleta, sanitariamente segura de aguas residuarias (esgoto
sanitario, residuos liquidos industriais e agricola); acondicionamento,
coleta, transporte e/ou destino final dos residuos sélidos; coleta de
aguas pluviais e controle de empocamentos e inundagdes; controle de
vetores de doencas transmissiveis (insetos, roedores moluscos, etc.);

saneamento dos alimentos; saneamento dos meios de transportes;
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saneamento e planejamento territorial; saneamento da habitacdo, dos
locais de trabalho, de educacdo e de recreacdo e dos hospitais; e

controle da polui¢do ambiental — &gua, ar e solo, acUstica e visual.

Por sua vez, a Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA, 2004) conceitua

saneamento ambiental como:

O conjunto de agdes socioecondémicas que tem por objetivo alcancar
salubridade ambiental, por meio de abastecimento de agua potéavel,
coleta e disposicdo sanitaria de residuos sélidos, liquidos e gasosos,
promogdo da disciplina sanitaria de uso do solo, drenagem urbana,
controle de doengas transmissiveis e demais servigos especializados,
com a finalidade de proteger e melhorar as condi¢des de vida urbana e

rural.

A relacdo existente entre saneamento e saude foi muito caracterizada pela
ciéncia médica, responsavel pelo diagndstico e tratamento das enfermidades humanas.
A &gua, essencial a vida € uma das principais vias de disseminacdo de doencas. Dados
divulgados pelo Ministério da Salde afirmam que o investimento gasto no setor de

saneamento permite economizar na area de medicina curativa (BARRQOS, 2014).

O sistema de saneamento basico est4d fundamentado em proporcionar melhor
qualidade de vida a populacdo, pois reduz a incidéncia de doencas e a degradacao do
meio ambiente (WHO, 2014; BRASIL, 2007). Paises desenvolvidos apresentam
melhores condicGes de saneamento ambiental, portanto a populacdo tem melhor
qualidade de vida. Regifes com paises ndo desenvolvidos, tais como a Africa, América
do Sul e partes da Asia, enfrentam problemas de salde quase inexistentes entre 0s
paises desenvolvidos. A populacdo desses, enfrentam problemas associados a falta de
infraestrutura urbana, como 0s servigos de saneamento basico, que ainda matam
centenas de pessoas todos o0s anos, principalmente aquelas que vivem em areas
abandonadas pelo poder publico, em contato com valas-negras, esgoto a céu aberto,

agua sem tratamento, ruas sem pavimentacao (VAZ, 1994).
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As doencas diarreicas, representam a maioria dos agravos que afetam a populacao
mundial, possuem uma estreita relagio com o meio ambiente e afetam milhdes de
pessoas em todo o mundo. Para isto, 0 saneamento constitui-se como uma ferramenta
fundamental para minimizar estes impactos e promover a saude publica (FUNASA,
2007).

No Brasil, a lei do saneamento, Lei N° 11.445 de 05 de Janeiro de 2007, (Brasil,
2007) estabelece as diretrizes nacionais para 0 saneamento e determina o conjunto de
procedimentos adotados pelo governo com o objetivo de proporcionar uma situacao
higiénica e saudavel para sua populacdo urbana e rural, das quais inclui: disposicéo de
residuo, drenagem urbana, abastecimento de &gua e sistema de captacdo de efluente
(BRASIL, 2005). Essa lei tem dentre os principios fundamentais a universalizacdo do
acesso, a integralidade, compreendida como o conjunto de todas as atividades e
componentes de cada um dos diversos servicos de saneamento basico, propiciando a
populacdo o acesso na conformidade de suas necessidades e maximizando a eficacia das

acoes e resultados.

Cerca de 83,62% da populacdo urbana brasileira é atendida com agua potavel
porém destas, 53% possuem redes coletoras de esgoto. Esse déficit, estd localizado
justamente nas regides mais vulneraveis, como favelas e zonas periféricas tanto na zona
urbana, rural e no interior (BRASIL, 2019).

Segundo o Plano Nacional de Saneamento (Plansab), no Brasil o abastecimento
de &gua é considerado inadequado quando ha auséncia de canalizagdo interna e sem
garantias de qualidade para consumo humano, ou seja, fora dos padrdes de potabilidade,
OU Mesmo Ssem seguranga, como no caso de fornecimento por duas fontes, ou sem
pontos internos de agua canalizada, e sem atendimento quando n&o ha fornecimento
pela rede oficial (Brasil, 2013). Guimarées et al. (2007) e Follador et al. (2015)

explicam que investir em saneamento é uma das formas de se reverter esse quadro.

A constituicdo brasileira de 1988 (BRASIL, 1988), no artigo 225, defende que
preservar e conservar &gua em qualidade e quantidade € proteger o direito a saude, alem
disso, estabelece o direito de todos a um meio ambiente equilibrado e qualidade de vida
sadia, bem como o dever publico em atuar nessa matéria. A ONU (2010) reforca que a
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agua, é um direito essencial a vida, sendo assim, uma questdo prioritaria em saude
publica. Preservar e conservar 4gua em qualidade e quantidade é proteger o direito a
salde, estabelecendo o direito de todos a um meio ambiente equilibrado e a qualidade

de vida sadia.

3.1. RISCOS RELACIONADOS COM SAUDE PUBLICA E MEIO AMBIENTE

A salde publica tem dedicado crescente atencdo aos problemas da interface satde
e ambiente. Esta preocupacao ndo € nova, mas se intensifica devido a crise ambiental
contemporanea (SIMONI, 2016). Os riscos ambientais modernos modificam as escalas
temporais e espaciais, trazendo a necessidade de abordagens que dém conta da
complexidade, amplitude e questdes éticas a eles relacionados (PORTO et al., 2004).
Estudar a biodiversidade de contaminantes que podem ser disseminados por veiculacdo
hidrica, se enquadra no conjunto de medidas para garantir o bem-estar e a salde da
populacio. Segundo o Gltimo relatério da ONU intitulado "Agua doente”, no mundo se
morre mais pelo consumo e uso de agua contaminada do que por violéncia. Além disso,
a diarréia, principalmente causada por agua contaminada, mata cerca de 2,2 milhdes de
pessoas ao ano e mais de metade dos leitos de hospital no mundo é ocupado por pessoas
com doengas ligadas a 4gua contaminada. Esse mesmo relatorio recomenda sistemas de

reciclagem de aguas e projetos para o tratamento de esgoto (ONU, 2019).

Os riscos associados a agua de redso ainda é objeto de varios estudos devido aos
questionamentos que persistem a respeito da saude publica. Mancuso e Santos (2013)

descrevem que sdo adotados dois principios gerais para avaliagdo de risco sanitario:

I- O reliso ndo potavel € mais seguro do que o redso potavel;
I1- O reGso indireto, em que o processo de recuperacao da qualidade

inclui depuracdo na natureza, € mais seguro do que o redso direto.

Os mesmos autores estabelecem como regra geral para uma primeira discusséo
sobre 0s riscos sanitarios associado ao relso de aguas, cinco critérios por ordem

crescente de riscos:
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(1°) Para uso ndo potavel indireto, deve - se levar em conta a salde
publica. Quanto maior a exposi¢do ou o nivel de contato humano com

a agua de redso, maior deve ser a seguranca sanitaria;

(2°) Para o uso ndo potavel direto, a aceitacdo da &gua pelo usuario,
deve ser considerada. Dependendo do nivel de contato, a agua deve
apresentar qualidade estética que ndo cause nenhum tipo de objecdo.
Dentre elas cor, turbidez que levam ao usuario a uma percepgao como

agua suja;

(3°) Para uso potavel indireto, deve -se levar em conta a preservacao
do meio ambiente. A implantacéo do sistema ndo pode comprometer a
qualidade ambiental como por exemplo, um lago que recebesse agua
de retso com excesso de nutrientes, causando proliferacdo de algas,

geracdo de odores e possivel morte de peixes;

(4°) Para o uso potavel direto, deve- se considerar a qualidade da fonte
da &gua para o retiso. O mais comum é o sistema de reuso direto para
fins ndo potaveis, a partir de ETES, com o tratamento apenas de nivel
secundario. Se 0 esgoto tratado ndo atender as qualidades minimas
exigidas, podera comprometer a qualidade da agua de redso produzida
(produto final). Essa também devera atender as especificacdes

minimas de qualidade;

(5°) Como critério principal, a adequacdo da qualidade da agua
de reliso para o uso pretendido. Um nivel minimo de qualidade
deve ser estabelecido considerando tanto os aspectos sanitarios
de aceitacdo pelo usuario como também as necessidades

especificas ao uso pretendido.
3.2 RISCO BIOLOGICO E BIOINDICADORES
Os problemas relacionados a saude em decorréncia da agua de reuso €

preocupante principalmente com a protecdo a saude publica, sendo geralmente baseada
ao controle de microrganismos patogénicos (MANCUSO; SANTOS, 2003).
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Autores como Lee et al. (2008) e Harwood et al. (2005), descrevem sobre as
incertezas da qualidade sanitéria da agua de reuso, que se relacionam a riscos associados
a salde mesmo por contato primério a coliformes, parasitas e virus, 0s quais sao
encontrados em abundancia nas aguas residuais, e parte destes perpetuam nas diferentes

etapas de tratamento dos efluentes.

MOURA et al. (2019b, no prelo) indicam que o0s riscos associados a
contaminantes bioldgicos, diante as modalidades de agua de retso devem levar em

conta a sua origem:

(i) Reuso local - &gua de redso de origem local, a partir de aguas
cinzas espera-se uma carga organica menor. Esta usada de forma
direta, no domicilio, oferecerd menor risco a saude. Podemos citar
como exemplo o uso de agua proveniente da lavagem de roupas para a
limpeza de quintais. Outro exemplo seria a utilizagdo de aguas cinzas
para a rega de plantas. Neste caso necessita-se de um tratamento

prévio visando a retirada de detergentes;

(if) Relso externo - considerando agua de redso a partir de estacdes
de tratamento de esgoto, a carga organica é altissima, sendo
recomendados pardmetros de qualidade mais restritivos. Apesar do
avanco das tecnologias de obtencdo da agua de reso, micropoluentes
podem persistir as etapas de tratamento devido ao grande volume de
agua tratada diariamente (SCARPA et. al., 2011) e a propria
resisténcia dos microrganismos a essas metodologias, dentre eles,
microrganismos ndo  cultivdveis como  virus, bacteroides,
metanobacterias e outros indicadores de poluicdo por fontes humanas
(MOURA, 2015). Destaca-se a preocupagdo com Vviroses que sdo
humano especificas como Adenovirus (HARWOOD et al., 2005;
LEE et al., 2008), pois estes patdgenos tém sido detectados mesmo
quando os indicadores de bactérias cultivaveis (E. coli) ndo excedem
0s padrGes recomendados ou até mesmo na auséncia destes por
metodologias tradicionais de cultivo (JIANG; NOBLE; CHU, 2001;
LIPP; FARRAH; ROSE, 2001). Com isto, este tipo de &gua de
retiso oferece risco pelo contato primario e ao ambiente caso ndo seja

avaliada rigorosamente a qualidade e seguranga em seu uso.
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(iii) Reuso industrial - que deve considerar o tipo de residuo original
que levou ao processo final de reGso industrial tratado. Necessita
assegurar que ndo havera risco de contaminacdo ao trabalhador que o
manipula ou ser utilizado em &reas restritas onde ndo ha contato
humano. Os padrdes de qualidade devem atender as necessidades da
producdo industrial e o risco de contato a salde humana e ambiental.

Nas modalidades de reuso direto e indireto é preciso levar em consideracdo a
destinacdo do residuo sempre com padrées que ndo oferecam riscos. Doencas
associadas aos microrganismos que podem ser encontrados em diferentes modalidades
de agua de redso podem ser observadas na tabela 4.

Tabela 3. Riscos relacionados ao uso de dgua de relso e doencas associadas

Riscos Patogénicos Doengas associadas

Bactéria )
o ) Gastroenterite
Escherichia coli

Campylobacter jejuni/ coli Gastroenterite
Legionella spp. Respiratéria
Salmonella typhi/ paratyphi Febre Tifoide
Salmonella spp. Gastroenterite
Shigella spp. Desinteira
Vibrio cholera Cdlera

Yersinia enterocolitica

Gastroenterite

Virus

Adenovirus (40 y 41)
Agente Norwalk
Astrovirus

Calicivirus

Gastroenterite
Gastroenterite
Gastroenterite

Gastroenterite

Fonte: SANZ; GAWLIK (2014), adaptado.

E importante destacar os microrganismos presentes no esgoto sanitario, uma vez
que sdo a fonte do reuso. A tabela 5 apresenta 0s microrganismos patogénicos presentes

no esgoto e as doencas associadas segundo dados da EPA (2004):
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Tabela 4. Riscos relacionados ao esgoto e doencas associadas

Riscos patogénicos

Doencas associadas

Bacteria
Shigella Shigelose (disenteria bacilar)
Salmonella Salmonelose, Gastroenterite (diarreia, vomito, febre), febre tifoide

Vibro cholera
Escherichia coli

Yersinia

Leptospira
Campylobacter
Atypical mycobacteria
Legionella
Staphylococcus
Pseudomonas
Helicobacter

Coélera
Gastroenterite e septicemia, sindrome hemolitico-urémica (SHU)

Yersinose, Gastroenterite e septicemia

Leptospirose

Gastroenterite, artrite reativa, sindrome de Guillain-Barré
Doenga respiratdria (pneumonia por hipersensibilidade)
Doenga respiratéria (pneumonia, febre de Pontiac)
Infecgdes de Pele, olhos, ouvido e septicemia

InfeccBes da pele, olhos e ouvidos

Gastrite crbnica, Ulceras, cancer gastrico

Protozoarios

Entamoeba
Giardia
Cryptosporidium
Microsporidia

Amebiase (desinteira amebiana)
Giardiase (gastroenterite)
Cryptosporidiase, diarreia, febre
Diarreia

Cyclospora Ciclosporiase (diarreia, febre, célicas estomacais e dores musculares)
Toxoplasma Toxoplasmose

Helmintos

Ascaris Ascaridiase

Ancylostoma Ancilostomiase

Necator Necatoriase

Ancylostoma
Strongyloides

Larva migrams cutaneos
Estrongiloidiase

Trichuris Tricuriase

Taenia Teniase, neurocisticercose
Enterobius Enterobiase

Echinococcus Hidatidose

Virus

Enteroviroses (poliomelite, eco,
coxsackie, nova enterovirose,
sorotipo 68 a 71)

Hepatite A e virus E
Adenovirus

Rotavirus

Parvovirus

Astrovirus

Calicivirus (incluindo Norovirus e
Sapovirus)

Coronavirus

Gastroenterite, anomalias cardiacas, meningite, doencas respiratorias,
distarbios nervosos, outros

Hepatite infecciosa

Doenca respiratdria, infec¢des oculares, gastroenterite (tipo 40 e 41)
Gastroenterite

Gastroenterite

Gastroenterite

Gastroenterite

Gastroenterite

Fonte: (EPA, 2012)

O monitoramento € feito pelo uso de microrganismos adotados como indicadores

entre os quais o grupo coliformes e a E. coli, sdo os indicadores de qualidade sanitaria

mais utilizados, embora se reconheca que eles ndo cobrem suficientemente toda a gama

de microrganismos eventualmente presentes em esgoto e aguas de reuso (MANCUSO;

SANTOS, 2003).
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4. ESTUDO DA DIVERSIDADE MICROBIANA

4.1 ANALISE DA DIVERSIDADE MICROBIANA

A diversidade microbiana pode ser avaliada a partir do nimero de espécies
encontradas em uma amostra. Com isso, podem-se construir curvas de rarefacdo, que
permitem avaliar o tamanho da riqueza de espécies amostradas. Amostras de tamanhos
diferentes podem ser comparadas através do uso de indices de diversidade e o tamanho
total pode ser estimado a partir das relacdes de contribuicdo das espécies, sem a

necessidade de acessar todos os individuos de uma amostra (RODRIGUES, 2011) .

A curva de rarefacdo € uma medida de riqueza de espécie onde permite avaliar o
guanto um estudo se aproxima de capturar todas as espécies do local. Quando a curva se
estabiliza, significa que nenhuma espécie nova esta sendo adicionada e que a riqueza
total da amostra foi obtida (RODRIGUES, 2011).

Entre os estimadores de diversidade utilizados em pesquisa de microbiomas
destacamos riqueza e abundancia. A riqueza fornece o nimero de espécies que se pode
encontrar em uma amostra. A abundancia € a quantidade de individuos por espécie. A

diversidade é a razdo entre a riqueza e a abundancia (DIAS, 2004).

Os indices de diversidade sempre foram usados em estudos ecoldgicos. Esses
indices sdo diversidade alfa, diversidade beta e diversidade gama (MAGURRAN,
2004).

i. A diversidade alfa (o) ou local, correlaciona-se a0 nimero de espécies em um
habitat, dentro de uma amostra;

ii. A diversidade beta (B), correlaciona-se a mudanca de espécies ao longo de um
gradiente ambiental. Este indice é indicado para comparar a diversidade entre
amostras diferentes;

iii. A diversidade gama (d) ou regional, correlaciona-se ao numero total de espécies

observadas em todos os habitats.
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4.2 PADROES E METODOS TRADICIONAIS PARA ANALISE DA QUALIDADE
DAS AGUAS

A avaliacdo da qualidade da &gua, associada aos riscos a saude publica é
necessaria para propor efetivas estratégias de remediacdo e descontaminacao

microbiana.

Os indicadores de bactérias fecais, tais como coliformes totais, Escherichia coli e
Enterococcus spp. estdo presentes em grande abundancia no trato gastrointestinal dos
animais de sangue quente. A deteccdo destes organismos na agua indica a presenca de
poluicdo (EPA, 2000) e assim, rotineiramente utilizados para avaliar a qualidade
sanitaria de aguas sendo sugeridos pela resolucdo CONAMA n°. 274 (BRASIL, 2001) e
Portaria de Consolidacdo n°. 5 do MS (BRASIL, 2017).

Os coliformes totais sdo bactérias do grupo coliforme, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, tendo como principais géneros: Escherichia, Salmonella, Shigella,
Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter, Proteus, Serratia, embora varios outros géneros
pertencam ao grupo. Estdo presentes nas fezes de animais homeotermos, indicando
indiretamente a presenca de fezes humanas (PELCZAR; REID; CHAN, 1981,
RODRIGUES et al., 2015).

Escherichia coli pertencente a familia Enterobaceriacea, pode ser identificada e
enumerada rapidamente em placas de isolamento ou em caldo, por diversas técnicas
baseadas em substratos enzimaticos cromdgenicos e fluorogénicos ou ambos, que
envolvem a capacidade de deteccdo da presenca das enzimas especificas (SOTERO-
MARTINS, 2014). S&o abundantes em fezes humanas e de animais (por fazer parte da
flora intestinal), sendo somente encontradas em esgotos, efluentes, dguas naturais e

solos que tenham recebido contaminacdo fecal recente (BRASIL, 2001).

Enterococus sdo bactérias do grupo dos Streptococos faecalis, se caracterizam
pela alta toleréncia as condi¢es adversas de crescimento, tais como: capacidade de
crescer na presenca de 6,5 % de cloreto de sédio, a pH 9,6 e nas temperaturas de 10°C a
45°C. Sendo a maioria das espécies desse grupo de origem fecal humana, embora
possam ser isolados de fezes de animais (SOTERO-MARTINS, 2014). Os tradicionais
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métodos de cultura baseiam- se na deteccdo destas bactérias para avaliar a qualidade da

agua, por ser mais facil de realizar e menos oneroso.

Por essas razdes, nas analises de diferentes matrizes ambientais (a4gua, areia e
sedimentos), eles constituem um dos parametros mais usados no mundo pelos 6rgaos
ambientais (SOTERO-MARTINS, 2014). As principais metodologias empregadas para
detec¢do de coliformes em &gua séo as técnicas:

I. Tubos multiplos, expressando os resultados em ndmero mais provavel (NMP),
calculados conforme American Public Health Association (APHA);

3. Método colilert, ensaio enziméatico também expresso em NMP;

4. Método da membrana filtrante associada ao ensaio cromogénico Chromocult, sendo

os resultados descritos em unidade formadora de colénia (UFC).

Além dos parametros colimétricos, para se analisar a qualidade da agua, incluem -
se 0s métodos fisicos e quimicos que ddo suporte ao diagndstico. Entre 0s parametros
fisicos - quimicos: Turbidez, cor aparente, condutividade elétrica, pH, dureza total,
cloro, cloretos, fluoreto, nitrato, nitrito, cloretos e sulfatos. S&o parédmetros
recomendados por legislacdes (BRASIL, 2001, 2017) e especialistas para uma avaliagcdo
mais conclusiva das condicGes de qualidade da agua (COELHO et al., 2017)

4.3 EXTRACAO DE DNA DE AMOSTRAS AMBIENTAIS

A possibilidade de se explorar varios ecossistemas considerados inexploraveis
tornou-se possivel com o avango das ferramentas de biologia molecular e do
sequenciamento de nova geracdo (NGS). No entanto, um pré-requisito importante para
0 sucesso das andlises é o uso de um protocolo eficiente para extrair o DNA completo
das comunidades microbianas a partir de amostras ambientais. Anteriormente os estudos
com 4gua utilizavam os Kits comerciais de extracdo de solo, pois eram kits mais
proximos as condi¢cbes de amostras ambientais. O protocolo do Kit comercial
"Metagenomic DNA Isolation Kit for Water "( Epicentre) foi considerado o marco € o
principal caminho para esse tipo de analise de forma precisa, confiavel e bem-sucedida
(HASSAN; ESSAM; MEGAHED, 2018). Consequentemente, o isolamento de DNA
metagendmico de alta qualidade que cobria todo o ambiente microbiano. Muitos
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estudos relataram o desenvolvimento de métodos e Kits comerciais para extracdo de
DNA metagenomico (BAG et al.,, 2016). No entanto, ainda existe um aumento no
desenvolvimento, aprimoramento e otimizagdo de protocolos novos ou atuais para a
extracdo de DNA a partir de diferentes tipos de amostras (HASSAN; ESSAM;
MEGAHED, 2018).

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA A BUSCA DE
MARCADORES MOLECULARES DE POLUICAO

A técnica PCR consiste na amplificagdo “in vitro” de uma regido especifica de
DNA com intuito de aumentar o nimero de cdpias deste, produzindo material suficiente
para as diversas analises. Nos ultimos anos, a PCR é amplamente aplicada em centenas
de procedimentos laboratoriais e considerada como 0 método de escolha no diagnostico
e caracterizagdo molecular de diversos agentes bacterianos. A principal vantagem desta
técnica em relagdo aos métodos de cultura é a reducdo do tempo de obtengdo de
resultados e a deteccdo do microrganismo sem necessidade de um cultivo prévio. Além
disso, a PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade que a cultura, representando
um método laboratorial rapido e seguro (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2007).

Na pesquisa ambiental, a PCR tem sido utilizada para detectar a presenca de
microrganismos associados a polui¢cdo antropica para uma avaliacdo mais abrangente do
que a fornecida pelos métodos tradicionais que avaliam coliformes e E. coli (MOURA,
201). Além disso, a pesquisa de marcadores moleculares por PCR nos permite saber a
fonte de contaminagdo, seja de origem humana ou ndo (MCQUAIG; GRIFFITH,;
HARWOOD, 2012).

A analise da presenca de uma série de marcadores moleculares associados a
poluicdo antropica (por serem comensais ou patégenos humanos), vem sendo descritos
e sugeridos para a avaliagdo de poluicdo fecal humana em recursos hidricos
(HARWOOD et al., 2009). Com isso um amplo conjunto de potenciais novos
marcadores, bem como um levantamento sanitario abrangente, deve ser feito para ajudar

e contribuir na identificacdo de fontes de contaminacéo fecal (GRIFFITH et al., 2009).
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De acordo com FATEMEH et al., (2014), técnicas moleculares sdo metodologias
precisas, rapidas e sensiveis para o estudo de patdgenos especificos de bactérias e estas

técnicas podem ser utilizadas precisamente para analisar &gua.

Moura (2015), avaliou por PCR a presenca de marcadores moleculares de
poluicdo em rios do Complexo de Manguinhos como HAJV tipos 40,41 e T-antingen
para virus, 16S rRNA, nifH e uidA para bactérias e beta-giardin para protozoérios

reunidos no estudo.

4.5 METAGENOMICA

A metagendmica é a abordagem que permite acessar de forma direta 0s genomas
dos organismos que ndo podem ser cultivados, isolando seu DNA, e ainda analisar
genomas coletivos presentes num ambiente (HANDELSMAN et al., 1998). A
possibilidade de estudar o genoma de organismos ndo cultivaveis, representou uma
transformacdo na microbiologia classica, que constatou que a maioria dos

microrganismos ndo podem ser cultivados em cultura (HANDELSMAN, 2004).

Essa aplicacdo surgiu em 1998 através da pesquisa de busca de novos produtos
naturais a partir do solo, usando clonagem do metagenoma (0o DNA total de
microrganismos presentes) para acessar 0 genoma coletivo da microbiota do solo
(HANDELSMAN et al., 1998)

Chen e Pachter (2005) citam que a metagenomica utiliza tecnologias modernas
em genbmica, para estudar comunidades microbianas diretamente de seus ambientes
naturais, sem a necessidade de isolamento e cultivo em laboratorio de espécies
individuais. Acessando diretamente 0s genomas dos organismos cultivaveis e nao
cultivaveis presentes em uma amostra ambiental seja solo, agua, ar, esgoto, possibilitou
estudar microbiomas por diferentes estratégias: descoberta de novos genes e posterior
inferéncia de suas funcdes, avaliar a diversidade e a evolucdo dos genomas no contexto

ambiental.

Handelsman et al. (1998) citam que a capacidade de acessar sequéncias de DNA

dos genomas microbianos oferece também uma alternativa interessante para explorar e
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melhorar a caracterizacdo e deteccdo de diversos grupos de patdgenos na agua e de

microrganismos com potenciais aplicagdes na biotecnologia.

Bower et al. (2005) destacam que a metagendmica possibilita analisar um
conjunto de genes metabdlicos a partir de comunidades microbianas, que podem ser
usadas para determinar condi¢cbes ambientais tais como: poluicdo, definir a composigéo
de uma comunidade e a diversidade de genes (SINGH et al., 2009).

As andlises metagendmicas tém sido utilizada nas seguintes abordagens em
(CARDOSO et al., 2012; CUADRAT, 2010):

Metagenémica funcional - extracdo de DNA total, clonagem em
vetores como: plastidios, fosmidios ou cosmideos ( de acordo com o
tamanho do fragmento de DNA) e sequénciamento a fim de realizar
metagendmica funcional, caracterizando enzimas de amostras

ambientais a partir da inferéncia de funcéo;

Andlises baseadas na sequéncia ou shotgun - extracdo e
sequénciamento direto do DNA ambiental, utilizando técnicas para
avaliar a biodiversidade de um determinado ambiente e também com

grande potencial na identificagdo de novos genes;

Anélise baseada na busca de marcadores moleculares - Extracdo do
DNA total, amplificacdo de genes marcadores (16S e 18S rDNA) por

PCR, afim de encontrar genes alvos em amostras ambientais.
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Figura 1. llustracdo de estratégias usadas em metagendmica (CUADRAT, 2010).
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Essas metodologias tém tido sucesso aplicado a estudos de composicao,
dindmica e funcdo de comunidades microbianas, na variacdo de ecossistemas, incluindo
aqueles sujeitos a modificacbes antropogénicas (GILBERT; DUPONT, 2011).

Projetos como o do metagenoma do Mar de Sargaco (VENTER et al., 2004) e
Global Ocean Sampling Expedition (GOS) (RUSCH et al., 2007), contou com a
extracdo do DNA total presente na a4gua do mar podendo acessar as comunidades
microbianas, gerando mais de 1Gpb de DNA, fornecendo uma nova perspectiva para a
identificacdo de novos genes.

No entanto, estes estudos resultam na produgdo de uma grande quantidade de

dados, usando mais recentemente 0s equipamentos de sequenciamento de nova geragédo
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que exige um poder computacional cada vez mais eficiente (CASTRAVECHI;
SHINODA, 2004).

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) transformou o campo da gendmica. A
tecnologia de sequenciamento de alto rendimento é uma técnica poderosa para
determinar toda uma sequéncia do genoma (NAKAZATO; OHTA; BONO, 2013). O
NGS tem a capacidade de gerar entre 10 gigabases a 1 terabase de dados por corrida de
forma répida e acurada, com tamanho de sequéncias consideraveis (100 a 250 bases) e
de forma mais profunda (ILLUMINA INC., 2014).

A bioinformética fornece ferramentas como algoritmos, programas, bases de

dados, para analise destes dados.

4.6 BIOINFORMATICA

A bioinformatica é um campo da ciéncia que emprega ferramentas
computacionais no estudo de problemas e questdes bioldgicas, abrangendo também as

aplicacdes relacionadas a saude humana (VERLI, 2014).

Estudos de DNA ambiental geralmente resultam na producdo de um grande
volume de dados, gerados pelo sequenciamento requerendo uma alta capacidade das
ferramentas de bioinformética para trata-los. O tratamento de dados metagenémicos
para posterior analise genética necessita de uma série de ferramentas da bioinformatica
dado que a abundancia das sequéncias obtidas, especialmente com equipamentos de

NGS, logo ndo podem ser processadas manualmente (CARDOSO et al., 2012).

Entre as ferramentas de bioinformatica utilizadas, os softwares FastQC e Sickle
sdo ferramentas de analise da qualidade e limpeza de sequéncias de baixa qualidade. O
FastQC avalia a qualidade das sequéncias e o Sickle remove sequéncias de baixa
qualidade de acordo com um valor de corte determinado pelo Phred (CHEN et al.,
2014). O Phred é um programa que executa uma probabilidade de erro a cada base
(EWING et al., 1998). Assim, a pontuacdo de qualidade Phred 20 corresponde a uma
taxa de erro de 1 em 100, com uma precisdo correspondente a 99%. Ja o Phred 30
representa uma taxa de erro de 1 em 1000, com uma precisdo correspondente a 99,9%.
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As bases com qualidade >20 sdo consideradas de alta qualidade enquanto as bases
inferiores, devem ser retiradas pois podem levar a resultados enviesados (PENG et al.,
2015).

Os projetos de metagenoma geram bilhdes de sequéncias (reads) para analises
(HUSON et al., 2016). Para analisar esses dados e posteriormente inferir taxonomia,
busca-se a similaridade entre os reads sequenciados e as sequéncias disponiveis em
base de dados, como RefSeq (base de dados de sequéncias genéticas de referéncia)
(O’LEARY et al., 2016) e GenBank (base de dados de sequéncias genéticas) do NCBI -
National Center for Biotechnology Information (SAYERS et al., 2019).

A ferramenta utilizada para buscar similaridade em reads de metagendmica é o
software DIAMOND, uma ferramenta que possibilita alinhar os reads metagendmicos
da base de dados do NCBI, a uma velocidade de 20.000 vezes maior do que a
ferramenta usual de busca de similaridade BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), sem perda de sensibilidade (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015). O DIAMOND

realiza o alinhamento de DNA para proteina integrado ao software MEGAN.

O MEGAN ¢é um software que permite a analise de grandes conjuntos de dados
metagendmicos. E usado para calcular e explorar o contetido taxondmico do conjunto
de dados, empregando a taxonomia do NCBI para resumir e ordenar os resultados
(HUSON et al., 2007). Também é uma ferramenta de visualizacdo gréfica e estatistica
para comparar diferentes conjuntos de dados e de analise dos resultados (HUSON et al.,
2007).

Ainda, para a vizualizacdo de dados metagenémicos o pacote KronaTools é uma
ferramenta de visualizacdo de dados com graficos interativos compartilhados via web. A
tela do Krona se assemelha a um gréfico de pizza, na medida em que subdivide classes
separadas em setores, com uma hierarquia incorporada. Possui um algoritmo que
permite dar um zoom com coordenadas polares e recursos interativos avan¢ados
permitindo vizualizar a taxonomia desde dominio até niveis mais interessantes de
géneros e espécies (ONDOV; BERGMAN; PHILLIPPY, 2011).
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar comunidades microbianas e virais de 4gua de redso, e de matrizes de

comparagao como esgoto e dgua potavel através da abordagem metagenémica.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar por colimetria e fisico-quimica as aguas de relso, esgotos e agua
potéavel e relacionar com as legislacGes nacionais e internacionais;

e Avaliar a presenca de contaminantes através da técnica de PCR com marcadores
moleculares para virus, bactérias e protozoarios, normalmente encontrados em
aguas contaminadas;

e Caracterizar a microbiota presente na agua de reuso, esgoto e agua potavel;

e Caracterizar a microbiota de importancia sanitaria na agua de relso, esgoto e
agua potavel;

e Analisar comparativamente amostras de esgoto e agua de re(so a partir de

diferentes tipos de tratamento: membranas filtrantes, filtro bioldgico e cloracéo.
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6. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo descritivo, com analise exploratoria de dados obtidos em

laboratdrio e de analise por bioinformatica.

6.1 COLETAS DAS AMOSTRAS

As coletas de amostras ocorreram entre marco a hovembro de 2017, a partir de
diferentes sistemas de tratamento de esgoto e de agua. As amostras foram nomeadas a
partir do tipo de tratamento para manter o sigilo das empresas de saneamento, condi¢ao

imposta pelos fornecedores.

6.1.1 Tipos de amostras

Foram analisados trés tipos de agua de redso, uma agua potavel e dois tipos de

esgoto:

(i) Agua de reGso a partir de estacdo de tratamento de esgoto (ETE), em que o produto
final foi clorado, denominado de Reuso Clorado;

(i) Agua de reso a partir de ETE, onde o produto final passou por mais trés etapas de
refinamento em Estacdo de Tratamento de Agua de Relso (ETAR): filtracdo,
ultrafiltracdo e osmose reversa, denominado de Reuso Polido;

(iii) Agua de reGso a partir de 4guas cinzas com tratamento a partir de filtro biolégico
em zona rural, denominado de Reuso Biol6gico ;

(iv) Agua potavel da torneira, usada como controle negativo.

(v) Esgoto sanitario proveniente de ETAR, que deu origem ao retso polido, foi
denominado de Esgoto Polido.

(vi) Esgoto sanitario proveniente de aguas cinzas, que deu origem ao relso bioldgico,

foi denominado de Esgoto Bioldgico.

Né&o foi obtido o esgoto que deu origem a amostra de reuso clorado. A companhia
de saneamento n&o disponibilizou o material a tempo da realizacdo do estudo, embora o

esgoto polido possa ser usado para fins de comparacéo.
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Todas as amostras tiveram como origem o0 esgoto doméstico. As amostras
denominadas como reuso bioldgico e esgoto bioldgico, tiveram como origem amostras
compostas a partir de cinco casas que utilizam o sistema de relso, para irrigagdo por

gotejamento, na agricultura familiar.

As datas das coletas e as respectivas fontes séo descritas no quadro 1.

Quadro 1. Dados das coletas

Tipo de amostra Data da coleta Fontes de coleta

Potavel 15 de marco de 2017 Torneira de pia

Reliso clorado 15 de margo de 2017 | Caminhdo de agua de redso

Reliso biolégico | 09 de novembro de 2017 | Tanque de armazenamento

Relso polido | 23 de novembro de 2017 Direto da ETAR

Esgoto bioldgico | 09 de novembro de 2017 | Tanque de armazenamento

Esgoto polido 23 de novembro de 2017 | Tanque de armazenamento

O volume de 20 litros de agua de retso foi coletado em galdes devidamente
esterilizados e tratados para extracdo de DNA. Além disto, foram coletadas em torno de
500 mL de agua de reuso para analises fisico-quimicas e 100 mL para anélises
colimétricas. As amostras foram coletas em duplicata para todos 0s ensaios e

transportadas em gelo para o laboratério.

Para as amostras de esgoto, foram coletados 5 litros para a extracdo de DNA, 500
mL para andlises fisico-quimicas e de 100 mL para andlises colimétricas. As amostras

foram coletas em duplicatas e transportadas em gelo para o laboratdrio.
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6.2 ANALISES COLIMETRICAS

Os niveis de coliformes totais (CT) e de Escherichia coli (EC) foram analisados
em 100 mL de amostras, pelo método da membrana filtrante como descrito em Sotero-
martins et al. (2017), apos diferentes diluicdes e contagem das coldnias em Unidade
Formadora de Col6nias (UFC) por mililitro. Para o isolamento dos microrganismos foi
utilizada a metodologia descrita no Manual da Merck (2000), em meio de cultura
cromogénico indicador Chromocult® Coliform Agar (Cat. No. 1.10426.0100/500). As
colénias foram diferenciadas por processo colorimétrico, em que coliformes totais
apresentam-se como coldnias na cor salmon/vermelhas e Escherichia coli como
colbnias na cor azul escuro para violeta. Cada diluicdo foi feita em triplicata. Os dados
da contagem das col6nias presumiveis de serem coliformes totais (CT) ou E. coli (EC)
foram utilizados na avaliacdo das condi¢bes sanitarias das aguas baseado nos
parametros da Legislacdo, Portaria Consolidada no. 5/2017 do MS (BRASIL, 2017).

6.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas foram realizadas, por meio dos métodos descritos no
Manual Pratico de Anélise de Agua da Fundacdo Nacional de Sadde (FUNASA, 1999,
2006), baseado no em Eaton et al. ( 2005). Para os diferentes tipos de amostras de agua
de réuso e agua potavel foram utilizadas 500 mL, e feitos 8 parametros fisico-quimicos:
dureza total (método titulométrico com sal dissédico de etilenodiamina tetracético -
EDTA); pH (método potenciométrico da marca Quimis®); cloro residual livre
(comparacéo visual — DPD); nitrogénio amoénia (método de Nessler); nitrogénio nitrito
(método de diazotacdo); cloretos (método titulométrico de Mohr); sulfato (método de
espectrofotometria, equipamento Hach®); e turbidez (método nefelométrico por meio
do turbidimetro 2100P da Hach®.

Para amostras de esgoto polido, foram utilizados 500 mL e foram feitos 7
parametros: Cloro livre, dureza total, alcalinidade, condutividade, pH, turbidez e cor
aparente. Sendo utilizado o parametro pH, para andlise segundo parametro descrito na
Resolucdo n°. 430/2011 do CONAMA (BRASIL, 2011a), tendo o limite permitido na

faixa de 5,0 a 9,0. Para esgoto biologico foi feito apenas o parametro de Demanda
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Bioquimica de Oxigénio (DQO), que permite avaliar o grau de eutrofizacdo do esgoto.

O esgoto clorado néo foi coletado, portando ndo foi feito.

As analises colimétricas e fisico-quimicas, foram realizadas pelo Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Salde e Saneamento Ambiental (DSSA) da Escola
Nacional de Salde Publica Sergio Arouca (ENSP)/ FIOCRUZ.

Foram utilizadas para interpretacdo dos resultados as seguintes normativas: (i)
Portaria Consolidada n° 5/2017 do MS — para agua potavel; (ii) Resolucéo n°. 430/2011
do CONAMA - para disposicdo do efluente em corpos hidricos; (iii) Resolucdo n°.
274/2000 do CONAMA — para balneabilidade.

6.4 FILTRAGEM E EXTRACAO DE DNA TOTAL

Para a extracdo de DNA total, 20 litros de cada amostra foram submetidos ao
processo de filtracdo por bomba a vécuo, utilizando membranas Millipore de diferentes
porosidades: 0,8 um a fim de reter o material particulado em suspensao, 0,45 pm a fim
de reter eucariotos, 0,22 um a fim de reter procariotos. As membranas contendo o
material filtrado foram submetidas a extracdo de DNA através do kit "PowerWater®
Sterivex™ DNA Isolation Kit Sample” (MO bio laboratories, Inc). O DNA total de cada
membrana foi extraido separadamente e o protocolo foi realizado de acordo com as

instrugOes do fabricante.

6.5 QUANTIFICACAO E AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA
METAGENOMICO

Para quantificacdo e avaliacdo da integridade e qualidade do DNA metagendmico
que foi utilizado no preparo das bibliotecas, foi usado o sistema do Qubit™ 2.0
fluorometer (Thermofisher scientific) seguindo as instru¢cfes do fabricante. Foi

realizado pela Plataforma de Sequénciamento de Alto Desempenho da FIOCRUZ - RJ.
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6.6 ENSAIOS MOLECULARES POR PCR

Foram selecionados para os ensaios moleculares o conjunto de dez pares de
iniciadores especificos previamente publicados e propostos por Moura (2015), para
deteccdo de bactérias, virus e protozoarios associados a contaminacao hidrica por esgoto

domeéstico, microrganismos patogénicos ou nao, associados a humanos.

Utilizou-se nas reacBes de PCR marcadores moleculares de contaminacgéo
bacteriana baseados no gene 16S rRNA: para Bacteroides associados a humanos 0s
iniciadores HF183F e Bac708R com amplicon 525pb (MCQUAIG et al., 2012),
Enterococcus faecalis os iniciadores M66-M107 e M66-M107EF com amplicon 401
pb (ROSLEV; BUKH, 2011), Faecalibacterium spp. os iniciadores HFB e HFBR com
amplicon 399 pb (ROSLEV; BUKH, 2011), Bifidobacterium dentium os iniciadores Bi-
DEN 1 e Bi-DEN com amplicon 387pb -400 pb, Bifidobacterium adolescentis o0s
iniciadores Bi-ADO 1 e Bi-ADO 2 com amplicon 279 pb (ROSLEV; BUKH, 2011).

Para reacdes de PCR com marcadores moleculares de outros procariotos de
importancia sanitaria, baseou-se no gene uidA, Escherichia coli os iniciadores
uidA298F e uidA884R com amplicon 600 pb (SAUER et al., 2011); e baseado no gene
nifH para Methanobrevibacter smithii os iniciadores Mnif-342f e Mnif-363r com
amplicon 221pb (ROSLEV; BUKH, 2011).

A deteccao de contaminacéo por virus foi baseada no gene HadV para Adenovirus
tipos 40 e 41, os iniciadores HAdVF e HAdV R com amplicon 137pb (WOLF;
HEWITT; GREENING, 2010); e no gene T-antigen para Polyomavirus humano
(HPyV) os iniciadores SM2-F e P6-R com amplicon 173pb (MCQUAIG et al., 2009).
Para o protozoario Giardia spp, foi baseado no gene beta-giardin utilizando os
iniciadores G7F e G759R com amplicon 753pb (ZHENG et al., 2009). Descricdo do
protocolo no anexo |. Esses ensaios foram realizados apenas nas amostras de agua de

reiso e agua potavel.
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6.7. PREPARO DE BIBLIOTECAS E SEQUENCIAMENTO DE ALTO
DESEMPENHO

As bibliotecas metagendmicas foram preparadas com os Kits Nextera XT DNA e
Nextera XT index da lllumina pela Plataforma de Sequenciamento de Alto Desempenho
da FIOCRUZ- RJ, localizado no Instituto Oswaldo Cruz, com reagentes adquiridos pelo
grupo de pesquisa da Escola Nacional de Salude Publica Sergio Arouca.

As amostras foram sequenciadas pelo método shotgun no sequenciador Hiseq
2500 da Illumina realizado na plataforma. A partir de quanto 1 ng DNA por amostra,
paired end e tamanho dos reads 150 pb.

6.8 ANALISES DE METAGENOMAS

Para analise de qualidade dos dados gerados pelo sequenciamento, utilizou-se a
ferramenta FastQC versdo 0.67 (BLANKENBERG et al., 2010), com os parametros
padrdo. Em seguida, utilizou-se a ferramenta Sickle versdo 1.3 (JOSHI; FASS, 2011)
para a limpeza das sequéncias de baixa qualidade utilizando o parametro de corte Phred
de 28.

Para a busca de similaridade utilizou-se o Diamod versdo 0.9.21 (BUCHFINK;
XIE; HUSON, 2015b) com os parametros padrdes, exceto para e-value le-05,
identidade e cobertura de 75% contra a base de dados curados de referéncia RefSeq
Genomic Release 2018 do NCBI verséo 206.0 (Centro Nacional para Informagéo

Biotecnoldgica).

As ferramentas utilizadas nesse trabalho foram realizadas na plataforma de
bioinformaética Stingray@Galaxy (WAGNER et al., 2014) do Instituto Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ .

Os resultados das analises foram visualizadas no programa Megan versdo 6
(HUSON et al., 2016) e KronaTools versdo 1.1.0 (ONDOV; BERGMAN; PHILLIPPY,
2011).
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As estatisticas dos resultados foram realizadas no programa R versdo 3.62 (R
CORE TEAM, 2013), utilizando o pacote Vegan para os parametros de curva de
rarefacdo e diversidade B. A diversidade B foi gerada utilizando o indice de Whittaker.
A diversidade o foi realizada Megan versdo 6 (HUSON et al., 2016), utilizando o indice
de Shannon-Wiener. A proporcdo de abundancia foi feita por estatistica descritiva

(porcentagem).
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7. RESULTADOS
7.1- ANALISES TRADICIONAL DA AGUA DE REUSO
7.1.1 Analises colimétricas da agua de reuso e agua potavel
A tabela 6 apresenta os resultados obtidos nas anélises colimétricas e os valores
recomendados pelas legislacbes nacionais e internacionais vigentes, descritas na tabela

3.
Tabela 5.Resultados dos parametros colimétricos em agua de reuso.

CT (UFC/mL) | EC(UFC/mL)
Reuso clorado 40 20
Reuso polido 6 ND*
Reuso biol6gico 26.600 25.800
Potavel ND* ND*
Portaria n°5/2018 Ausente Ausente
CONAMA n°274% 4,61 3,9
ABNT n°13969/97 9,23 i
Classe 1
ABNT n°13969/97 23.07 -
Classe 2
ABNT n°13969/97 23.07 -
Classe 3
ABNT n°13969/97 -
Classe 4 230
Bahia n°75/2010 -
Categoria A” 4,75
Bahia n°75/2010 48 -
Categoria B° ’
(T"3,46 e (T1)3,46 e
EPA (2012) (TI1)° 36,9 (T2)36,9
OMS (2006) <22 -

# Consideramos os valores correspondentes como satisfatorios

®Irrigac&o por gotejamento, cultivos distantes do nivel do solo, inclusive hidroponia (contato da
parte da planta minimizado) , de qualquer cultura incluindo produtos alimenticios consumidos
crus.

“Irrigacdo, inclusive hidroponia, de produtos alimenticios ndo consumidos crus, produtos ndo
alimenticios, forrageiras, pastagens, arvores, cultivos usados em revegetacdo e recuperacdo de
areas degradadas.

“Tipo I - tipo de agua de retiso onde ha provavel o contato com seres humanos, como em
irrigacdo, agua recreativa, represas, combate a incéndios e descarte de sanitarios

®Tipo I1- Tipo de agua de redso onde é improvavel o contato com seres humanos, como em
areas restritas ou remotas.

*N&o detectavel
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No retso clorado a média dos niveis de coliformes totais observada foi de 40
UFC/100 mL e o de Escherichia coli foi de 20 UFC/100 mL. No redso polido esses
niveis para coliformes totais foram de 6 UFC/100mL e para Salmonela spp. foi de 3
UFC/100 mL. Nessa amostra observou — se a auséncia de E. coli. No redso biologico a
média de coliformes totais foi de 26.600 UFC/100 mL e o de E. coli de 25.800

UFC/100 mL. E como esperado, na 4gua potavel ndo ocorreu crescimento de bactérias.

A fim de comparacdo, os dados das legislacdes estabelecidas foram convertidos
em UFC por mL (GRONEWOLD; WOLPERT., 2008). Os dados obtidos em reuso
clorado apresentam-se em conformidade apenas na classe 3 da ABNT n°13969/97 e
impréprios nas demais legislacbes. Os dados de reGso polido estiveram em
conformidade em todas as classes da ABNT n°13969/97, porém improprios nas demais
legislacBes. Os dados de redso bioldgico estiveram improprios em todas as legislacfes

citadas.
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7.1.2 Andlises fisico-quimicas da 4gua de reudso e agua potével
A tabela 7 apresenta os resultados obtidos, considerando os 12 parametros fisico-quimicos analisados em laboratério e comparando com 0s
limites descritos na Portaria de Consolidagdo n°5/2017 (Tabela 3):

Tabela 6. Resultado dos parametros fisico-quimicos em aguas de redso e potavel

. *
A ReUlso Relso Relso Agua LAl AL ABNT ABNT | ABNT ABNT
Pl Clorado | Polido | Biolégico | Potavel PO (B Classel Classe2 | Classe3 | Classe4
n°5/2018) 2012)
Cloro livre 0,15 0,05 0 0,19 2 1 05-15 Superior ) )
mg/L a0,5
Dureza total 68,5 14 645 25,8 500 40 . - - -
mg/L
Alcalinidade ok i - _ - -
CaCO; mg/L 31,8 715 698 8,10 50-150
Condutividade 554 284 1017 114 ok 360-1250 - - - )
uS/cm
pH 7,0 7,0 7,0 6,99 6,0a9,5 6.0-9.0 6,0 - 8,0 - -
'urgrbldez 2,55 03 44 0,30 5,0 5,0 5,0 5,0 10.0 -
Cor aparente 44,2 19 340 21 15 15 - - - -
Fluoreto 0,61 0,42 0,77 0,57 15 1,0 - - - -
mg/L
Cloreto 97,68 16,6 146,24 | 12,84 250 65-170 - - - -
mg/L
Nitrato 6020 | 135 | 1434 | 4,60 10 5-20 : . - -
mg/L
Nitrito 071 0,06 0 0,00 1 0.01-0.05 - - - )
mg/L
Sulfato 3893 | 2237 | 1556 | 16,00 250 80-250 - ] ] ]
mg/L

* VMP-Valores maximos permitidos.
** Faixa de concentragdo maxima permitida segundo (COELHO et al., 2017) 30 a 500 mg/L de CaCO; e faixa de
condutividade de 10 a 1000uS/cm.
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O reGso clorado apresentou niveis em ndo conformidade para os parametros cor
aparente e nitrato. O reuso polido apresentou niveis em ndao conformidade para os
parametros alcalinidade e cor aparente. O relso biologico apresentou niveis em néo
conformidade nos parametros dureza, alcalinidade, condutividade, turbidez, cor
aparente e nitrato. Apesar do redso bioldgico ser a amostra mais fora dos padrdes para
potabilidade e balneabilidade, essa ndo é usada em atividades de contato direto, sendo
utilizada apenas para rega agricola por gotejamento. A &gua potavel apresentou todos o0s

niveis em conformidade com a legislacdo vigente.

Comparando com os limites descritos na EPA, 2012 que define os parametros
permitidos para agua de retso em fins ndo potaveis, o retso clorado apresentou niveis
em ndo conformidade para os parametros dureza total, cor aparente, nitrato e nitrito. O
retso polido apresentou niveis em ndo conformidade para os parametros alcalinidade,
cor aparente e nitrito. O redso biologico apresentou niveis em ndo conformidade para os

parametros dureza total, alcalinidade, turbidez, e cor aparente.

7.2- ANALISES TRADICIONAIS DO ESGOTO

7.2.1 Andlises colimétricas dos esgotos

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos nas andlises colimétricas e os valores
recomendados pelo CONAMA n° 274 (BRASIL, 2001).

Tabela 7. Resultados dos pardmetros colimétricos em esgotos

CT (UFC/mL) | EC (UFC/mL)

Esgoto polido 6.850 55
Esgoto biologico 820.000 2.060.000
CONAMA n°274 4,61 3,9

No esgoto polido a média dos niveis de coliformes totais observado foi de 6.850
UFC/100 mL e o de E. coli foi de 55 UFC/100 mL. No esgoto bioldgico esses niveis
para coliformes totais foram de 820.000 UFC/100mL e para E. coli foi de 2.060.000
UFC/100 mL. Como a resolugio CONAMA n°. 430/2011 que dispOe sobre as
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condicdes e padrdes de lancamento de efluentes ndo traz indicacdo de parametros
colimétricos, baseou-se na resolugcdo CONAMA n° 274/2000.

Os dados obtidos indicam que as duas amostras de esgotos ndo estiveram em
conformidade com as recomendacdes para a balneabilidade, portanto improprias para o
despejo em corpos hidrico.

7.2.2 Analise fisico-quimica dos esgotos

Para esgoto polido, foram feitos 7 parametros fisico-quimicos (tabela 9), dentre

eles, apenas o pH (5,0 a 9,0) é descrito na resolugdo CONAMA nr. 430/2011 que dispbe

sobre lancamento de efluentes. O esgoto polido esteve em ndo conformidade para o pH.

Tabela 8. Resultado dos parametros fisico - quimicos avaliados para esgoto polido

Cloro | Dureza | Alcalinidade . .

lie | toml | Caco, | Conduvidede |, | Turbdez | Cor

mg/L | mg/L mg/L H g
Esg.oto 0,03 303 1933 2932 42 12,3 215
Polido

Para esgoto bioldgico (a partir de agua cinza), foi feito apenas 1 parametro,
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DQO), para avaliar o grau de eutrofizacdo ainda
presente. O valor encontrado foi de 11,817 mg/L, conforme esperado pela natureza da

amostra.

Para o esgoto que da origem a agua de reuso clorado ndo foram feitas analises

fisico-quimica.

O nivel de cloro livre na concentracdo obtida, indica que caso o0 esgoto tenha
recebido cloracdo apds tratamento, a matéria organica presente consumiu o cloro
adicionado. A dureza relativamente alta indica que ainda tem céalcio e magnésio
presentes no esgoto. A alcalinidade confirma a presenca de carbonato de potassio. A
condutividade indica que existem muitos sais dissolvidos na amostras. O ph encontrou-
se acido e a turbidez e cor aparente fora dos valores recomendado. Resultado que o

tratamento dado ao esgoto polido ndo foi eficaz.
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7.3 DETECCAO POR PCR DOS MARCADORES MOLECULARES DE POLUICAO
ASSOCIADOS A HUMANOS

Nas andlises realizadas com os marcadores moleculares, 50% dos marcadores
investigados (5/10) foram detectados em todas as amostras de agua de redso, descritos
no quadro 2. Séo eles: Bacteroides associados a humanos, B. dentium (16S rRNA), M.
smithii (nifH), Adenovirus tipo 40 e 41 (HADv). O marcador para Escherichia coli
gene uidA foi detectado no relso clorado e polido, porém ausente no retso bioldgico.
Isso confirmou que ndo houve mistura de dguas cinzas com esgoto bruto (dguas negras).

Como esperado, ndo se detectou a presenga dos marcadores na amostra de dgua potavel.

Quadro 2. Presenca dos marcadores moleculares nas amostras de reliso e agua potavel.

Amostras

Relso | Reliso Agua
clorado | polido | bioldgico | potavel

Bacteroides humanos
M. smithii

E. coli

E. faecalis
Faecalibacterium spp.
B. adolescentis

B. dentium

Adenovirus

HPyV
Giardia spp.

Legenda: Onde 16-se MM, representa positividade e onde 1&-se [ | , representa

negatividade.
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A figura 3 , mostra a justaposicao de fotos, um exemplo dos amplicons esperados nas
andlises da eletroforese dos produtos de PCR com as amostras com resultados positivos
em géis de agarose.

500

100

Figura 2. Eletroforese em géis de agarose.( 1-2: 2%, 3-4: 2%, 5-6: 2%, 7-8: 3%, 9-10:
2%). A seta indica a posicao da banda de 500 pb do padréo. Os produtos de PCR
obtidos com os iniciadores correspondentes aos marcadores referentes a: Bacteroides de
humanos (pista 2, com 525 pb), M. smithii (pista 4, com 221 pb), E. coli (linha 6, com
600 pb), B. dentium (linha 8, com ~400 pb) e Adenovirus (linha 10, com 137 pb). O
padrdo de peso molecular de 100 kb (1, 3, 5, 7 e 9) nas respectivas corridas dos géis,

corados com brometo de etideo (1 pg.mL-1).

Nos ensaios de PCR em todas as amostras de agua de reuso detectou-se a banda
de 525 pb, marcadora da presenca de Bacteroides associados a humanos. Nas amostras
de &gua retiso também foram detectados B. dentium com a banda marcadora 387 pb.

A contaminac&o por E. coli pelo de gene uidA foi detectada nas amostras de 4gua

de reuso pois as analises de PCR mostraram a presenca do respectivo amplicon de 600

pb.

7.4 QUANTIFICACAO DE DNA METAGENOMICO NO QUIBIT E QUALIDADE
DO SEQUENCIAMENTO

Na tabela 10 estdo apresentados os resultados da extracdo de DNA. Para a amostra
de redso polido e para a amostra de agua potavel foram obtidos menos de 1 nanograma
de DNA por microlitro. Para avaliagdo da pureza de uma amostra é indicado 0 método

de absorbancia de UV onde requer valores na razéo de 260nm/280nm (1,8 — 2,0).
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Tabela 9. Resultado da quantificagdo de DNA.

Amostras Concentracao Volume

(ng/pL) (ML)
Reuso clorado 18,5 50
Reuso polido 0,07 50
Reuso biolégico 33 50
Potavel 0,09 50
Esgoto polido 8,5 50
Esgoto bioldgico 7,7 50

A qualidade do sequenciamento avaliados pelo software FastQC demostrou que
ndo houveram sequéncias sinalizadas como de baixa qualidade. O comprimento das
sequéncias foram de 35-101 pb e percentual do conteudo GC foi de 57% em relso
clorado, 55% em reuso polido, 59% em reuso bioldgico, 62% em agua potavel, 55%

em esgoto polido e 52% em esgoto bioldgico.

7.5 AVALIACAO DA DIVERSIDADE ECOLOGICA ALFA, BETA E CURVA DE
RAREFACAO

As curvas de rarefacdo demonstram graficamente a cobertura da diversidade das
amostras para o nivel taxonémico de género (Figuras 4 e 5). Além disso, os indices de
diversidade ecologica alfa (a) e beta (B) foram utilizados para estimar a diversidade

local e a mudanca de espécies ao longo de um gradiente ambiental (quadros 3 e 4).

As curvas de rarefacdo demonstraram que a riqueza total das amostras de esgoto e

de &gua de redso foram obtidas.

O esgoto polido e esgoto biolégico, apresentaram um platdé de diversidade
semelhantes como observa-se na figura 4. A partir de 8 milhdes de sequéncias nao se

observa crescimento significativo na curva, que chega no platé acima de 450 géneros.
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Figura 3: Curva de rarefacdo das amostras de esgoto. Em linha vermelha: esgoto

bioldgico (1), linha azul: esgoto polido (2). Gréfico gerado pelo Megané.
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Na figura 5 foi possivel observar que as comunidades presentes no retso polido
cresce de forma mais lenta em relacdo as demais. A presenca do platd nas amostras
analisadas, em aproximadamente 10 milhdes de sequéncias, demonstra que estas
tiveram a diversidade explorada ao maximo. No retso polido (verde — 3), quando a
amostra atingiu em torno de 13 milhdes e 500 mil sequéncias, a curva atingiu o plato e
ndo houve mais a insercdo de géneros diferentes. Aproximadamente 450 géneros
detectados. No reuso clorado (azul- 2), quando a amostra atingiu cerca de 4 milhGes de
sequéncias em 450 géneros, alcancou o platd e ndo houve a inser¢do de novos géneros.
No reuso biologico (vermelho — 1), quando a amostra atingiu cerca de 9 milhdes de

sequéncias em 450 géneros, alcancou o plat6 e ndo houve a insercao de novos géneros.
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Figura 4. Curva de rarefacdo das amostras de agua de retso. Em linha vermelha (1):
retso bioldgico; linha azul (2): retso clorado e linha verde (3): retso polido. Grafico
gerado pelo Megan6.
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A diversidade alfa foi avaliada pelo indice de Shannon-Wiener. A diversidade alfa
variou entre 3,0 e 50 em todas as amostras. Isso demonstra que nas amostras a
diversidade de espécies foi pequena. A diversidade beta, calculada por Whittaker
também demostrou que a mudanca da diversidade de espécies entre as amostras esgoto

e redso foi pequena.

Quadro 3. Diversidade Alfa

Amostras Alfa (o)
Reuso clorado 5.358
Reuso polido 3.537

Reuso bioldgico | 5.335
Potavel 4.664
Esgoto polido 3.793
Esgoto bioldgico | 3.409
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Quadro 4. Diversidade Beta

Amostras Beta (f)

Reuso 0,00635
Esgoto 0,002123

7.6 ANALISE DESCRITIVA DOS METAGENOMAS

Os resultados das analises metagenémicas foram dispostos da seguinte forma: (a)
diversidade de procariotos, (b) diversidade de virus, (c) procariotos de importancia

sanitaria.

7.6.1 Andlises do metagenoma do reuso clorado

(a). Diversidade de procariotos em redso clorado (género).

A amostra reuso clorado apresentou o total de 13.013.943 de sequéncias, sendo
destas 7.872.313 sequéncias similares as disponiveis nas base de dados. As andlises
mostraram que as bactérias dos géneros Acidovorax teve maior abundancia em redso
clorado com 18% das sequéncias similares com as dispostas na base de dados.
Posteriormente Sphingomonas (7%), Caulobacter (4%), Limnohabitans (3%) e
Tabrizicola (2%). Os numeros de sequéncias dos cinco procariotos mais abundantes

estdo descritos na tabela 11.

Tabela 10.Representacédo cinco géneros mais abundantes em redso clorado.

Géneros namero de sequéncias

Acidovorax 1.488.617
Sphingomonas 553.340

Caulobacter 363.107
Limnohabitans 268.000

Tabrizicola 214.640
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(b). Diversidade de virus em retso clorado

Os virus representaram 0,5% das sequéncias no reuso clorado. O virus mais
abundante foi Sinorhizobium virus M12, que representou 5% dos virus em relso
clorado. Posteriormente, Prochlorococcus phage Synl, Phycodnaviridae e
Mimiviridae, todos com 4%, Aeromonas virus 65 e Autographivirinae com 3% de
representacdo no redso clorado. Os ndmeros de sequéncias dos cinco virus mais

abundantes estdo descritos na tabela 12 e representados no gréafico 1.

Tabela 11. Virus mais abundantes em retso clorado

Virus namero de sequéncias
Sinorhizobium virus M12 1.968.078
Prochlorococcus phage Synl 1.574.463
Phycodnaviridae 1.574.463
Mimiviridae 1.574.463
Aeromonas virus 65 1.180.847
Autographivirinae 1.180.847
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Grafico 1: Representacdo da diversidade de virus em retso clorado
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(c). Procariotos de importancia sanitaria em reuso clorado (género).

Dentre os procariotos de importancia sanitaria pesquisados, apenas quatro dos dez
avaliados, foram encontrados no retso clorado. Mycobacterium apresentou o maior
nimero de sequéncias com 41.051, seguido dos Pseudomonas (33.860), Bacteroidales
(7.199) e Aeromomas (3.972). N&o foram detectados nas analises: Enterobacter,
Citrobacter, Escherichia, Klebsiella, Salmonella e Vibrio. Os quatro procariotos de

importancia sanitaria detectados estdo apresentados no grafico 2.
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Grafico 2: Procariotos de importancia sanitaria em redso clorado
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7.6.2 Analises do metagenoma reuso polido

(a). Diversidade de procariotos em retso polido (género)

A amostra retso polido apresentou um total de 12.030.565 sequéncias, dessas,
9.910.813 foram similares com as dispostas nas bases de dados. Através das andlises foi
identificado o género Aeromonas com maior abundancia no grupo, representando 30% e
em seguida: Pseudomonas (14%), Shewanella (11%), Methylobacterium (9%) e
Enterobacter (3%). O nimero de sequéncias dos cinco procariotos mais abundantes
estdo descritos no tabela 13.

Tabela 12. Representacdo dos cinco géneros mais abundantes em reuso polido

Géneros namero de sequéncias
Aeromonas 2.999.188
Pseudomonas 1.483.285
Shewanella 1.160.904
Methylobacterium 906.983
Enterobacter 352.255
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(b). Diversidade de virus em retso polido

Os virus representaram 0,02% do ndmero de sequéncias na amostra de reuso
polido. A abundéncia foi representada pelo virus Escherichia virus T7 com 26% de
sequéncias. Em seguida, Enterobacteria phage vB_KleM-RaK2 (9%), Enterobacterial
phage mEp390 (6%), Salmonella virus PsP3 (6%), Pseudomonas phage PS-1 e
Shigella virus Sf6, ambos com 4% de sequéncias em reGso polido. Os nimeros de

sequéncias dos cinco virus mais abundantes estdo descritos na tabela 14 e representados

no gréfico 3.
Tabela 13: Virus mais abundantes em reuso polido
Virus namero de sequéncias
Escherichia virus T7 5.153.624
Enterobacteria phage vB_KleM-RaK2 1.783.947
Enterobacterial phage mEp390 1.189.298
Salmonella virus PsP3 1.189.298
Pseudomonas phage PS-1 7.928.652
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Grafico 3: Representacdo da diversidade de virus em retso polido
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(c). Procariotos de importancia sanitaria retso polido (género).

Dentre os procariotos de importancia sanitéria presentes no retso polido, o género
Aeromonas foi o que representou 0 maior nimero de sequéncias, com 2.999.188.
Posteriormente foram: Pseudomonas (1.483.265), Enterobacter (352.255), Klebsiella
(167.545), Escherichia (90.170), Mycobacterium (65.560), Salmonella (24.147),
Vibrio (23.705) e Citrobacter (14.028). Apenas o género Bacteroidales ndo foi
detectado. Os nove procariotos de importancia sanitéria detectados estdo apresentados

no gréfico 4.
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Gréfico 4: Procariotos de importancia sanitaria em reuso polido

Bacteroidales

Citrobacter
Vibrio [#23.705

Salmonella |#24.147

Mycobacterium

Escherichia

Klebsiella 167.545
Enterobacter 352.255
Pseudomonas 1.483.265
Aeromonas 2.999.188

m numero de sequéncias

7.6.3 Analises do metagenoma reaso bioldgico

(a). Diversidade de procariotos a nivel de género para redso bioldgico

A amostra reuso biolégico apresentou um total de 15.394.021 sequéncias, sendo
dessas, 13.328.093 similares as dispostas na base de dados. Na analise da diversidade
de procariotos em retso biolégico, o género Pseudomonas apresentou mais abundante,
sendo 10% do total. Posteriormente, Rhodobacter (7%), Shewanella (6%), Aeromonas e
Acidovorax (4%). Os numeros de sequéncias dos cinco procariotos mais abundantes

estdo descritos na tabela 15.

Tabela 14: Representacéo dos cinco géneros mais abundantes em retso biolégico

Géneros namero de sequéncias
Pseudomonas 1.334.321
Rhodobacter 941.878

Shewanella 904.311
Aeromonas 606.800
Acidovorax 587.887
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(b). Diversidade de virus em reuso biologico

Os virus representaram 0,09% das sequéncias em reso bioldgico. O virus mais
abundante foi Cronobacter virus CR9, com 27%, seguido de Cronobacter phage
vB_CsaM_GAP32 com 24%, Enterobacteria phage vB_KleM-RaK2, Pectobacterium
virus phiTE ambos com 9% e Podoviridae com 6%. Os numeros das sequéncias dos

cinco virus mais abundantes estdo descritos na tabela 16 e representados no gréafico 5.

Tabela 15. Virus e bacteriofagos mais abundantes em reuso bioldgico

WiTLE namero de sequéncias
Cronobacter virus CR9 32.387.256
Cronobacter phage vB_CsaM_GAP32 28.788.672
Enterobacteria phage vB_KleM-RaK2 10.795.752
Pectobacterium virus phiTE 10.795.752
Podoviridae 7.197.168

Gréfico 5. Representagéo da diversidade de virus em redso biologico
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(c). Procariotos de importancia sanitaria redso bioldgico.

Na andlise de procariotos de importancia sanitaria, no redso biolégico foram
detectados todos os procariotos selecionados, sendo Pseudomonas como a bactéria mais
abundante, com 1.334.32 sequéncias neste nivel de avaliacdo. Em seguida, Aeromonas
(606.800), Klebsiella (260.320), Enterobacter (107.574), Escherichia (76.683),
Bateroides (26.141), Salmonella (17.361), vibrio (16.095), Citrobacter (12.614) e
Mycobacterium (10.329). Os procariotos de importancia sanitaria detectados estdo

apresentados no grafico 6.

Gréfico 6: Procariotos de importancia sanitaria em retso biologico
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7.6.4 Analises do metagenoma agua potavel

(a). Diversidade de procariotos a nivel de género para dgua potavel.

Em agua potavel o nimero total de sequéncias foi de 9.559.916, sendo dessas,
6.195.143 similares com as disponiveis na base de dados. Bradyrhizobium foi o
procarioto mais abundante com 17% das sequéncias, seguido de Sphingomonas (11%),
Mycobacterium (6%), Aquabacterium e Novosphingobium (5%). Os nUmero de

sequéncias dos cinco procariotos mais abundantes estdo descritos na tabela 17.
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Tabela 16: Representacdo dos cinco géneros mais abundantes em agua potavel

Género namero de sequéncias
Bradyrhizobium 1.113.028
Sphingomonas 712.470
Mycobacterium 406.242
Aquabacterium 371.352
Novosphingobium 340.855

(b). Diversidade de virus em agua potavel

Os virus representaram 0,02% das sequéncias em &gua potavel. O virus mais
abundante foi Mycobacterium virus Che9c, com 12%, seguidos de Gordonia phage
Yeezy e Gordonia phage Nymphadora, ambos com 8%, Gordonia phage UmaThurman
e Mycobacterium phage Sheen ambos com 7%. Os numeros de sequéncias dos cinco

virus mais abundantes estdo descritos na tabela 18 e representados no gréfico 7.

Tabela 17: Virus mais abundantes em agua potavel

Virus namero de sequéncias
Mycobacterium virus Che9c 14.868.348
Gordonia phage Yeezy 9.912.232
Gordonia phage Nymphadora 9.912.232
Gordonia phage UmaThurman 8.673.203
Mycobacterium phage 8.673.203




86

Grafico 7: Representacdo da diversidade de virus em agua potavel
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(c). Procariotos de importancia sanitaria em agua potavel.

Em agua potavel, os procariotos de importancia sanitaria foram: Mycobacterium
com 0 maior nimero de sequéncias (406.242); em seguida Escherichia (23.459) e
Pseudomonas (20.836). N&o foram detectados hits para Aeromonas, Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, Vibrio e Bacteroidales. Os procariotos de

importancia sanitaria detectados estdo apresentados no gréafico 8.
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Gréfico 8: Procariotos de importancia sanitaria em agua potavel
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7.6.5 Andlises do metagenoma para esgoto polido

(a). Diversidade de procariotos a nivel de género para esgoto polido

Em esgoto polido foram detectados um total de 9.492.982 sequéncias. O
procarioto com maior abundancia foi Pseudomonas, com 40% das sequéncias, seguidos
de Acinetobacter (9%), Acidovorax (6%), Shewanella (5%) e Aeromonas (4%). Os
nameros de sequéncias dos cinco procariotos mais abundantes estdo descritos na tabela
19.

Tabela 18: Representacao dos cinco géneros mais abundantes em esgoto polido

Géneros namero de sequéncias
Pseudomonas 3.766.518
Acinetobacter 858.489

Acidovorax 640.669
Shewanella 476.036
Aeromonas 469.286
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(b). Diversidade de virus em esgoto polido

A diversidade de virus em esgoto polido representou 0,1% das sequéncias. Os
virus encontrados foram Aeromonas phage vB_AsaM-56 com 75%, seguidos de Erwinia
phage vB_EamM_Caitlin (12%), Lambdavirus  (3%), Erwinia phage
vB_EamM_ChrisDB (2%) e P2virus (1%). Os numeros de sequéncias dos cinco virus

mais abundantes estéo descritos na tabela 20 e representados no grafico 9.

Tabela 19. Virus e mais abundantes em esgoto polido

Virus namero de sequéncias
Aeromonas phage vB_AsaM-56 7.119.736
Erwinia phage vB_EamM_Caitlin 1.139.157
Lambdavirus 284.789
Erwinia phage vB_EamM_ChrisDB 189.859
P2virus 94.929
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Grafico 9: Representacdo da diversidade de virus em esgoto polido

(c). Procariotos de importancia sanitaria em esgoto polido.

Na andlise dos procariotos de importancia sanitaria, o Pseudomonas foi mais
abundante com 3.766.518 sequéncias. Em seguida, Aeromonas (469.286),
Enterobacter (180.250), Citrobacter (29.957), Escherichia (27.194), Klebsiella
(25.119), Vibrio (8.617), Bacteroidales (6.240) e Salmonella (1.159). O género
Mycobacterium ndo foi detectado. Os procariotos de importancia sanitaria detectados no
esgoto polido estdo apresentados no gréfico 10.
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Gréfico 10: Procariotos de importancia sanitaria em esgoto polido
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7.6.6. Analises do metagenoma esgoto biologico

(a). Diversidade de procariotos a nivel de género para esgoto bioldgico

O esgoto biologico apresentou um total de 13.020.426 sequéncias sendo dessas,
12.687.705 similares com a base de dados. O procarioto com maior abundancia foi
Aeromonas com 30% das sequéncias, seguidos de Acinetobacter (10%), Tolumonas
(6%), Shewanella (5%) e Klebsiella (4%). Os numeros de sequéncias dos cinco

procariotos mais abundantes em esgoto bioldgico estdo descritos na tabela 21.

Tabela 20: Representacéo dos cinco géneros mais abundantes em esgoto biolégico

Géneros nuamero de sequéncias
Aeromonas 3.837.256
Acinetobacter 1.335.696
Tolumonas 842.656
Shewanella 747.864
Klebsiella 628.525
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(b). Diversidade de virus em esgoto biologico

A diversidade de virus em esgoto bioldgico representou 0,04% das sequéncias.
Os cinco virus mais abundantes foram Escherichia phage phiKT com 25%
Lambdavirus com 7%, Salmonella phage, Enterobacteria phage vB_KleM-RaK2
ambos com 6%, Kilebsiella virus kp36 com 5%das sequéncias. Os nimeros das

sequéncias dos cinco virus mais abundantes estdo descritos na tabela 22 e representados
no grafico 11.

Tabela 21: Virus mais abundantes em esgoto bioldgico

Virus namero de sequéncias
Escherichia phage phiKT 1.268.770
Lambdavirus 355.255
Salmonella phage 304.504
Enterobacteria phage vB_KleM-RaK2 304.504
Klebsiella virus KP36 253.754

Gréfico 11: Representacdo da diversidade de virus em esgoto bioldgico
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(c). Procariotos de importancia sanitaria.

Na analise dos procariotos de importancia sanitaria, Aeromonas foi mais
abundante com 3.837.256 sequéncias. Em seguida, Klebsiella (628.525), Enterobacter
(408.981), Escherichia (238.488), Pseudomonas (179.139), Bacteroidales (173.017),
Vibrio (54.208), Salmonella (53.010), Citrobacter (43.651). N&o houveram sequéncias
de Mycobacterium. Os procariotos de importancia sanitaria detectados  estdo

apresentados no grafico 12.

Gréfico 12: Procariotos de importancia sanitaria em esgoto biolégico
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7.7 ANALISES COMPARATIVAS DOS METAGENOMAS

7.7.1 Analise comparativa entre a diversidade encontrada no esgoto polido e redso
polido

No gréfico 13 estdo apresentados os resultados da comparagéo entre esgoto polido
e reuso polido, levando em consideracdo os quinze procariotos mais abundantes nessas
amostras. As bactérias Pseudomonas, Acinetobacter, Acidovorax, Novosphingobium,
Cloacibacterium e Rhodobacter apresentaram percentuais mais altos no esgoto polido
(acima de 40%) em relacdo ao reuso, como esperado. Ao passar pelas etapas de
tratamento, essas bactérias tiveram reducdo nas suas proporc¢des no retso. No entanto,

Aeromonas, Shewanella, Methylobacterium, Enterobacter, Bradyrhizobium, Bacillus,
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Klebsiella, Escherichia, e Stenotrophomonas, contaminantes de origem fecal,

mostraram percentuais maiores no redso polido.

Gréafico 13: Comparacéo entre esgoto polido e redso polido (género)
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7.7.2 Andlise comparativa entre a diversidade encontrada no esgoto bioldgico e

reuso biologico

O gréafico 14 mostra a comparacdo entre esgoto e relso biolégico. Pode-se
observar que Aeromonas, Acinetobacter, Klebsiella, Tolumonas, Enterobacter,
Prevotella e Escherichia, parte deles contaminantes, apresentaram percentuais mais
altos no esgoto (acima de 40%) e diminuiram a propor¢ad depois do tratamento, como
agua de reuso, conforme esperado. Por outro lado, algumas bactérias como Shewanella,
pseudomonas, Rhodobacter, Acidovorax, Dechloromonas, Gloacibacterium, Azovibrio
e Thauera foram favorecidas com o tratamento, tendo propor¢ées maiores (acima de

40%) observadas no reuso bioldgico.
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Gréafico 14: Comparacdo esgoto bioldgico e reuso bioldgico (género)
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7.7.3 Analise comparativa entre a diversidade encontrada em amostras de agua de

redso

(@) Entre todos os redsos

O gréfico 15 representa a analise comparativa de todas as amostras de agua de
retso. No redso clorado, observou-se apenas trés bactérias com proporcdes acima de
40%, amplamente distribuidas na natureza, sdo elas: Acidovorax, Sphingomonas,

Caulobacter.

No reuso bioldgico, por sua vez, nove bactérias obtiveram maiores proporgoes
com percentuais no corte de 40%. Sao elas: Pseudomonas, Shewanella, Rhodobacter,

Acinetobacter, Decholoromonas, Azovibrio, Cloacibacterium, Klebsiella, Thauera.

No reuso polido, todas as bactérias selecionadas foram detectadas e seis delas em
percentuais no corte de 40%. Sdo elas: Aeromonas, Pseudomonas, Shewanella,

Methylobacter e Klebsiella.



95

Gréafico 15: Comparacéo entre os redsos polido, clorado e biologico (género)
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(b) Entre redso polido e retso clorado

Uma segunda forma de analise comparativa foi considerada somente a agua de
retiso produzida em estacdo de tratamento de grande porte, por empresa de saneamento,
com origem direta das aguas de esgoto sanitario das cidades. Nessa andlise foi
observado que todas as bactérias selecionadas foram detectadas no retso polido, oito
delas em 100% de percentual (Aeromonas, Pseudomonas, Shewanella, Methylobacter,
Azovibrio, Cloacibacterium, Enterobacter e Klebsiella) e as outras em propor¢oes

menores como pode ser visto no grafico 16.

Em retso clorado foi detectado percentuais acima de 40%: Acidovorax,
Rhodobacter, Sphingomonas, Decholoromonas, Caulobacter, Thauera e com 20%

Acinetobacter.

Com essa anélise comparativa, observamos que houve uma predominancia maior
de bactérias em retso polido do que redso clorado, demonstrado a eficiéncia do cloro

como saneante.
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Gréafico 16: Comparacéo entre reuso polido e redso clorado (género)
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7.8 ANALISE COMPARATIVA DE IMPORTANCIA SANITARIA

7.8.1 Anédlise comparativa entre esgoto polido e retso polido com énfase em

procariotos de importancia sanitaria

O grafico 17, representa a analise comparativa entre esgoto e reso polido com
énfase nos procariotos de importancia sanitaria. No esgoto polido Pseudomomas,
Citrobacter, e Bacteriodales estiveram em percentuais acima de 40% e Bacteriodales
em 100%. Os dados sinalizam que o tratamento de polimento dado a esse esgoto, ndo
foi capaz de retirar os contaminantes, o que foi demonstrado nas proporcdes de bactérias
acima de 40% no reuso polido, além de 100% de Mycobaterium.
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Gréafico 17: Comparacéo dos procariotos de importancia sanitaria entre esgoto polido e

reso polido
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7.8.2 Comparacdo entre esgoto bioldgico e reuso biolégico com énfase em

procariotos de importancia sanitaria

O gréfico 18 mostra a analise comparativa entre esgoto e retso biolégico com
énfase nos procariotos de importancia sanitaria. Como esperado, a maior parte das
bactérias pesquisadas estivavam em propor¢6es maiores no esgoto, estando reduzidos os
percentuais a medida que essas aguas foram sujeitas ao tratamento biol6gico. Em
excecdo, Pseudomonas que teve sua propor¢do aumentada no reso e Mycobacterium
que ndo foi detecta no esgoto, sendo detectada apenas ap6s o tratamento, na adgua de
redso biologico.

Grafico 18: Comparacdo dos procariotos de importancia sanitaria entre esgoto bioldgico
e redso hiolégico
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7.8.3 Comparacdo entre retsos com énfase em procariotos de importancia

sanitaria

O grafico 19 mostra a analise comparativa entre 0s re(sos com énfase nos
procariotos de importancia sanitaria. Foi observado que o relso clorado, pelos baixos
percentuais de bactérias detectados, sendo elas: Pseudomonas, Aeromonas,
Bacteriodales e Mycobactereium. O reuso bioldgico apresentou percentuais menores
que o reuso polido, porém o processo de tratamento ndo foi capaz de retirar os
Bacteriodales, que esteve ausente no reso polido. No reuso polido, foi observado os

maiores percentuais de bactérias de importancia sanitaria.

Gréafico 19: Comparacéo dos procariotos de importancia sanitaria entre os relisos

clorado, biologico e polido
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7.9 MICRORGANISMOS ANALISADOS POR PCR E ENCONTRADOS NOS
METAGENOMAS

O quadro 4 apresenta a analise da pesquisa in silico através do programa Krona
Chart dos mesmos microrganismos pesquisados por ensaio de PCR. Faecalibacterium,
B. adolescentis, Giardia, sd&o microrganismos que ndo foram detectados por PCR,
somente em analise in silico. Adenovirus, foi detectado na reacdo de PCR, porém nao
foi detectado in silico. Por PCR, todos os marcadores moleculares foram negativos em
agua potavel, porém in silico, os hits correspondentes a Bacteroides, M. smithii, E. coli,
Faecalibacterium e B. adolescentis foram encontrados. Ndo foram realizadas analises

por PCR para as amostras de esgoto.

Quadro 5. Pesquisa no Krona Chart dos microrganismos pesquisados por ensaio de

PCR.

Reuso | ReGso | Relso | Esgoto | Esgoto ,
Microrganismos Clorado | Polido | Biolégico | Polido | Biolégico | POtavel
Bacteroides 2% 3% 6% % 6%0 %
M. smithii [ 14% | 2% 9% 10% 6% 10%
E. coli 1% 1% 10% 7% 2%
E. faecalis - - - - - -
Faecalibacterium | 6% | 10% 10%
B. dentium 2% 2% - 0,60% 2% -
B. adolescentis 11% |0,30% 1% 5% 0,70% 2%
Polyomavirus humanos - - - - - -
Adenovirus - - - - - -
Giardia 0,004% - 0,01% - - 0,01%

Legenda: M valores altos, ® valores intermediarios , [] valores baixos e " -" nenhum
hit encontrado. Os nimeros em branco, expressam resultados negativo no PCR, porém
positivo na andlise in silico. Os numeros em preto, confirmam positividade em ambas
analises. Os valores percentuais, foram resultados de percentuais de hits dados pelo

programa Khona Chart.
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8. DISCUSSAO

Em um cenério de crise hidrica severa, o Brasil em pouco tempo poderé estar
adotando politicas de retso para o consumo humano. Diante a uma crise hidrica, o retso

direto tende a ser a principal estratégia de gestao de abastecimento de algumas cidades.

A OMS (2011) especifica que para o consumo humano, o controle da qualidade
quimica e microbioldgica da agua, requer o desenvolvimento de planos de gestdo que
fornecam base para a protecdo e controle do sistema, a fim de garantir que o nimero de
patdgenos e as concentragbes das substancias quimicas ndo representem risco a saude
publica, e que a agua seja aceitavel pelos consumidores. A Portaria Consolidada
n°5/2017 do MS explicita a necessidade do responsavel pelo sistema ou pela solucao
alternativa de abastecimento de dgua para consumo humano em manter a avaliacdo do
sistema sob a perspectiva dos riscos a saude, com base na qualidade da agua distribuida,
conforme os principios dos planos de seguranca da dgua recomendados pela OMS ou
definidos em diretrizes vigentes no Pais. Por tais razdes se faz necessario analisar como
tem sido tratado o tema "agua de retso™ no Brasil, e estudar os riscos relacionados com
os diferentes tipos de usos. Buscamos conhecer 0s microrganismos que tém sido
persistentes as etapas de tratamento nos processos de producdo dos diferentes tipos de
agua de redso para entender os riscos relacionados ao contato primario com humanos,
com a disposicdo dela no ambiente, e indicar as doencas relacionadas a esses

microrganismos.

Esse estudo avaliou trés tipos de agua de relso, produzidas por diferentes
processos, sendo estes reuso clorado, retso polido e reGso biol6gico. E ainda uma
amostra de agua potavel, para uso como controle de comparacao e dois tipos de esgotos,
também produzidos por diferentes processos, denominados de esgoto polido e esgoto

bioldgico.
8.1 ANALISE TRADICIONAL DE MATRIZES DE AGUAS E ESGOTO
No Brasil, ndo existe uma legislacdo especifica que estabeleca parametros de

qualidade para agua de reuso (MOURA et al., 2019). Os dados gerados nesse trabalho
foram analisados considerando as recomendagdes para balneabilidade previstas na
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resolucdo CONAMA n° 274 (BRASIL, 2001) e os padrdes de potabilidade definidos na
Portaria de Consolidagdo n° 5 (BRASIL, 2017). E para agua de retdso foram
comparados com a ABNT, e ainda com a normativa do CONERH da Bahia, que indica
parametros microbiologicos no uso agricola desse tipo de matriz de agua. Ainda, se
torna relevante analisar os dados gerados com os critérios definidos para potabilidade,
pois segundo Santos (2019) diante da crise atual de falta de &gua, muitos locais no
Brasil estudam medidas para que as &guas residudrias (esgoto) se tornem agua potavel.
Os dados gerados pelas amostras de esgoto foram comparados seguindo a resolucdo
CONAMA n°430 (BRASIL, 2011a) que dispbe sobre as condicGes e padrbes de

langamentos de efluentes.

Os dados obtidos com os ensaios colimétricos indicaram que apenas a agua de
retso polido esteve em conformidade com as recomendacgdes para E. coli em uso
balnedvel CONAMA n°274 (BRASIL, 2001), uma vez que a regulamentagdo vigente
indica como satisfatdria a presenca de E. coli até 800 NMP/mL ou 3,9 UFC/mL (este
ultimo é o valor do dado convertidos em unidade formadora de coldnia, segundo dados
do trabalho de Gronewold; Wolpert, 2008. No entanto, em relacdo a coliformes totais, o
valor obtido esteve 1,4 vezes maior do que o recomendado na referida legislacéo,
conforme descritos na tabela 6.

Em relacdo a regulamentacdo da ABNT n°13969/97, o reuso polido esteve em
conformidade em todas as classes abrangidas por essa normativa: classe 1 (lavagem de
carros e outros usos que requerem o contato direto do usuario com a agua), classe 2
(lavagens de pisos, calcadas e irrigagéo dos jardins, manutencdo dos lagos e canais para

fins paisagisticos), classe 3 (retso nas descargas dos vasos sanitarios) e classe 4.

Em relagcdo a legislagdo da Bahia n° 75 (BAHIA, 2010), que define duas
categorias de reGso, sendo categoria A (Irrigacdo por gotejamento, cultivos distantes do
nivel do solo, inclusive hidroponia (contato da parte da planta minimizado), de
qualquer cultura incluindo produtos alimenticios consumidos crus) e categoria B
(Irrigacdo, inclusive hidroponia, de produtos alimenticios ndo consumidos crus,
produtos ndo alimenticios, forrageiras, pastagens, arvores, cultivos usados em
revegetacdo e recuperacdo de areas degradadas), o reGso polido esteve

aproximadamente 1,2 vezes maior que o recomendado. Essa amostra também foi
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comparada com as legislacfes internacionais da OMS (2006) para irrigacdo com agua
de retiso, amplamente adotada na Europa e outras regides no mundo e o Guia de Relso
da EPA, (2012) para tipos | (onde ha o contato com seres humanos, como em irrigacao,
agua recreativa, represas, combate a incéndios e descarte de sanitarios) e tipo ll(onde

ndo ha contato com seres humanos, como em areas restritas ou remotas).

O relso polido esteve em ndo conformidade em 2,72 vezes maior para CT
segundo a OMS (2006) e 1,73 vezes maior (CT) em relacdo a EPA (2012) tipo 1. Para o

tipo 2, onde ndo ha contato humano, esteve dentro do valor indicado, tabela 6.

O reGso clorado esteve em conformidade apenas na normativa ABNT n°
13969/97, classe 4 que considera 0 uso agricola por irrigacdo pontual e pastagem de
gado o valor maximo de 230 UFC/mL (dados convertidos por Gronewold; Wolpert
(2008)). Nas outras legislagdes comparadas, o reuso clorado esteve em néo
conformidade sendo: CONAMA n°274/2011 (8,67 vezes maior em relacdo a CT e 5,13
vezes maior para E. coli), ABNT n°13969/97 classe 1 (4,3 vezes maior para CT),
classes 2 e 3(1,74 vezes maior para CT), e Bahia n° 75/2010 (8,42 e 8,3 vezes maior
para CT nas categorias A e B, respectivamente), descritos na tabela 6. Comparada com
as legislacOes internacionais, o retso clorado ndo esteve em conformidade para CT,
sendo 18 vezes maior, segundo padrdo da OMS (2006), e 11,5 vezes maior em relacédo

ao tipo | e 1,08 vezes maior ao tipo Il do padrdo da EPA (2012).

O reuso biologico, destinado para a irrigacdo agricola por gotejamento, se
enquadra na classe 2 e 4 da normativa ABNT n°13969/97 e categorias A e B, Bahia n°
75/2010. Comparado com as legislagdes para o referido uso, o reuso bioldgico esteve
em ndo conformidade 1.153 vezes maior para CT que o recomendado na ABNT
n°13969/97 e 5.600 e 5.541 vezes maior para CT , categorias A e B respectivamente,
que o recomendado na Bahia n° 75/2010. Comparada com as legislacGes internacionais,
0 redso bioldgico ndo esteve em conformidade para CT, sendo 12.090 vezes maior
segundo segundo padrédo da OMS (2006), 7.687 vezes maior em relacdo ao tipo 1 e 720
vezes maior ao tipo Il do padrdo da EPA (2012).

Em relacdo aos limites para potabilidade, nenhuma das aguas de reso atenderam
aos critérios da Portaria de consolidacdo n° 5 (BRASIL, 2017). E conforme esperado,
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ndo foi detectado a presenca de coliformes na amostra de dgua potavel, descritos na
tabela 6.

Os dados obtidos com os ensaios colimétricos das amostras de esgoto polido,
indicaram altos niveis de coliformes, 1.485 vezes maior em relacdo a CT e 14,10 vezes
maior para E. coli em relacdo ao estabelecido como satisfatorio no CONAMA
n°274/2010, conforme esperado. Em esgoto bioldgico, os valores encontrados foram
177.874 vezes maiores em relacdo a CT e 528.205 vezes maior para E. coli, descritos

na tabela 8.

A resolugéo vigente CONAMA n° 430 (BRASIL, 2011a), ndo prevé a indicagao
de valores limites para parametros colimétricos para amostras de esgoto. No entanto,
caso esses esgotos fossem lancados em corpos hidricos, estariam comprometendo o
ambiente com alta carga de poluentes, uma vez que 0s valores encontrados se
classificam na categoria improprio considerando a resolucdo do CONAMA n° 274
(BRASIL, 2001).

A qualidade microbioldgica da 4gua pode ser mantida pelo teor de cloro ativo que
permanece ap6s a cloracdo (COELHO et al., 2017). As amostras de agua de relso e
potavel apresentaram niveis de cloro residual livre, em concentracbes abaixo do
recomendado na Portaria de Consolidacdo n°5 (BRASIL, 2017), conforme descrito na
tabela 8. Essa, recomenda o valor maximo permitido de 2 mg/L e os valores detectados
foram de 0,15 mg/L em reuso clorado, 0,05 mg/L em reaso polido e 0,19 mg/L em agua
potavel. Isso pode ter contribuido na permanéncia de contaminantes nas aguas de reiso
analisadas e na deteccdo de DNA de procariotos e virus em agua potével, descritos no
item 7.6.4. O processo de tratamento do redso biologico, ndo foi adicionado cloro em
nenhuma das etapas. A EPA (2012) recomenda um valor mais restritivo de 1mg/L de

cloro livre.

A concentracdo de ions de célcio e magnésio pode ser utilizada como parametro
para determinar a dureza na agua e pode levar a formacdo de precipitados, o que
confere um sabor desagradavel a agua e efeitos laxativos (COELHO et al., 2017).
Apenas a amostra de reso bioldgico estava em concentra¢do acima do grau maximo de

dureza total permitido na Portaria de Consolidagdo n°5 (BRASIL, 2017), em torno de
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1,29 vezes maior que o indicado (tabela 8). No entanto como essa agua é destinada para
a agricultura, a mesma ndo confere risco direto de contato primario a saide humana. Em

relacdo a EPA (2012), essa amostra esteve 16 vezes maior que o indicado.

Apesar da Portaria de Consolidacdo n° 5 (BRASIL, 2017) ndo fazer mencéo a
alcalinidade assim como ocorria na Portaria anterior n °
2914 do MS (BRASIL, 2011b), a maioria das aguas naturais apresentaram valores na
faixa de 30 a 500 mg L™ de CaCO3 (COELHO et al., 2017). As amostras de re(iso polido
e reuso bioldgico apresentaram niveis de carbonato de calcio 1,43 e 1,39 vezes,
respectivamente, maiores que os teores encontrados na natureza (tabela 8). Além disso,
estiveram respectivamente 4,7 e 4,65 vezes acima do indicado pela EPA (2012).

A condutividade elétrica é um dos parametros que também ndo esta referenciado
nas legislacGes brasileiras. Os valores recomendados para agua doce sao na faixa de 10
a 1000 pScm™ e esse parametro indicaria a presenca de esgoto recente introduzido nas
aguas (CHAPMAN; KIMSTACH, 1996). Para a irrigacdo Richards (1954) indicou que
4guas na faixa entre 0 a 250 pScm™ podem ser utilizadas para irrigagdo de culturas em
quase todos os tipos de solo. A amostra, redso biolégico, que é destinada para a
agricultura, apresentou a condutividade 17 pScm™ maior que o recomendado para 4gua
doce e 4 vezes maior que Richards (1954) indicou para uso agricola, descrito na tabela

7. No entanto, essa amostra esteve dentro do valor recomendado pela EPA (2012).

A turbidez indica a presenca de sélidos suspensos na agua e dificulta o processo
de desinfec¢do (APHA, 1998). A amostra relso bioldgico, foi a Unica que se mostrou
em ndo conformidade quanto ao nivel de turbidez para a finalidade agricola, classe 2
ABNT n°13969/97 e EPA (2012) sendo 8 vezes maior, enquanto as demais amostras se
apresentaram apropriadas, (tabela 7).

O pardmetro cor aparente € um indicativo de particulas dissolvidas ou em
suspensdo na agua (PINTO et al.,, 2012), e sua ndo conformidade ndo implica,
necessariamente, risco a saude. Neste estudo todas as amostras se mostraram em nao
conformidade com a legislacdo vigente para potabilidade e EPA (2012), inclusive a
agua potavel (tabela 8). O Ministério da Saude (MS) no Manual de Procedimentos de
Vigilancia em Saide Ambiental relacionada a qualidade da agua para consumo humano
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(BRASIL, 2006), descreve que entre os objetivos do tratamento de &gua potavel, de
ordem estética/organoléptica, enquadram-se a remocéo de cor, além de turbidez, gosto e
odor. Ainda esse manual menciona que apesar da cor ser um parametro de natureza
estética e padrdo de aceitacdo para consumo, pode ocorrer devido a substancias
organicas ainda presentes, que indicam a presenca de precursores de formacdo de

trihalometanos, um subproduto téxico da cloragao.

O parametro fluoreto estd relacionado as concentracdes de ions de fluoreto
aplicados na agua, que tem por objetivo a prevencdo da carie dentéria, principalmente
em consumidores até os 14 anos de idade (BRASIL, 2006). Todas as amostras
apresentaram concentragdes de fluoretos abaixo do valor madximo recomendado de 1,5
mg/L (BRASIL, 2017) e 1 mg/L EPA (2012), no entanto, estiveram dentro da
conformidade (tabela 7). Leva-se em consideracdo que a concentracdo de ion fluoreto
varia em funcdo da média das temperaturas maximas diéarias (BRASIL, 2006).
Dosagens excessivas podem ser prejudiciais a saude, provocando o desenvolvimento de
fluorose dentéria e osteoporose (BRASIL, 2006).

A concentracdo de cloretos esta associada a alteracdo de sabor salgado e pelo
efeito laxativo que pode provocar (COELHO et al., 2017), consequentemente, a
aceitacdo para consumo (BRASIL, 2006). Neste estudo todas as amostras se mostraram
em conformidade a este pardmetro pela legislacdo nacional e internacional citadas
(tabela 7). Os cloretos podem estar presentes naturalmente em agua salobras ou como
resultado de poluicdo por efluentes industriais ou domésticos, constituindo, portanto,

um indicador auxiliar de polui¢do ou contaminacdo (BRASIL, 2006).

A presenca de nitrato e nitrito na dgua caracteriza poluicdo por micronutrientes,
em excesso, pode causar eutrofizagcdo dos mananciais (RESENDE, 2002). O nitrato €
principal forma de nitrogénio associada a contaminagdo da 4gua (RESENDE, 2002). A
avaliacdo do parametro nitrato indica a presenca de lixiviados, fertilizantes e esgoto na
agua. Apesar desse composto ndo apresentar relativa toxidez para os adultos, em
concentragdes maiores que 10 mg/L, o nitrato pode ser fatal para criangas com idades
inferiores a seis meses (QUEIROZ, 2004). Criancas menores que 6 meses de idade,
cujo o sistema digestivo ainda estd em desenvolvimento, possuem bactérias que

transformam nitrato em nitrito podendo causar envenenamento (MAHLER; COLTER,;
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HIRNYCK, 2007). A capacidade de transportar o oxigénio no sangue € comprometida e
a crianga pode sofrer asfixia ficando com a pele azulada, sintoma da sindrome chamada
de “sindrome do bebé azul” (MAHLER; COLTER; HIRNYCK, 2007). Em relacéo ao
nitrato, as amostras redso clorado e reuso bioldgico estavam em nao conformidade, com
concentracdes de 60,20 mg/L e 14,34 mg/L, respectivamente, indicando a presenca de
esgoto. Como essas aguas ndo sdo destinadas ao consumo humano, o risco de
contaminacéo se restringe a contaminagdo ambiental. Em relacdo a EPA (2012), apenas

0 reuso clorado esteve em ndo conformidade a esse parametro, 3 vezes maior (tabela 7).

No Brasil existem problemas de contamina¢do da agua destinada ao consumo
humano com doses crescentes de nitritos e nitratos (PONTALTI, 2011). Em relacdo ao
parametro nitrito, todas as amostras apresentaram-se em conformidade com a
regulamentacdo brasileira (BRASIL, 2017). No entanto, estiveram um pouco acima da
recomendacéo internacional (EPA, 2012) que indica VMP de 0,05 mg/L, apresentando
valores de 0,71 mg/L em reuso clorado e 0,06 mg/L em retso polido (tabela 7).

Os sulfatos sdo ions abundantes em aguas naturais, podendo ser de origem
geoldgica, resultado de contaminagdo por aguas residuais, fertilizantes, introducédo
salina, chuva &cida ou resultante do tratamento de agua (PRADO, 2010). A presenca de
altas concentragdes de sulfato na dgua, pode ocasionar sabor e efeito laxativo (PRADO,
2010). Tendo em vista que a Portaria de Consolidacdo n°5 (BRASIL, 2017) recomenda
um limite de até 250 mg/L, todas as amostras encontraram-se em conformidade a esse
parametro (tabela 7). O mesmo ocorre em relacdo a legislacdo internacional (EPA,
2012).

Os valores estabelecidos pela Agéncia Ambiental Americana para agua de redso
(EPA, 2012), s&o mais restritivos em alguns parametros como cloro, dureza, fluoreto

nitrato e nitrito, conforme descrito na tabela 7.

Para as amostras de esgoto polido foram avaliados cloro, dureza, alcalinidade,
condutividade, pH, turbidez e cor aparente (tabela 9). Para o esgoto bioldgico, apenas
DQO. Além da desinfeccdo, o cloro pode ser utilizado como agente oxidante para a
remocao de nitrogénio amoniacal em esgotos (MELO et al., 2006). Como regra geral,

Bastos et al. (2019) recomenda que para uso de esgotos tratados na agricultura os
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primeiros critérios a serem considerados sdo: baixa concentracdo de solidos suspensos;
baixas concentracdes de bicarbonatos; baixos teores de sodio e cloro; baixa dureza da
agua; auséncia de ions toxicos. Estes itens também sdo recomendados no Programa de

Pesquisas em Saneamento Bésico (Prosab) por Melo et al. 2006.

8.2 ANALISE MOLECULARES EM REUSOS

Nos ensaios de PCR em todas as amostras de agua de reuso detectou-se a banda
de 525 pb, que marca a presenca de Bacteroides associados a humanos (item 7.3 e
figura 1). Dados semelhantes foram encontrados por Harwood et al. (2009) em
amostras de aguas residuais da regido do Golfo do México, por Sauer et al. (2011) com
amostras de agua de emissarios de aguas pluviais, por Mcquaig et al. (2012) em
amostras de aguas obtidas de praias do mar da California, e por Moura (2015) em
amostras de agua de rios do Complexo de Manguinhos no Rio de Janeiro, utilizando os
mesmos marcadores moleculares de contaminagdo para Bacteroides associados a

humanos, referente ao gene 16S rRNA.

Nas amostras de agua reso também foram detectados B. dentium com a banda
marcadora 387 pb. Andlises realizadas com amostras de aguas residuais (principalmente
de origem humana), em esgoto proveniente de matadouro em atividades pecuarias e em
aguas de rio, também detectaram essa mesma contaminacdo respectivamente por
Bonjoch et al. (2004), Roslev et al. (2011) e por Moura (2015,2019)

As andlises por PCR mostraram a presencga do gene uidA, marcador de E. coli nas
amostras de agua de reuso. Bower et al. (2005), utilizando 0 mesmo marcador, detectou
a presenca de E. coli em aguas superficiais coletadas no Lago Michigan. Outros autores
como Sauer et al. (2011) e Moura (2015) também detectaram esse contaminante em
seus estudos utilizando o marcador para o gene uidA em amostras ambientais. Sauer et
al. (2011) em amostras de emissarios pluviais em Milwaukee nos Estados Unidos e
Moura (2015) em amostras de aguas de rios no complexo de Maguinhos no Rio de

Janeiro, corroborando com os resultados desse estudo.

Na identificagdo molecular de M. smithii, Roslev e Bukh (2011) detectaram a

presenca deste microrganismo utilizando os iniciadores baseados no gene nifH em
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amostras de aguas residuais e em esgoto proveniente de atividades pecuérias, Sauer et
al. (2011), do mesmo modo detectaram em amostras de emissarios de aguas pluviais, e
Mcquaig et al. (2012), em amostras de duas praias da Califérnia, produzindo um

amplicon de 221 pb.

Wolf et al. (2010), com amostras de estacOes de tratamento de esgoto de
diferentes origens, como de estagdo municipal, matadouros, moluscos contaminados
com fezes, agua de rios, observaram também contaminacdo por Adenovirus Tipos 40 e

41 nas amostras com a amplificacdo do fragmento de 137 pb, baseado no gene HadV.

No estudo realizado por Moura (2015) por PCR as amplificagdes produzidas com
0s mesmos iniciadores utilizados nesse trabalho, em amostras obtidas de rios do
territério de Manguinhos, que recebem esgoto doméstico das favelas do Rio de Janeiro,
as sequéncias foram amplificadas pelo método de Sanger e confirmadas por analises de

bioinformética confirmando os organismos alvos.

8.3 ANALISES DESCRITIVA DOS METAGENOMAS

Os indices de diversidade representam medidas que combinam a riqueza e
abundancia relativa das espécies de uma comunidade (PROVETE; SILVA; SOUZA,
2011). Os valores de diversidade alfa indicam o nimero de espécies em um habitat
(MAGURRAN, 2004). Os dados encontrados nesse estudo, variaram entre 3 e 5,
conforme descrito no quadro 3. Provete et al. (2011) descreveram que os valores desse
indice raramente ultrapassam de 4 e quando atingem a 5, indicam que a comunidade
tem mais de 10° espécies. 1sso ocorreu na amostra de retiso clorado (5,358) e em reliso
biologico (5,335). Nossos resultados sdo similares aos encontrado por Kauser et al.
(2019) que avaliaram os efeitos da desinfeccdo por ultra violeta na composi¢do da
comunidade microbiana dos efluentes das aguas residuais tratadas e no rio urbano
receptor. Esses encontraram valores de diversidade alfa que também variaram entre 3,0
e 5,0, e consideraram como uma variacdo pequena para todos os tratamentos

analisados.

Os valores de diversidade beta indicam a mudanga de espécies ao longo de um
gradiente ambiental (MAGURRAN, 2004). Os dados encontrados nesse estudo (quadro
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2) para diversidade beta foram de 0,00635 em todas as amostras de retso e 0,00212
entre amostras de esgoto. Nogueira et al. (2008) avaliaram a diversidade da comunidade
fitoplanctonica de quatro lagos urbanos. Aplicou-se o indice de diversidade beta no
intuito de quantificar a renovacdo ou substituicdo de espécies entre os ambientes. O
indice de diversidade beta encontrado em seu estudo manteve-se acima de 40. Isso
representou uma elevada diversidade beta, tendo apresentado uma elevada
heterogeneidade ambiental (NOGUEIRA et al., 2008). Em nosso estudo, a diversidade

beta esteve na faixa de zero, demostrando baixa heterogeneidade ambiental.

Na analise metagenémica em agua de retso clorado, foram encontradas com
maior abundancia as bactérias do género Acidovorax, apresentado na tabela 12.
Microrganismos afiliados ao género Acidovorax (familia Comamonadaceae, filo das
Proteobactérias) sdo encontrados em solo, ambientes aquéaticos, amostras clinicas
(Battistus; Moraes; Kuhn, 2014). Esse género também foi encontrado segundo Schulze
et al. (1999) em amostras de esgoto em estacdo de tratamento de esgoto e em lodo
ativado sendo associado a bactérias desnitrificadoras (HEYLEN; LEBBE; DE VOS,
2008). As bactérias Acidovorax apresentam variados mecanismos de adaptacdo e
sobrevivéncia, possuindo habilidade de comunicacéo intercelular para coordenacdo da
atividade colonial (BATTISTUS; MORAES; KUHN, 2014), o que foi demonstrado na
persisténcia deste género na agua de retso clorado. Destaca-se que as bactérias do
género Acidovorax possuem espécies fitopatogénica, contaminado desde gramineas a
culturas de arroz, melancia, mel&o, alface entre outras culturas. Isso afeta negativamente
plantas de grande importancia econdémica (BATTISTUS; MORAES; KUHN, 2014)
além de comprometer a destinacdo da &gua de reuso clorado para fins agricolas ou de

regas ornamentais.

Entre os procariotos de importancia sanitaria, na agua de reuso clorado, as
bactérias do género Mycobacterium, foram as mais abundantes dentre as bactérias
selecionadas para esta avaliagdo, apresentado no gréfico 2. As bactérias do género
Mycobacterium, pertencentem a familia das Mycobacteriaceae, estiveram abundantes
na andlise de procariotos de importancia sanitaria em reuso clorado, gréfico 2.
Organismos pertencentes a este género sdo bastante diversos com respeito a sua
capacidade de causar doenca em humanos (FORBES, 2017). Algumas espécies séo

patogénicas para seres humanos ou animais, causando doengas pulmonares e cutaneas,
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linfadenite e infec¢bes disseminadas (FALKINHAM, 1996). As micobactérias
ambientais, também denominadas como micobactérias ndo tuberculosas (MNT), sdo
sapréfitas comuns em todos os ecossistemas naturais, incluindo agua, solo, alimentos,
poeira e aerossdis (COVERT et al.,, 1999). Essas bactérias também podem ser
encontradas em ambientes hospitalares tanto no suprimento de agua hospitalar como
também contaminando com medicamentos, produtos e equipamentos médicos (LE
DANTEC et al., 2002), sendo bactérias responsaveis por contaminagdes nosocomiais
(ORIANI; SIERRA; BALDINI, 2018). Esses organismos sdo um risco crescente para a
salde, especialmente na crescente populacdo imunodeficiente (LE DANTEC et al.,
2002). As micobactérias do tipo MNT foram encontradas em sistemas de tratamento e
distribuicdo de aguas em Paris, Franca (LE DANTEC et al., 2002) e em sistemas de
distribuicdo de &gua em Bahia Blanca na Argentina (ORIANI; GENTILI, 2016).

Na avaliagdo dos virus em agua de retso clorado, Sinorhizobium virus M12
esteve em maior abundancia, apresentado na tabela 13 e gréfico 1. O virus
Sinorhizobium virus M12, é composto por DNA, pertencente a familia Myoviridae, e
foi o encontrado em maior abundancia, (tabela 13 e grafico 1). Esse tipo de virus, é um
fago que infecta bactérias do género Sinorhizobium. Estas sdo bactérias fixadoras de
nitrogénio, criando nédulos na raiz ou no caule em plantas leguminosas, melhorando o
desempenho e produtividade geral das plantas (WEIDNER; PUHLER; KUSTER,
2003). Apenas oito fagos de Sinorhizobium spp. foram identificados e descritos até o
momento, entre eles o fago M12 (BREWER; STROUPE; JONES, 2014). Esses autores
isolaram um grupo de 20 sequéncias do fago M12 a partir de amostras de solo de
campos agricolas, agua doce e agua marinha. Demonstraram que as sequéncias
relacionadas ao fago M12 sdo encontradas em uma ampla variedade de ambientes
(BREWER; STROUPE; JONES, 2014). O genoma do M12 é um dos poucos fagos
liticos, completamente sequénciados que infectam bactérias rizobias, filo Proteobactéria
(BREWER; STROUPE; JONES, 2014).

Nas analises metagendémica em agua de retso polido, foram encontradas com
maior abundancia as bactérias do género Aeromonas, tabela 14. As mesmas também
foram as mais abundantes na avaliagdo dos procariotos de importancia sanitaria, no
grafico 4. As Aeromonas sdo bactérias pertencentes a familia das Aeromonadaceae, filo
Proteobactérias (JANDA; ABBOTT, 2010). Este género é encontrado no solo, nas fezes
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(humanas e animais), na agua e em produtos alimentares contaminados (geralmente de
origem animal como carne e leite) (BIZANI; BRANDELLI, 2001). A 4gua tem sido
descrita como principal meio de disseminacdo de Aeromonas, portanto, a infec¢do pode
ser direta, através da sua ingestdo contaminada, ou por meio do alimento que tenha sido
submetido a algum processo em contato com esta (TAVARES; CERESER; TIMM,
2015). Sendo assim sdo consideradas bactérias de importancia para a saude, atuando
como patdgenos em humanos e entre as doengas, podem causar gastrenterites e diarreias
(WHO, 2017). Aeromonas spp. tém sido detectados em &agua potavel tratada, nos
sistemas de distribuicdo (BIZANI; BRANDELLI, 2001). Os fatores que afetam essa
ocorréncia ndo sao totalmente compreendidos, no entanto, fatores como o teor organico,
a temperatura, 0 tempo de permanéncia da dgua na rede de distribuicéo e a presenca de

cloro residual demonstram influenciar o tamanho da populagdo (WHO, 2017).

Na andlise dos virus, Escherichia virus T7 foi encontrado em maior abundancia
na agua de reuso polido como descrito na tabela 15 e gréafico 3. O virus Escherichia
virus T7, € um virus composto de DNA, pertencente a familia Podoviridae. Também
chamado de Enterobacteria phage T7 ou bacteriéfago T7, esse virus possui um ciclo de
vida litico e infecta a maioria das cepas de bactérias Escherichia coli (HAUSER et al.,
2012). Pode se tornar ndo infecciosa a exposicdo UV (TEESALU; SUGAHARA;
RUOSLAHTI, 2012). Niemi (2003), estudou a sobrevivéncia do fago Escherichia coli
T7 em diferentes tipos de agua e em diferentes temperaturas ( 3 e 20 ° C). Concluiu que

temperaturas mais baixas, aumentam a sobrevida do virus.

Na analise metagendmica em &agua de redso bioldgico, foram encontradas com
maior abundancia as bactérias do género Pseudomonas, tabela 16. As mesmas também
foram as mais abundantes na avaliacdo de procariotos de importancia sanitaria, no
gréfico 6. As Pseudomonas sdo bactérias pertencentes a familia das Pseudomonadaceae
filo Proteobactérias (WHO, 2017). Sdo encontradas no ambiente, em &guas, solos e
também pode ser encontrada em fezes e no esgoto. Em humanos, o Pseudomonas
aeruginosa € a espécie associada a patdgenos humanos mais comuns e também
relacionada a infec¢fes nosocomiais, com complicacdes potencialmente graves (WHO,
2017). Essa espécie € encontra na pele de humanos (axilas, regides anogenitais) e diante
a uma porta de entrada, pode causar infecces como foliculite, bacteremia além de

infeccOes respiratdrias. Pseudomonas aeruginosa é sensivel & desinfeccdo, e a entrada
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nos sistemas de distribuicdo de dgua pode ser minimizada pela desinfeccdo adequada
(WHO, 2017). Outra espécie que geralmente estd presente em aguas residuais sdo as
Pseudomonas putida (BORDE et al., 2003). O estudo de Kauser; Ciesielski; Poretsky
(2019) mostrou que Pseudomonas podem sobreviver e permanecer ativos apos

tratamento em estacOes de tratamento de aguas residuais.

Na analise dos virus em agua de relso biolégico, Cronobacter virus CR9 esteve
em maior abundancia, tabela 17 e grafico 5. O Virus Cronobacter CR9, é um virus
composto de DNA, pertencente a familia Myoviridae. Esse virus infecta cepas de
bactérias Cronobacter spp. (FEENEYY et al., 2015). O Cronobacter, que costumava
ser chamado de Enterobacter sakazakii, é encontrado principalmente em alimentos
secos, como férmula infantil em po, leite em pd, chas de ervas e amidos. Além disso,
também foi encontrado na agua do esgoto (CDC, 2017). A bactéria Cronobacter é uma
enterobactéria oportunista, associada a infecgBes em neonatos devido ao consumo de
férmulas infantis desidratadas e em idosos. A infeccdo urinaria, € a sindrome mais
comum neste grupo, o que explica a presenca desses nas matrizes associadas a esgoto,
no caso, no retso bioldgico. Vale ressaltar, que casos de meningite causado por
Cronobacter em neonatos a partir de formulas infantis desidratadas como veiculo de
contaminacgdo, levou as agéncias de regulacdo a criarem medidas especificas para o
controle destes patdgenos nos produtos (BRANDAO; UMEDA; FILIPPIS, 2018;
FEENEYY et al., 2015).

Na analise metagendmica em &gua potavel, foram encontradas com maior
abundancia as bactérias do género Bradyrhizobium, tabela 18. As bactérias
Bradyrhizobium pertencem a familia das Bradyrhizobiaceae, filo Proteobactérias,
muitas das quais fixam nitrogénio, utilizado pelas plantas (NCBI, 1982). Séo encontra
dadas no solo e possuem uma relacdo simbidtica com leguminoas associadas a fixagédo
de nitrogénio. Bradyrhizobium foi identificada como um contaminante de reagentes de
Kits de extracdo de DNA o que pode levar a sua aparéncia errdbnea na microbiota do
conjunto de dados de metagendmica (SALTER et al., 2014). A presenca de DNA
contaminante € um desafio particular para pesquisadores que trabalham com amostras
contendo baixa biomassa microbiana (KULAKOV et al., 2002). No entanto, essa
bactéria tem sido relatada por Kulakov et al. 2002 entre a populacdo bacteriana

presentes em sistemas de tratamento de agua ultra pura. esse autor descreve a presencga



113

das bactérias Bradyrhizobium spp. foram detectadas em todas as etapas de tratamento
onde utilizou-se nitrogénio. Ressalta também a presenca de sequéncias do gene nifH nas
cepas de Bradyrhizobium spp. Destaca que encontrar cepas bacterianas com genes nif
merecem uma investigacao adicional, pois fornece a primeira evidéncia de que o0 uso
disseminado de nitrogénio nos sistemas de tratamento na producdo de aguas ultra pura,
podem  contribuir para a contaminacdo bacteriana (KULAKOV et al., 2002).
Bradyrhizobium e Pseudomonas sdo algumas das bactérias mais abundantes na agua
clorada (GOMEZ-ALVAREZ; REVETTA; DOMINGO, 2012). Esses resultados
sugerem que os desinfetantes podem desempenhar um papel na composicdo microbiana
nos sistemas de distribuicdo de &gua potavel (NORTON; CHEVALLIER, 2000).
Embora os sistemas de distribuicdo de &gua potavel sejam ambientes relativamente
severos devido as condicdes oligotroficas e a presenca de desinfetantes, ha evidéncias
de que algumas bactérias podem sobreviver nos sistemas tratamento e de distribuicéo de
agua (KULAKOV et al., 2002). REVETTA, R.P.,, MATLIB (2011) mostraram que as
Proteobactérias eram 0os membros dominantes na fracdo "ativa" da comunidade em agua

potavel.

Na avalia¢do dos virus, Mycobacterium virus Che9c esteve em maior abundancia,
como descrito na tabela 19 e gréafico 7. O virus Mycobacterium virus Che9c, € composto
por DNA e pertence a familia Siphoviridae. Esse virus infecta bactérias Mycobacterium
spp. (EXPASY, 2019). Os micobacteriéfagos sdo virus que infectam hospedeiros
micobacterianos, incluindo Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium smegmatis e
abrangem uma diversidade genetica substancial (DEDRICK et al., 2017). O género
Mycobacterium inclui varios patdgenos que causam doencas graves em seres humanos,
como o Mycobacterium tuberculosis, 0 agente infeccioso causador da tuberculose
(BORGERS et al., 2019). Ainda, as Mycobacterium, foram as bactérias mais
abundantes dentre as selecionadas na avaliacdo de importancia sanitaria, conforme
demonstrado no grafico 8. O estudo de Oriani, Sierra e Baldini (2018) se propés a
investigar a resisténcia de duas espécies de MNT isolados a partir de agua potavel,
(Mycobacterium gordonae e Mycobacterium chubuense), em diferentes concentragoes
de cloro. Concluiram que as bactérias MNTs estudadas apresentaram resisténcia as
concentracdes utilizadas no tratamento de agua potéavel (0,2 ppm). Sugerem que 0s
procedimentos atuais de desinfec¢do da agua nem sempre alcancam o controle efetivo

dos MNTs no sistema publico de abastecimento, com o consequente risco a saude da
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populacdo suscetivel (ORIANI; SIERRA; BALDINI, 2018). As bactérias MNTSs, sdo
patdgenos emergentes capazes de causar um grande numero de infeccbes oportunistas
em humanos e animais (FALKINHAM, 2009; WILDNER et al., 2014). Estudos
epidemioldgicos sugerem que a principal fonte de contaminacdo em humanos é agua
potavel (HILBORN et al., 2006). Analises bacteriologicas de rotina parecem ser
insuficientes para garantir a auséncia de MNTs. (ORIANI; SIERRA; BALDINI, 2018).
Isso se torna um problema de salde publica a ser considerado devido ao aumento de
pessoas imunodeficientes na populagédo, sendo mais suscetiveis a infeccdes oportunistas,

como infeccBes de pele, linfadenite e doencas pulmonares (GRIFFITH et al., 2007).

Na analise metagen6mica em esgoto polido foram encontradas com maior
abundancia as bactérias do género Pseudomonas, anteriormente descrito nesse capitulo,
tabela 20. As mesmas também foram as mais abundantes na avaliacdo de procariotos de
importancia sanitéria tabela 10. Na analise dos virus Aeromonas phage vB_AsaM-56
esteve em maior abundéncia, tabela 21 e grafico 9. O virus Aeromonas phage
vB_AsaM-56, é composto por DNA, pertencente a familia Myoviridae e foi encontrado
em abundancia no esgoto polido, descrito na tabela 21 e grafico 9. Esse virus infecta
bactérias Aeromonas spp. (NCBI, 2019). Os Aeromonas sdo bactérias amplamente
distribuidas em véarios ambientes, incluindo &gua, alimento e solo. Sdo patégenos
comuns dos peixes causando feridas vermelhas e infecgdes ulcerativas, sendo
responsaveis por grandes perdas econémicas na industria da aquicultura. Além disso,
alguns Aeromonas estdo ligados a doencas infecciosas humanas, por exemplo, A.
hydrophila. Essa pode causar infec¢fes humanas graves como bacteremia, pneumonia,
endocardite, empiema, artrite, peritonite, infeccdes de pele e tecidos moles (BAI et al.,
2019). Esse fago foi encontrado por Bai et al. (2019) em amostras de sedimentos e

agua superficial no lago Dianchi, na China.

Na analise metagenbmica em esgoto bioldgico, foram encontradas com maior
abundancia as bactérias do género Aeromonas, anteriormente descrito nesse capitulo,
tabela 22. As mesmas também foram as mais abundantes na avaliacdo de procariotos de
importancia sanitaria, grafico 12. Na andlise dos virus, Escherichia phage phiKT esteve
em maior abundancia, tabela 23 e grafico 11. O virus Escherichia phage phiKT , é
composto por DNA, pertencente a familia Podoviridae (NCBI, 2018) e foi encontrado
em abundancia no esgoto bioldgico conforme descrito tabela 23 e grafico 11. O
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bacteriofago phiKT € idéntico ao bacteriéfago PGT2 que foi recentemente isolado de
fezes de cavalo usando uma cepa de E. coli coletada do meio ambiente
(GOLOMIDOVA et al., 2018).

Houve uma predominéncia de Proteobacterias nas amostras analisadas. De acordo
com Zheng et al. (2016) as Proteobactérias, sdo os filos dominantes nos sistemas de
tratamento de &guas residuais. Revetta; Matlib (2011) analisou a composicao bacteriana
da agua potavel clorada usando bibliotecas de clones do gene 16S rRNA. Os dados
obtidos demonstraram que as Proteobactérias foram abundantes nas amostras de agua

clorada seguidas de Actinobacteria, Cyanobacteria e Bacteroidetes.

No esgoto, Madigan; Martinko (2006) e Y.xu, (2013) ainda destacam que as
Proteobactérias desempenham um importante papel na remocdo de matérias organica
das &guas residuais. Liu (2015), resalta que no processo de tratamento de &guas
residuais, a quantidade de Proteobactérias diminui de 67,2% para 30,1% da fase de
acidificacdo por hidrolise e subsequentemente aumenta para 52,1%. Esse resultado pode
ser porque Firmicutes e Bacteroidetes comecam a se multiplicar e ocupam alguns nichos

ecoldgicos de Proteobacterias (LIU, 2015) através da fermentagdo anaerdbica.

Entre os virus encontrados, houve a predominancia dos bacteri6fagos nas
amostras analisadas. Bacteriofagos sdo virus que infectam bactérias e a maioria dos
virus ambientais sdo fagos (DELWART, 2007). O resultado desse estudo corrobora com
a pesquisa de Rosario et al. (2009), que caracterizou por metagenémica a comunidade
viral encontrada em agua de re(iso e comparou com virus em agua potavel. Concluiu
que os bacteriéfagos dominaram a comunidade viral de DNA tanto em agua de redso
quanto em &gua potavel (ROSARIO et al., 2009). Ainda, destaca que as informacdes
sobre os virus presentes na agua de reGso podem ser usados para identificar novos
bioindicadores de qualidade de agua (ROSARIO et al., 2009).

8.4 ANALISES COMPARATIVAS DOS METAGENOMAS
A ecologia microbiana busca estudar como os microrganismos formam simbioses

com eucariotos, competem e se comunicam com outros microrganismos, adquirem

nutrientes e produzem energia (HANDELSMAN, 2004). A metagendmica possibilita
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entender essas relacdes, e 0 desafio dessa area é vincular as informacgdes genémicas ao
organismo ou ecossistema do qual o DNA foi isolado (HANDELSMAN, 2004).

A metagendmica possibilita analises sobre a competicdo e comunicacao
microbiana, entendendo que a competicdo por recursos entre 0s membros da
comunidade, seleciona diversos mecanismos de sobrevivéncia, incluindo antagonismo,
andlise das relagBes interespecificas em que uma espécie impede pela sua presenca o
desenvolvimento de outra (DAJOZ, 2005), as analises de mutualismo (relacdo em que
as duas espécies tiram vantagens) entre os membros (DAJOZ, 2005; HANDELSMAN,
2004). Nos graficos 13, 14, 17, e 18 estdo apresentados as comparacdes entre as
amostras de esgoto e as de redso. Observa-se que apesar do tratamento sanitario pelo
qual as amostras passaram, alguns microrganismos como Pseudomonas, Enterobacter,
Aeromonas entre outros, aumentaram a sua proporcdo. O estudo desenvolvido por
Kauser; Ciesielski; Poretsky (2019) mostrou que embora alguns microrganismos, como
os membros do género Bacteroidetes, sejam inibidos pela desinfec¢do por UV, e a
diversidade geral da comunidade microbiana diminua ap6s o tratamento de esgoto,
muitos microrganismos ndo apenas sobrevivem, mas permanecem ativos. Isso inclui
organismos comuns derivados da estacdo de tratamento, como Comamonadaceae e
Pseudomonas, que foram mais abundantes no efluente tratado do que no efluente nao
tratado (KAUSER; CIESIELSKI; PORETSKY, 2019). Ainda, cita que esses
organismos quando inseridos em agua de rio para imitar as condicdes ambientais,
podem persistir no meio ambiente e potencialmente melhorar suas fun¢des microbianas,

como nitrificagdo e resisténcia a antibioticos.

Os gréficos 15, 16 e 19 que trazem as comparagdes entre as amostras de reuso,
demonstram que o tratamento sanitario que utilizou cloro, para a amostra de reuso
clorado ocorreu menores percentuais de procariotos em relacdo a outras amostras de
redso, inclusive na analise de procariotos de importancia sanitaria. Francy et al., (2012)
demonstraram que a desinfecgcdo por ultravioleta ou cloro apds tratamento de esgoto
proporciona remocdes significativas de todos os indicadores bacterianos. Gomez-
Alvarez, Revetta e Domingo (2012) citam que embora ambas as estratégias de
desinfeccdo visem mitigar a presenca de patogenos, elas ndo erradicam completamente

o crescimento de microrganismos em estacdes de tratamento de &gua.



117

Abordagens metagendmicas fornecem dados para uma compreensdo mais
abrangente da ecologia microbiana do sistemas de distribuicdo de agua em relacdo aos
tratamentos (GOMEZ-ALVAREZ; REVETTA; DOMINGO, 2012).
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9. CONCLUSAO

A &gua de relso é utilizada para consumo humano em paises como Namibia e
Estados Unidos (MOURA et al., 2020). No Brasil, as tecnologias utilizadas para o
tratamento da agua de relso, ndo estdo sendo capazes de retirar poluentes a nivel de
coliformes o que inviabiliza o uso potavel. A presenca de contaminates foi demonstrada
em todas as amostras de &gua de redso.

Métodos moleculares independentes do processo de cultura celular para detectar
marcadores genéticos de contaminagdo parecem promissores, uma vez que Sa0 uma
medida sensivel de identificacio da contaminacdo fecal por diferentes origens,
principalmente quando sdo relacionados com genes especificos ao hospedeiro. Foi
possivel associar o amplicon com as fontes poluidoras de origem humana, até mesmo
em amostras que apresentaram auséncia de E. coli. O emprego de conjunto de
marcadores moleculares de poluicdo (marcadores de virus, bactérias e protozoarios)
identificados nas analises metagenémicas pode ser utilizado em outros tipos de agua

para indicar a contaminacao por esgoto domestico.

A deteccdo de procariotos de importancia sanitaria em todas as amostras de agua
de reGiso indicam que contaminantes persistem em todas as amostras analisadas. Até
mesmo no redso clorado, que teve menores proporgdes. Portanto as formas de
tratamento sanitario utilizadas ndo tém sido eficientes para elimina-los. Concluimos que
houve a predominancia de Proteobactérias e Bacteriofagos nas matrizes ambientais
estudadas. E que pesquisas relacionadas a Bacteriéfagos ambientais precisam ser
ampliadas uma vez que existem poucos dados na literatura diante a relevante

importancia desses, como insumos em biotecnologia e nas terapias por fagos.

Os resultados das andlises com relso clorado demonstraram que este pode ser
recomendado para atividades de contato humano direto (priméario), como limpeza de
pisos, limpeza urbana, descargas sanitarias, controle de incéndios. No entanto, ndo
recomendado para agricultura ou rega paisagistica, pois apresentou abundancia de

Acidovorax, que € um fitopatogeno.
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Os resultados das analises com retso polido e com redso bioldégico demonstraram
que essas aguas podem oferecer risco de contato primario, devido a presenca de
bactérias patogénicas. Contudo séo indicadas para rega agricola por gotejamento, desde
que ndo haja nenhum contato com humanos, nem com as partes superiores das plantas.
As bactérias responsaveis pela fixacdo de nitrogénio, contribuem com o
desenvolvimento das plantas. Em relacdo as bactérias patogénicas, leva-se em
consideracao que essas ndo sdo absorvidas pelas radiculas das plantas.

A biodiversidade das espécies encontradas refor¢a a necessidade das pesquisas
envolvendo &gua de reuso, de modo garantir a seguranca sanitaria para uso em
diferentes fins. A persisténcia de contaminantes ap6s tratamento para producgdo de agua
de redso empregados no Brasil, sugere a necessidade de investigacdo de métodos que
possam garantir a qualidade sanitaria dessa matriz. A agua de reldso que apresentou
menor diversidade de contaminantes foi a de redso clorado. Isso demonstra que o cloro
ainda € um importante saneante, sendo, esse tratamento, o melhor dentre os avaliados a
partir das amostras. E urgente adequar a legislacdo nacional para que a agua de reso
atenda a parametros de qualidade existentes em outros paises, e que assegure o padrdo

sanitario de importancia para a sadude publica.

O esgoto biol6gico apresentou niveis sanitarios em piores condi¢@es que o0 esgoto
polido, sendo detectado niveis de Coliformes Totais 119 vezes maiores do que no

esgoto polido, e para os niveis do bioindicador E. coli 37 vezes maiores.

A agua potavel como esperado apresentou 0s niveis dos pardmetros sanitarios
compativeis com os recomendados pela normativa brasileiras. Contudo os dados das
anélises metagendmicas indicaram tragos de DNA de procariontes de importancia

sanitaria, como Mycobacterium e Escherichia.

Com esse estudo sugerimos o diagnéstico de um conjunto de microrganismos
através de marcadores moleculares de acordo com a destinagdo que serd dada a agua de
redso. Para uso domeéstico, descargas sanitarias, lavagem de pisos, lavagem de
automoveis e fins similares que haja a possibilidade de contato primario, sugerimos a
deteccdo dos seguintes microrganismos: Mycobacterium, Aeromonas, Pseudomonas,

além dos j& utilizados como Escherichia coli, Enterococcus, Bacteroides,
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Faecalibacterium, Methanobrevibacter smithii. Destacamos a importancia da pesquisa
dos virus Adenovirus e Polyomavirus humano pois sdo contaminantes que podem estar
presentes mesmo na auséncia de coliformes. Para agricultura, irrigacdo e fins similares
que ndo haja contato primario sugerimos a deteccdo de Acidovorax por ser um
fitopatdgeno. Para recarga de aquiferos, manutencédo paisagistica de lagos e canais que
ndo haja contato primario sugerimos a deteccdo de Aeromonas por ser patégeno em
peixes. Para dessedentacdo de animais sugerimos a deteccdo de microrganismo
encontrados nas amostras de reso que patdgeno em animais como Mycobacterium,
Aeromonas, Pseudomonas, Escherichia coli, Enterococcus, Bacteroides. Para agua de
retiso destinada a consumo humano sugerimos a pesquisa dos mesmos microrganismos
listados para atividades de contato priméario por pesquisa molecular além dos ensaios de
microbiologia ja regulamentados. Destacamos que o0s parametros fisico - quimicos dao

suporte aos ensaios bioldgicos sendo necessario para um diagnoéstico definitivo.

Este estudo foi pioneiro no pais, e podera oferecer perspectivas para uma mudanca
nas politicas publicas voltadas para aguas e efluentes. Além de contribuir para a

discussao do futuro do saneamento, pois esse debate ainda é prematuro no Brasil.

A ciéncia tem o compromisso de fornecer dados para amparar as leis que regulam
a utilizacdo de &gua de reuso no Brasil, em especial, ao tocante qualidade sanitaria, e

assegurando que ndo haja danos a satde publica e ao ambiente.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante ao volume de dados gerados por esse trabalho, alguns dos desdobramentos

sad listados a sequir:

- Padronizar ensaios multiplex PCR para a analise da qualidade da 4gua de reiso com 0s
indicadores sugeridos de acordo com a destinagéo prevista;

- Ampliar e aprofundar as analises metagenémicas a nivel de género e espécie;

- Ampliar e aprofundar as analises dos virus encontrados.

- Fazer correlagdes ecoldgicas

- Avaliar a presenca de novos genes de importancia sanitaria, ou de resisténcia a
antibidticos que possam ser explorados em sistemas de biorremediacdo ambiental.

- Contribuir para a discussao do plano de sanemento basico.
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Microrganismos Iniciadores | Genes Sequéncias Bandas | Referéncias Bibliogréaficas
Bactérias
. . (HARWOOD et al., 2009),
. HF183F 5-ATCATGAGTTCACATGTCCG-3 \
Bacteroides Humano Bac708R 16S rRNA 5 CAATCGGAGTTCTTCGTG-3' 525 pb ((I\él;%:egtgaelt gld,lig)lz),
Methanobrevibacter smithii | Mnif-342f | .. 5-AACAGAAAACCCAGTGAAGAG-3 | ,o1 E;%‘gigvé'éﬁoéa' 2011)
Mnif-363r 5-ACGTAAAGGCACTGAAAAACC-3' P (MCQUAIG et al. 2008)
Echerichia coli UIdA298F | .o\ 5-AATAATCAGGAAGTGATGGAGCA-3 | . | (Sauer etal.,2011),
uidA884R 5' CGACCAAAGCCAGTAAAGTAGAA-3 PO | (BOWER et al., 2005)
M66_M107
. 5. TCTTTTCCTCACTACGCTAAGTG-3' (ROSLEV; BUKH, 2011),
Enterococeus faecalis mg;EFR 165 rRNA 5-CCTCTCCACTGTAAGGTCAAATC-3 | 01PP | (SOULE etal., 2006)
. . HFB F 5-GCTTTCAAAACTGGTCG-3' (ROSLEV; BUKH, 2011),
Faecalibacterium HFB R 165 rRNA 5-GAAGAGAAAACGTATTTCTAC-3 399Pb | (7HENG et al., 2009)
- . . Bi-DEN 1 5-ATCCCGGGGGTTCGCCT-3' (ROSLEV; BUKH, 2011),
Bifidobacterium dentium Bi-DEN2 | 105 TRNA 5-GAAGGGCTTGCTCCCGA-3' 387PD" | (BONJOCH et al., 2004)
. . _ |Bi-aDO 1 5-CTCCAGTTGGATGCATGT-3 (ROSLEV; BUKH, 2011),
Bifidobacterium adolescentis | g Apg | 165 TRNA 5-CGAAGGTTGCTCCCAGT-3" 219Pb | (Bonjoch et al. 2004)
Virus
Adenovirus HAJVF 5-GCCTGGGGAACAAGTTCAGA-3'
HAdV R HadV types 40,41 5 GCGTAAAGCGCACTTTGTAAG-3 137 pb | (Wolf et al., 2010)

) SM2 F o 5-AGTCTTTAGGGTCTTCTACCTTT-3 (McQuaig et al., 2009)
Polyomavirus humano (HPyV) | pe'n T-antigen 5-GGTGCCAACCTATGGAACAG-3' 173Pb 1 iarwood et al., 2009)
Protozoarios

. . . . - - etal.,
Giardias GTF vetagiardin 5-AGCCCGACGACCTCACCCGCAGTG3'| Ly | (ZHENG et al., 2009)
Pp- G759R 9 5-AGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGA-3' PO | cAcCIO; POZIO, 2001)
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APENDICE 2 - PROTOCOLOS DAS REACOES DE PCR

PCR Reac6es Protocolos Anélises em gel de agarose
Bacteroides humanos 6,25 pL de agua mili — Q; Bacteroides humanos
M. smithii 2,5 uL de tampéo 10X; M. smithii 2%
E. coli 4uL de cloreto de magnésio (25mM); E. coli
20 L (1 uL ) 0,5pL de solugdo de cada iniciador
B. adolescentis (10mM); B. adolescentis
B. dentium 5 uL de solugdo dANTP( 2mM); B. dentium } %
0,5 pL de TAQ polimerase (5U);
Faecalibacterium spp. 1 pL de DNA extraido. Faecalibacterium spp. - 1%

1,25 pL de agua mili — Q;
2,5 UL de tampéo 10X;

E. faecalis 8uL de cloreto de magnésio (25mM); E. faecalis 2%
Adenovirus (1 uL ) 0,5uL de solugdo de cada iniciador | Adenovirus
HPyV (10mM);
Giardia spp. 5 uL de solucdo dNTP( 2mM); HPyV 15%
0,25 uL de TAQ polimerase (5U); Giardia spp

2 pL de DNA extraido.
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Microrganismos Iniciadores Ciclos
Bactérias
: HF183F
Bacteroides humanos Bac708R 5 minutos de desnaturagdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturagéo a 95°C por 1 minuto, | (HARWOOD et al., 2009)
- anelamento a 51,5°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 5 | (MCQUAIG et al., 2009)
M. smithii Mnif-342F minutos. otimizado
Mnif-363R
UidA298F 4 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 30
E. coli LidASS4R segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e extensdo | (BOWER et al., 2005)
final a 72°C por 6 minutos.
M66-M107 2 minutos de deshaturagdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 30
E. faecalis M66-M107R segundos, anelamento a 48°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 40 segundos e extensdo | (SOULE et al., 2006)
final a 72°C por 2 minutos.
HEB E 2 minutos de desnaturagdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacédo a 95°C por 1 minuto,
Faecalibacterium spp. HEB R anelamento a 55°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 30 segundos e extensdo final a 72°C por | (ZHENG et al., 2009)
7 minutos.
B. dentium E:BEH; 5 minutos de desnaturagdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 1 | (BONJOCH et al., 2004)
Bi-ADO 1 minuto, anelamento a 58°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C
B. adolescentis Bi-ADO 2 por 5 minutos.
Virus
HAJVE 5 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 45 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 15,
Adenovirus anelamento a 59°C por 60 segundos, extensdo a 72°C por 40 segundos e extensdo final a 72°C | (MCQUAIG et al., 2009)
HAJV R por 6 minutos
2 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 20
HPYV SM2 F segundos, anelamento a 55°C por 20 segundos, extensdo a 72°C por 20 segundos e extensdo | (MCQUAIG et al., 2009)
P6R final a 72°C por 2 minutos.
Protozoérios
GTF 5 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 30 | (CACCIO; DE GIACOMO;
Giardia spp. G759R segundos, anelamento a 65°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos e extensdo | POZIO, 2002)

final a 72°C por 7 minutos.
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ABSTRACT : The aim of this paper was to conceptualize water reuse based on different destinations, taking
into account the quality required for water security. A systematic review of the Brazilian literature was carried
out through bibliographical research focused on the themes: reuse water, wastewater use, gray water reuse,
water reuse legislation. An updated classification on the types of reused water was proposed and the need for
regulation at national level was noted, however considering the different types of reuse and destinations.
Futhermore, depending on the source, different destinations may be given for water reuse, taking into account
the risks to the present or persistent contaminant or pollutant after the producer treatment.
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I. INTRODUCTION

The Brazilian National Water Resources Politics aims to ensure the present and future generations the
necessary availability of water, in quality standards appropriate to respective uses; rational and integrated use of
water resources for sustainable development; preservation and defense against critical hydrological events of
natural origin or arising from the inappropriate use of natural resources [1].

Water is an essential right to life [2], thefore it is a priority issue for public health. The Brazilian
Constitution of 1988 [3], in Article 225, argues the preserving and conserving water in quality and quantity is to
protect the right to health, in addition, establishes the right of all to a balanced environment and a healthy
quality of life, as well as as the public duty to act in this matter. However, the scenario of chemical pollution and
biological contamination in water resources is increasing, reaffirming water as a finite natural resource. These
actions limit the availability of water for human consumption, becoming reuse of water or the term "reuse
water", the "current future”, one of the main strategies for sustainable development in water management to
ensure environmental balance and access to water for all in the future.

Indirect and unplanned reuse of water has been carried out by many municipalities and localities,
where an upstream region discharges sewage into the environment due to poor sanitation, the untreated sewage
follows, and water from the water resource is captured downstream. unintentionally and uncontrolled dilution in
environmental water, and water is collected for treatment and drinking destination [4].

In Brazil there are few municipalities and states that had regulatory aspects regarding reuse water. In
the federal constitution is writed that is a public duty ensure adequate and satisfactory legislation aimed at
reducing or preventing health risks and to intervene in health problems against the environment given the set of
health surveillance actions [3].

This paper aims to formulate the concept of reuse water in Brazil considered different destinations, to
propose an updated classification of reused water types and to reinforce the need for national regulation.

Il. METHODOLOGY
A systematic review study of the Brazilian literature was developed, and national bibliographic
research focused on the themes: reuse water, wastewater use, gray water reuse, reuse water legislation. The
bibliographic survey was conducted by consulting three electronic databases: Scientific Electronic Library
Online (SciELO), Web of Science and Scopus, with no published year interval. The laws and regulations were
consulted by the Google database.
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Comparative analyzes were made through concepts, patterns and conceptions presented in the documents and
articles, and was described the most cited.

I11. RESULT AND DISCUSSION

Reuse water was defined as the reused of water from treated sewage [5,6]. Sanitary sewage is the liquid
discharge consisting of domestic and industrial sewage discharged into public networks [7]. Domestic sewage
comes mainly from public and commercial residences and buildings which contain toilets, laundries and
kitchens [7, 8]. These authors divide the classification into black water and gray water. Black water is effluent
from toilets, basically containing faeces, urine and toilet paper or from faeces and urine separating devices,
having in its composition large amounts of faecal matter and toilet paper. On the other hand, it has a high
organic load and the presence of largely sedimentable suspended solids in high quantity [3]. The gray waters are
those effluent from washbasins, showers, tanks and washing machines and dishes [4]. Industrial sewage is waste
resulting from industrial processes, depending on the type of industry it has very specific characteristics, being
necessary to study each type of waste separately [7]. Although the general concept when describing water reuse
seems to lead to the understanding which all the different origins can become the same type of reuse water
(Figure 1). Ideally, depending on the source, different destinations may be given for water reuse, taking into
account the risks to the type (s) of contaminant or pollutant present or persistent after the producer treatment.

( DOSMESTIC |
\_ SEWAGE

¢ S
|
WATER

| GREYWATER | > neuge |<_, [ BLACKWATER |

7\

( INDUSTRIAL
\_ EFFLUENT /

Fig.1. Different sources of water reuse production.

Thus the reuse water always come from different type of sanitary sewage, whether from black water,
gray water or industrial sewage. Therefore, it was subjected to treatment steps in the Sewage Treatment Stations
(STS) and was subjected to a treatment step in the process of transformation into reuse water by somehow.

In the few legislations in Brazil found on the subject, at the municipal and state levels is described that
the use of rainwater is a type of reuse water [11-18]. However, rainwater had not been used in anthropogenic
processes. Although it is enviroment recycled water and can be a very important tool for water resource
management, but should not be confused with reuse water. Therefore, after it going through the natural
hydrological cycle this water will have its first use [19] become necessary to update the concept in the
regulatory aspects. According to the Brazilian federal constitution is a public duty to ensure adequate and
satisfactory legislation aimed reducing or preventing health risks and to intervene in health problems arising
from the environment, taking into account the set of sanitary surveillance actions [3].

The only Brazilian national regulation found was that of the Brazilian Association of Technical Standards -
NBR 13.969 / 97 [20], which defines reuse water in processes such as:

(i) Local reuse: sewage of essentially domestic or similar characteristics, treated sewage shall be reused for
purposes requiring non-potable but sanitary safe water quality. The type of reuse can range from simple
recirculation of rinse water from the washer, with or without treatment to toilets, to high-level removal of
car wash pollutants;

(if) Domestic wastewater: from domestic bathing, cooking and floor washing. In that case, it would be from
gray water;

(iii) Unplanned indirect reuse of water: occurs when water used for some human activity is discharged into the
environment and reused downstream in its diluted form unintentionally and uncontrolled. Walking to the
point of capture for the new user, it is subject to the natural actions of the hydrological cycle (dilution, self-
purification);
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(iv) Planned indirect water reuse: occurs when effluents, after being treated, are discharged in a planned manner
into surface or groundwater bodies to be used downstream in a controlled manner to meet any beneficial
use;

(v) Planned direct water reuse: occurs when effluents, after being treated, are sent directly from their discharge
point to the reuse site, not being discharged into the environment. This is the case with the highest
occurrence, intended for use in industry or irrigation.

This regulation, NBR 13.969 / 97 [20], provides a classification according to use and details quality parameters,
which are not in full agreement with the current legislation on bathing (CONAMA Resolution No.
274/2001) [21] and with Ordinance No. 5 [22], which provides for potability. In addition, there is no
relationship of parameter values that applies to all classes that consider health risks for bathing and
potability. It describes the following parameters by class:

(vi) Class 1 - Car washes and other uses that require direct user contact with water, with possible aspiration of
aerosols by the operator including fountains. Indicated parameters: Turbidity, Fecal coliform, Total
dissolved solids, pH and Residual chlorine;

(vii)Class 2 - Washing of floors, sidewalks and garden irrigation, maintenance of lakes and canals for landscape
purposes, except fountains. Indicated parameters: Turbidity, fecal coliform and chlorine;

(viii)  Class 3 - Reuse of toilet flush. Indicated parameters: Turbidity and fecal coliform;

(ix) Class 4 - Reuse in orchards, cereals, fodder, pasture for cattle and other crops by surface runoff or spot
irrigation. Indicated parameters: fecal coliform and dissolved oxygen.

In the state of Ceara legislation, Law No. 16,033 of June 20, 2016 [18], a classification for reuse water was

described as follows:

[1 Internal reuse: internal use of water reuse from activities carried out in the enterprise itself;

[1  External reuse: use of treated effluents from stations managed by sanitation service providers or third
parties, whose characteristics allow their use.

In the article 24, paragraph 3, of the Federal Constitution, it is described that as there is no federal law on
general rules, States must exercise full legislative competence to meet their peculiarities. Thus, in the absence of
national regulations, some states have developed state laws to ensure the use of reuse water for urban, agricultural and
industrial purposes. Only 7 of the 26 brazilian states presented in their laws and regulations references on concepts,
uses and applications of reuse water, they were: Rio de Janeiro (Law No. 7424/2016, Law No. 7599 24/2017),
Espirito Santo (Law No. 10,487 / 2016), Sdo Paulo (Law No. 16174/2015, Law No. 16,160 / 2015), Ceara (Law No.
16,033 / 2016), Bahia (Resolution No. 75/2010), Parana (Law No. 11,552 / 2012) and Rio Grande do Sul (Law No.
6616/2006). On the other hand, these laws bring considerations about the use of rainwater as reuse water applications,
which configures no guaranties for the process of technological treatment of this resource and nor does it fit with the
definition of this type of matrix in scientific studies.

Based on the result found in the analysis of state laws and regulations only states of the Bahia
(Resolution No. 75/2010) [11] and Parana (Law No. 11522/2012) [17] considered parameters of reuse water
quality. The legislation of the state of Ceara (Law n° 16.033 / 2016) [18] does not bring any notes on quality
parameters, but it describes responsability for its Secretariat of the Environment and the State Superintendent of
Environment to oversee the quality of reuse water.

At national level, there is no specific wastewater legislation that includes concepts, classifications and
quality standards which ensure the reuse water for different destinations, with safety necessary for humans,
animals and the environment.

Resolution no. 54/2005 of the National Council of Environment (CONAMA) delegates to the specific
guidelines, criteria and parameters for the reuse modalities, defined in the items which will be established by the
competent organs. Whichever, there is no mention of the competent bodies to make specifc regulation. The bill
No. 54 of presented in the year 2016, provided for water supply from alternative sources, reused water.
However, it did not cited any quality assessment parameters, and so far has not become national law.

Therefore, it is necessary to consider the creation of specific legislation for the different reuse systems
to avoid risks to human and environmental health. Reuse water quality parameters should take into account the
origin and destination of each type of reused water (Figure 2):

* Local or internal reuse - for new developments (building reuse systems) from gray water;

« External reuse - from water reuse treatment plants (WWTP);

« Industrial reuse - internal reuse of reused water from industrial activities of the enterprise itself or from
external reuse.
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Fig. 2. Relations considered for reused water.

DESTINY

In addition to the different types of use and quality parameters associated with the use of
reused water, the law on the subject should contain or encourage discussion about the possibility of
using reused water for potable purposes. Despite being controversial use and there is currently no
safety for such use, provision should be made for use in critical cases.

1V. CONCLUSION

The classification for reused water should be made according to its origin, respecting the

particularities
of the water treatment. The quality parameters evaluated should take into consideration whether there is
primary
or secondary contact, regardless of origin, type, classification as it should not pose a risk to the handler.
If there
is primary contact in handling should be more restrictive, if there is no contact should still ensure quality
not to
endanger the environment.
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ARTIGO 2: AGUA DE REUSO: UMA ALTERNATIVA SUSTENTAVEL PARA
O BRASIL.

Water Reuse, a Sustainable Alternative: Literature Review

Priscila Gongalves Moura; Felipe Nicolau Aranha; Natasha Berendonk Handam; Luis

Eduardo Martins; Maria José Salles; Elvira Carvajal; Adriana Sotero-Martins.

Resumo

As motivacOes para busca de solucbes e alternativas que pode diminuir o estresse
hidrico é evidentemente importante. Mesmo que renovaveis, 0s recursos hidricos de
qualidade e potabilidade sdo escassos. Como alternativa, o reuso pode ajudar a diminuir
0 uso de aguas potadveis para atividades que ndo necessitam de potabilidade. Este
trabalho teve como objetivo realizar revisao da literatura sobre dgua de redso a partir da
definicdo de alternativa sustentavel e racional para uso da &gua. Realizou-se um
levantamento bibliografico do periodo de julho a dezembro de 2017 nas bases de dados
MedLine, Lilacs, Embase e ISI. Com a revisdo bibliogréfica foi possivel identificar que
0 tema redso vem sendo debatido para a gestdo, padronizacdo e riscos associados a
utilizacdo. No Brasil ndo ha uma a nivel nacional que regule 0 uso e determine o0s
padrdes de qualidade da &gua de redso, no entanto nas quatro regides brasileiras foi
observado que ha sete estados brasileiros com legislacbes e normas sobre o tema.
LegislacOes internacionais apresentam uma relacdo abrangente de parédmetros que
podem ser utilizados como pardmetro no debate para a legislacdo brasileira. Trabalhos
produzidos pela comunidade académica fundamentam os riscos sobre esse tipo de agua.
Publicagdes cientificas sobre agua de reuso devem ser estimuladas, assim como
legislacBes mais detalhadas descrevendo os tipos de agua de relso assim como 0S
padroes de riscos relacionados.

Palavras- chave: Agua de Reuso, Agua Residuaria, Legislacio, Qualidade da agua.

Abstract

The objective was to carry out a review of the literature on reuse water from the
definition of a sustainable and rational alternative for water use. A bibliographical
survey was carried out from July to December 2017 in the MedLine, Lilacs, Embase
and ISI databases. A total of 4,802 articles were identified, of which 674 were excluded

because they were duplicates. After evaluation of the titles, 3,305 articles were excluded
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and from the reading of the abstracts of the 103 remaining articles, 19 articles were
selected for the complete evaluation of the texts and 10 for the synthesis. Survey of
national and international legislation on the subject was carried out until 2017. The
bibliographic review showed that the reused topic has been discussed with notes to the
management, standardization and risks associated with the use. There is no national
Brazilian legislation that regulates the use and quality standards of reuse water.
However, the literature points to only seven Brazilian states with legislation and norms
on the subject, with the states of Ceara, Parana, Bahia and S&o Paulo presenting the
most detailed. International legislations present a comprehensive list of parameters that
can be used in the discussion of Brazilian national legislation. Works have been
produced by the academic community, basing the risks on this type of water. Scientific
publications on reuse water should be encouraged as well as more detailed legislation
describing the types of reuse water as well as related risk patterns.

Keywords: reuse water, legislation for reuse water, quality standards for reuse water;
types of reuse water.

Titulo resumido do artigo: Agua de Relso no Brasil

INTRODUCAO

A escassez hidrica é uma problematica de regides aridas, semi-aridas e de outras
regibes com recursos hidricos sazonalmente abundantes, mas insuficientes para
satisfazer demandas elevadas de consumo (HESPANHOL, 2002a). A utilizacdo da agua
de reuso segura possibilita que a oferta de agua potavel seja destinada para fins
essenciais, enquanto que a de re(so seja direcionada para outros fins, tais como
atividades agricolas, irrigagdo paisagistica e limpeza urbana (PINTO et al., 2014).

Lavrador Filho (1987) descreve que a agua de retiso € o “aproveitamento de aguas
previamente utilizadas, uma ou mais vezes, em alguma atividade humana, para suprir as
necessidades de outros usos benéficos, inclusive o original”. A PROLAGOS (2015) cita
que a agua de retso é o produto de uma técnica de refinamento do esgoto tratado e
polido. BARROS et. al. (2015), define que &gua de redso é a reutilizacdo de &guas,
estas provenientes de efluentes tratados.

A agua de retso é o produto de um esgoto tratado e polido. Em algumas
situacOes, 0 esgoto passa pelas etapas de tratamento nas EstacOes de Tratamento de
Esgoto (ETE) e posteriormente passa pelas etapas de tratamento de &gua de redso
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(ETAR) (PROLAGOS, 2015). Tecnologias alternativas visando o tratamento e
refinamento de &gua de esgoto vem sendo levantadas como proposta para uso de fins
potaveis.

Tratamentos como a adsor¢éo em carvao ativado, oxidagdo com ozonio, dioxido
de cloro e peroxido de hidrogénio, separacdo por membranas (microfiltracdo,
ultrafiltracdo, nano-filtracdo e osmose reversa), eletrdlise reversa, troca ionica,
destilacdo e precipitacdo quimica sdo as principais tecnologias no que se refere ao
tratamento das &guas residudrias para reiso (MANCUSO E SANTOS, 2013;
MIERZWA e HESPANHOL, 2005; TCHOBANOGLOUS et. al., 2003).

Contudo, héa incertezas cientificas entorno da destinacdo desta agua, pois
micropoluentes podem persistir a processos de tratamento pelo grande volume de agua
de reuso tratada diariamente (SCARPA et al., 2011).

O reGso da agua, até 0 momento, possui duas modalidades, dentre eles: agua de
rediso e agua reciclada. A denominacgdo do termo agua de reiso confunde-se, no popular,
com o aproveitamento de aguas pluviais (4gua reciclada). O aproveitamento da &gua
pluvial pode ser um instrumento muito importante para gestdo dos recursos hidricos.
Contudo ndo deve ser considerada como agua de redso, pois, apds passar pelo ciclo
hidrolégico natural esta agua captada tera sua primeira utilizacdo (FIORI;
FERNANDES; P1ZZ0O, 2005).

Quanto a classificacdo, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1973) define que
a agua de reuso pode ser classificada como reuso indireto (planejado e ndo planejado),
retso direto e reciclagem interna. No entanto, varios autores se empenham nesta
discussdo sobre a definicdo (LAVRADOR FILHO, 1987; WESTERHOFF, 1984). A
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) n° 13.969/97 (ABNT, 1997),
classifica quanto a forma de aproveitamento como reudso local, redso direto planejado e
redso indireto (planejado e nédo planejado).

No Brasil, a 4gua de redso esta sendo aplicada em diversas atividades néo
potaveis como na agricultura, irrigacdo paisagistica, limpeza urbana, lavagem de
veiculos e em sanitarios nos shopping centers. Em 2014 foram retomadas as discussdes
no sudeste sobre a utilizagdo da &gua de reuso, por conta da crise de abastecimento no
sistema Cantareira em S&o Paulo provocado pela estiagem de chuvas, ja que havia a
possibilidade de tornar a &gua de redso distribuivel para o consumo humano
(MARENGO et. al., 2015).
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Contudo, esta medida pode representar riscos a saude publica no Brasil. Ndo ha
legislacBes especificas e padrbes reguladores no pais para dar suporte a este instrumento
de gestdo ambiental, que garantam a qualidade e seguranga na utilizagdo da agua de
re(so para contato primario muito menos para o consumo humano. Neste cenario,
pesquisas, discussdes e debates sdo necessarios para definir a utilizacdo da agua de
rediso e os critérios de seguranca sejam para fins potaveis e ndo potaveis acreditando que
num cendrio de escassez hidrica extrema possa utilizar este recurso como estratégia.

Neste sentido, o presente artigo teve como objetivo contribuir para a discussdo
sobre a legislacdo de agua de redso no Brasil, no que se refere a parametros de
qualidade e uso seguro, em comparacdo com as legislacGes internacionais e nacionais

vigentes, posto que ndo exista definigdo juridica brasileira nacional até 0 momento.

METODOLOGIA

O estudo caracteriza-se como descritivo, com fonte de dados documentais.
Buscando pela coleta de dados mais ampla possivel, optou-se pela pesquisa de
informacBes em trés bases de dados eletrdnicas: Scientific Electronic Library Online
(SciELO), Web of Science e Scopus, sem intervalo de ano publicado.

Foram consultados também normatizagdes e padronizacdes, datadas até
dezembro de 2017, sobre a utilizacdo de agua de relso: nacionais brasileiras (niveis
federal, estadual e municipal); e internacionais (paises dos seis continentes do Mundo).
Além da utilizacdo da base de dados do Google para encontrar reportagens e
documentos sobre o assunto.

O levantamento de informagOes aconteceu durante os meses de julho a
dezembro de 2017. Utilizou-se os descritores na lingua portuguesa “agua de retso” e
“retso de agua cinza”, tendo como sindnimo “uso de aguas residuais”. Os descritores
equivalentes na lingua inglesa foram “Wastewater use”, “Water reuse” e “Greywater
reuse”.

Para os critérios de elegibilidade utilizados para inclusdo dos artigos foram
adotados: publica¢des nos ultimos dez anos, documentos escritos nas linguas portuguesa
e inglesa, artigos indexados e originais, artigos e documentos que abordam legislacdes e
normas, publicacdes em anais de congressos, monografias, teses e dissertacoes.

Os critérios de exclusdo foram: os documentos que ndo atenderam aos critérios

de elegibilidade e que contenhas os termos e palavras chaves na lingua portuguesa
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“agua de chuva”, “dgua reciclada”, tendo como sindnimo “agua pluvial” e a busca na
lingua inglesa equivalente “Rainwater” e “Water Recycling”.

Dentro da temética do reuso foi observado nos artigos escolhidos o risco para
salide, métodos e tecnologias de tratamento, tipos de uso, gestéo, padrdes e legislacoes,
estudo de casos, discussdo sobre as possibilidades do uso, a percepcdo da sociedade
sobre o tema. Foram identificados 4.802 artigos, destes 674 foram excluidos por serem
duplicata. Apds avaliacdo dos titulos dos artigos, 3.305 artigos foram excluidos e a
partir da Leitura dos resumos dos 103 artigos restantes, 19 artigos foram selecionados
para a avaliacdo completa dos textos e 10 para compor o Quadro 1 de sintese (em

anexo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao cientifica relacionada com o tema agua de reuso

O tema reliso de agua € datado desde a década de 60, porém somente apds 0s anos
2000, que o assunto teve maior relevancia no meio cientifico. O aumento das
publicacbes cientificas, pode ser explicado devido ao consenso mundial sobre a
problemética da escassez de &gua potavel no mundo. Além disto, eventos mundiais
sobre meio ambiente ocorridos nas décadas passadas, como Eco 92, Agenda 21, entre
outros também trataram sobre o tema (BUCHMANN e PROCHNOW, 2016).

“A Agenda 21, documento produzido pela Conferéncia das
NacgOes Unidas sobre Meio Ambiente Desenvolvimento,
realizada no Rio de Janeiro em 1992 com o objetivo de enfrentar
os desafios ambientais do seculo XXI, também dedicou
importancia especial ao redso, recomendando aos paises
participantes a implementacdo de politicas de gestdo dirigidas
para 0 uso e reciclagem de efluentes, integrando protecdo da
salde publica de grupos de risco com praticas ambientais
adequadas.” (HESPANHOL, 2002b)

A producdo cientifica vem crescendo tanto em quantidade como em qualidade,
nota-se que novas técnicas e tecnologias, analises de custos, métodos de monitoramento
e gerenciamento dos recursos hidricos foram estudas e aplicadas (ABOURACHED et
al., 2016; (AL-ALI; FILION, 2015)).
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A sintese dos dez artigos de maior relevancia selecionados neste estudo sobre o
tema nos ultimos 10 anos, apontam que a disponibilidade hidrica ndo uniforme nos
contextos geograficos e temporal, e que as baixas disponibilidades hidricas por pressao
de demanda em areas populosas sejam os indicadores dos graves problemas
relacionados ao uso de agua (Quadro 1 — em anexo). Percebe-se que a destinacdo ou
possivel uso ndo é mais uma preocupacao central, as discussdes se basearam na gestéo,
padronizacdo na qualidade da &gua e riscos associados a utilizacao.

Autores como Mujeriego et al. (2017) e Bizari e Cardoso (2016), argumentam
que a gestdo dos recursos hidricos é de suma importancia, pois definird o papel da agua
de reuiso dentro do sistema. Além da gestdo, deve-se considerar a aceitacdo por parte da
populacdo, visto que uma méa imagem do recurso pode criar mitos e paradigmas que
dificultam a adesdo da sociedade ao tema (BAKARE et al., 2015; HESPANHOL,
2008).

Entretanto, mesmo que se tenha uma excelente gestdo e marketing da agua de
relso, deve-se atentar quanto a seguranca na utilizacdo desse recurso. Os riscos
associados ao uso devem ser mapeados e considerados em cada aplicacdo. Todos 0s
autores listados no Quadro 1 destacam a importancia da avaliacdo dos riscos.

A inexisténcia de padronizacdo na qualidade da &gua de redso para diferentes usos
provoca insegurancga por parte dos projetistas e executores para sua aplicagdo no Brasil
(CASTILHO e OLIVEIRA, 2018). Em virtude disso, existe grande relevancia em
abranger a discussdo acerca das normativas e legislacdes a respeito da agua de reso no
Brasil. O pais tem potencial para se tornar referéncia na tematica, posto que é uma
nacdo que seu maior poder econdémico € a agricultura, detendo de grande potencial
hidrico a ser preservado e com grande pressdo de demanda por recursos hidricos no
meio urbano. O debate sobre a percep¢do e mudanca de paradigma para tonar a agua de
retiso uma realidade para ajudar na gestdo dos recursos hidricos é de suma importancia.
Visto que se torna mais essencial a busca por solucgdes, a medida que o crescimento

populacional ndo cessa.

Classificagéo ou tipos de redso no Brasil

Destacaram-se duas propostas de classificagdo no Brasil: a da Associacdo
Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT) n° 13.969 de 1997 (ABNT, 1997), e a
legislacdo estadual do Ceard n° 16.033 de 2016 (GOVERNO DO ESTADO DO
CEARA, 2016). A Associacio Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) n° 13.969 de
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1997, que é a unica norma de abrangéncia nacional, classifica quanto a forma de
aproveitamento como: (i) Reuso local - esgoto de origem doméstica ou com
caracteristicas similares tratadas deve ser reutilizado para fins que exigem qualidade de
agua nao potavel, mas sanitariamente segura, tais como, irrigacdo, lavagem de pisos e
dos veiculos automotivos, descargas de vasos sanitarios, manutencao paisagistica dos
lagos e canais, pastagens, entre outros. O tipo de relso pode abranger desde a simples
recirculacdo de &gua de enxague da maquina de lavagem, com ou sem tratamento aos
vasos sanitarios, até uma remocéao em alto nivel de poluentes para lavagens de carros;
(if) Reulso direto - efluentes depois de tratados sdo encaminhados diretamente para o
local do retso de forma planejada; (iii) Reuso indireto - efluentes (tratados ou ndo
tratados) sdo descarregados nos corpos superficiais ou subterrdneos. Estes efluentes
podem ser captados na jusante de forma planejada ou ndo planejada. E estdo sujeitos as
acOes naturais do ciclo hidrolégico (depuracdo e autodepuracao).
A legislacdo estadual do Ceard n° 16.033 de 2016 (GOVERNO DO ESTADO
DO CEARA, 2016), que € o estado com a legislacdo regional mais atualizada, classifica
como: (i) Relso interno, como 0 uso interno de &gua de reGso proveniente de
atividades realizadas no proprio empreendimento; (ii) Redso externo, como o uso de
efluentes tratados provenientes das estacGes administradas por prestadores de servicos
de saneamento basico ou terceiros, cujas caracteristicas permitam sua utilizagéo.
Propomos neste trabalho uma classificacdo mais atualizada que considere a
origem da agua de retso, sendo: (i) Reuso local ou interno, o proveniente de aguas
cinzas a partir de reGso residencial (casa ou prédio) e retso de novos empreendimentos
comercias ou ndo. Considerando que segundo Fiori et al. (2005), as aguas cinzas s&o
aquelas provenientes dos lavatdrios, chuveiros, tanques e maquinas de lavar roupa e
louca; (i) Reuso externo, o proveniente de aguas negras (esgoto bruto) a partir de
estacOes tratamento de esgoto e que passam na sequéncia por estacdes de tratamento de
agua de reuso (ETE+ETAR). Considerando que,, de acordo com (GONCALVES,
2009), as aguas negras sao efluentes provenientes dos vasos sanitarios, contendo
basicamente fezes, urina e papel higiénico ou proveniente de dispositivos separadores
de fezes e urina, tendo em sua composicao grandes quantidades de matéria fecal e papel
higiénico, por isto apresentam elevada carga organica e a presen¢a de sélidos em
suspensdo, em grande parte sedimentaveis; (iii) Reuso industrial, o proveniente de
aguas a partir de atividades industriais do proprio empreendimento (retso direto

interno) ou a partir de redso externo.
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Riscos associados diante das modalidades de tipos de 4guas de redso

Autores como Lee et al. (2008) e Harwood et al. (2005), descrevem sobre as
incertezas da qualidade sanitaria da agua de reuso, que se relacionam a riscos associados
a saude mesmo por contato priméario a coliformes, parasitas e virus, 0s quais sdo
encontrados em abundéncia nas aguas residuais, e parte destes perpetuam nas diferentes
etapas de tratamento dos efluentes.

A qualidade da agua de redso deve ser considerada de acordo com a sua origem:
(i) Relso local - agua de redso de origem local, a partir de aguas cinzas espera-se uma
carga organica menor. Esta usada de forma direta, no domicilio, oferecera menor risco a
salde. Podemos citar como exemplo o uso de agua proveniente da lavagem de roupas
para a limpeza de quintais. Outro exemplo seria a utilizacdo de aguas cinzas para a rega
de plantas. Neste caso necessita-se de um tratamento prévio visando a retirada de
detergentes; (ii) Relso externo - considerando agua de relso a partir de estacdes de
tratamento de esgoto, a carga organica € altissima, sendo recomendados parametros de
qualidade mais restritivos. Apesar do avango das tecnologias de obtencdo da agua de
ret1so, micropoluentes podem persistir as etapas de tratamento devido ao grande volume
de &gua tratada diariamente (SCARPA et. al., 2011) e a propria resisténcia dos
microrganismos a essas metodologias, dentre eles, microrganismos ndo cultivaveis
como virus, bacteroides, metanobacterias e outros indicadores de poluicdo por fontes
humanas (MOURA, 2015). Destaca-se a preocupacdo com viroses que sdo humano
especificas como Adenovirus (LEE et. al., 2008; HARWOOD et. al., 2005), pois estes
patogenos tem sido detectados mesmo quando os indicadores de bactérias cultivaveis
(Escherichia coli) ndo excedem os padrdes recomendados ou até mesmo na auséncia
destes por metodologias tradicionais de cultivo (JIANG et. al., 2001; LIPP et. al.,
2001). Com isto, este tipo de agua de redso oferece risco pelo contato primario e ao
ambiente caso ndo seja avaliadas rigorosamente a qualidade e seguranga em seu uso.
(iii) Reuso industrial, que deve considerar o tipo de residuo original que levou ao
processo final de redso industrial tratado. Necessita assegurar que nao havera risco de
contaminacdo ao trabalhador que o manipula ou ser utilizado em &reas restritas onde
ndo ha contato humano. Os padrdes de qualidade devem atender as necessidades da
producdo industrial e o risco de contato a saide humana e ambiental.

Nas modalidades de reuso direto e indireto é preciso levar em consideracdo a

destinagdo do residuo sempre com padrdes que ndo oferecam riscos. O relso indireto €
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uma modalidade adotada por alguns paises como, por exemplo, os EUA, no Texas
utilizam o relso tratado para abastecimento de mananciais e recarga de aquiferos. A
agua de reuso é encaminhada ao subsolo e aquiferos da regido para ser diluida pelo
abastecimento natural de aguas. Esta medida reabastece 0os mananciais em estado de
seca e renova 0s ecossistemas aquaticos. Especialistas estimam que ap6s um periodo de
dois anos a &gua é novamente captada para o abastecimento humano (SCHWARTZ,
2015).

Riscos associados a presenca de poluentes quimicos e microbiolégicos

Os riscos associados a elementos presentes na dgua de reso podem ser também
devido a presenca de poluentes quimicos como hormdnios sintéticos, medicamentos
(analgésicos, antibidticos, reguladores lipidicos, anti-inflamatérios, horménios
sintéticos), substancias utilizadas em produtos de limpeza e higiene pessoal; compostos
aplicados na producéo de resinas e plasticos, aléem de hormdnios naturais (AQUINO et
al., 2013).

A presenca destas substancias em agua tém sido verificada nas Gltimas décadas,
sendo uma preocupacdo mundial (SANTOS et al., 2013), pois estes podem afetar os
receptores humanos e ambientais através de uma variedade de mecanismos, que podem
ser disfuncdo enddcrina, citotoxicidade e aumento da resisténcia dos microrganismos
aos antibioticos (SCARPA et al., 2011; FENT et al., 2006; PRUDEN et al., 2006).

Mesmo em baixas concentragdes, da ordem de pg.L-. e ng.Ls, apresentam risco
potencial para a salde humana e para 0 meio ambiente (ENDOCRINE SOCIETY,
2014; BILA e DEZOTTI, 2007). Dentre os riscos a saude, diversos estudos tém
verificado problemas relacionados a exposicdo a poluentes quimicos, tais como:
canceres (SOTO; SONNENSCHEIN, 2010), infertilidade em seres humanos e animais
(LAGOS-CABRE e MORENO, 2012), feminizagio de peixes (BARBER et al., 2012),
resisténcia bacteriana (KUMMERER, 2009), disturbios neuroldgicos como transtorno
do déficit de atencdo e hiperatividade e transtorno do espectro do autismo, bem como
depressdo (ENDOCRINE SOCIETY, 2014), sindrome do ovario policistico, diminuicao
da producéo de espermas no homem (TESKE e ARNOLD, 2008).

Os poluentes quimicos sdo continuamente e diariamente excretados no esgoto,
e 0s tratamentos convencionais ndo foram projetados especificamente para elimina-los,
por isto as estacdes de tratamento de esgoto e de agua ndo conseguem remover
completamente estas substancias (LUO et al., 2014; MIEGE et al., 2008), com isto estas
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sdo lancadas nos recursos hidricos, afetando a comunidade aquética, e podendo
contaminar as fontes para abastecimento de agua da populacdo (AQUINO et al., 2013),
como uma forma de retso indireto ndo planejado. Paralelo a isto, no Brasil ainda ndo
existe uma legislacdo especifica para agua de retiso e mesmo nas legislacdes existentes,
como Portaria de Consolidagdo n° 5 de 2017 (BRASIL, 2017) e nas Resolucdes
CONAMA 357 de 2005 (BRASIL, 2005) e 396/2008 (BRASIL, 2008) sdo deficitarios
0s padrdes de qualidade, como por exemplo, apenas cerca de 7% dos pesticidas
utilizados no Brasil estdo contemplados nestas Leis, além disto ndo sdo considerados 0s
interferentes enddcrinos nos padrdes de qualidade sanitaria da agua (SANTOS et al.,
2010).

Existem tratamentos eficientes para a remocao dos micropoluentes. A desinfecgédo
realizada com cloro possui potencial para a remocao e/ou transformacdo quimica de
compostos como sulfametoxazol, bisfenol A, 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona,
trimetoprim, acetaminofeno, nonilfenol e triclosan (CHEN et al., 2007; ALUM et al.,
2004). No entanto outras tecnologias sdo mais eficientes como é o caso da 0zonizagéo e
processos oxidativos avancados, que apresentam resultados bem sucedidos para o
tratamento de aguas residuais contendo produtos farmacéuticos e produtos para
cuidados pessoais e compostos quimicos desreguladores enddcrinos (OLLER et al.,
2011; VIRKUTYTE et al., 2010). Outra tecnologia para remocdo dos micropoluentes
da agua séo os processos de filtracdo com membranas por microfiltracdo, ultrafiltracéo,
nanofiltracdo e osmose reversa, que sao eficientes na retirada de micropoluentes
inorganicos como, por exemplo, nitrato, arsénico e flGor; e organicos como, por
exemplo, pesticidas, estrogénios (BOLONG et al., 2009; NGHIEM et al., 2004).

Quanto aos riscos microbioldgicos, 0s patdgenos presentes nas aguas de redso e
que tém importancia para a saude humana e ambiental classificam-se nos seguintes
grupos: bacterias, helmintos, protozoarios e virus (BARRELLA, 2008). Revisoes
recentes relatam a ocorréncia de microrganismos patogénicos em agua de reuso que
podem causar riscos microbiolégicos a salde publica, mesmo apds tratamento com
desinfeccdo com cloro como norovirus (EFTIM et al., 2017; FRANCY et al., 2012),
Salmonella spp. (FRANCY et al., 2012), Cryptosporidium (LIM; WU; JIANG, 2017).
Outros patdgenos encontrados em agua de redso sdo as bactérias como Escherichia coli
e 0 grupo de geohelmintos (MAY, 2009).
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Pode ocorrer a contaminacéo por patdogenos em qualquer modalidade de retso. No
entanto, possuem modalidades que apresentam menor risco como a irrigagao de jardins
por gotejamento utilizando &gua de relso. Riscos de contaminag¢do por microrganismos
podem ocorrer principalmente quando acontece o contato dos individuos com a agua de
reso, como por exemplo, realizando a irrigacdo por aspersdo direta, que pode
contaminar também os alimentos para consumo humano e animal, assim como pela
inalacdo de aerossois, e contato através da pele (MANCUSO; SANTOS, 2003).

No entanto, os riscos associados a exposic¢do rotineira ou acidental a &gua de reiso
contendo microrganismos ndo quer dizer que todos os individuos irdo adquirir doencas.
Além do grau de patogenicidade do microrganismo, isto dependera também das
condicGes do sistema imunoldgico, nutricional e do tipo de exposicdo de cada pessoa. O
nivel de patdgenos na &gua indica que existe um risco aumentado de se contrair uma
doenca (CORTES, 2010; PINTO et al., 2012).

Algumas das doengas e agravos a salide humana e ambiental associadas aos riscos
microbioldgicos e quimicos provenientes de aguas de redso podem ser observadas na

Tabela 1 em anexo.

Legislagdes

No Brasil, ndo ha uma legislacdo especifica para agua de reiso que garanta
qualidade sanitaria a nivel colimétrico e fisico-quimico para as diferentes possibilidades
de destinacdo. Na Tabela 3 (anexo) estdo comparados os parametros encontrados nas
legislagdes e normativas. A norma da ABNT n° 13.969 de 1997 (ABNT, 1997) fornece
instrucdes para “reuso de agua servida” e/ ou de esgotos tratados para o Brasil, e define
pardmetros de avaliagdo da qualidade da agua de retso de acordo com a classe de uso,
seja para lavagem de carros, lavagem de pisos, uso em vaso sanitario e rega de
hortali¢as. Determina também como acondicionar e distribuir de forma segura, e alerta
para o risco a saude publica pelo contato direto do usuario com a agua de redso. Os
parametros englobados pela norma n° 13.969 de 1997 ndo se encontram em
concordancia plena com as legislagbes vigentes para balneabilidade resolucéo
CONAMA n° 274 (BRASIL, 2001) e potabilidade Portaria de Consolidagdo n° 5 de
2017 (BRASIL, 2017), além disto, ndo hd uma relacdo de parametros que sejam
aplicados para todas as classes. Na Classe 1, que trata sobre a lavagem de carros e
outros usos que requerem contato direto do usuario com a agua, os valores fisico-

quimicos estdo em conformidade com os pardmetros da Portaria de Consolidagdo n° 5
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de 2017 e os padrdes colimétricos em concordancia com niveis excelentes de acordo
com a resolucdo CONAMA n° 274 para a balneabilidade. Na Classe 2, que trata sobre
as lavagens de pisos, calgadas e fins paisagisticos, o valor maximo permitido de cloro
residual para potabilidade é de 2 mg/L, e os niveis de coliformes estdo em conformidade
para a balneabilidade. Na Classe 3, que aborda o reluso nas descargas dos vasos
sanitarios, o valor maximo permitido de turbidez € de 5 uT igual ao pardmetro para
potabilidade, e os niveis de coliformes estdo em concordancia com o padrdo para
balneabilidade. Classe 4, que discute o reiso nos pomares, cereais, forragens, pastagens
para gados e outros cultivos através de escoamento superficial ou sistema de irrigacao
pontual, os valores ndo sem enquadram em nenhuma das legisla¢Oes citadas acima.

Vale ressaltar que uma norma nédo tem a mesma funcdo e importancia que uma
Lei. Na normativa, implementar as instrucdes é facultativo, em nivel de legislacédo é
obrigatdrio. A falta de legislacdo especifica dificulta a aplicacdo da agua de redso no
pais, devido a falta de orientacGes técnicas para a implantacdo dos sistemas de relso e a
respectiva fiscalizagdo de tais sistemas. Entre os objetivos da Politica Nacional de
Recursos Hidricos (BRASIL, 1997) consta que devemos assegurar a atual e as futuras
geracOes, a necessaria disponibilidade de agua, em padrdes de qualidade adequados aos
respectivos usos, contudo na realidade ndo é possivel identificar todas as atividades de
retso de agua no Brasil, sendo utilizada para fins agricolas em algumas regies de
maneira informal sem garantir a seguranca ambiental e para a saude publica. Torna-se
cada vez mais necessario institucionalizar, regulamentar e promover este setor, com a
criagédo de estruturas de gestdo, preparacédo de legislacdo, disseminacgdo de informacao, e
do desenvolvimento de tecnologias (ANA, 2017).

Dentre normatizagbes nacionais para aplicacdo de &gua de redso existe a
Resolugdo do Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH) n° 54, de 28 de
novembro de 2005 (BRASIL, 2006), que estabelece modalidades, diretrizes e critérios
gerais para regulamentar e estimular a pratica de reuso direto ndo potavel de agua, em
todo territério nacional. E traz em seu Art. 3° sobre as modalidades (e seus
componentes) do reuso direto ndo potavel de agua: | — reuso para fins urbanos; Il - reuso
para fins agricolas e florestais; Il — reuso para fins ambientais; IV — reuso para fins
industriais; V — reuso na aquicultura. A modalidade que se refere ao uso para a
agricultura: “II - retso para fins agricolas e florestais: aplicacdo de agua de redso para
produgdo agricola e cultivo de florestas plantadas”, ndo traz as outras diretrizes sobre o

tema, nem deixa claro quais sdo as legislagdes pertinentes que devem ser acessadas para
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verificar os métodos de andlises da agua e do solo, e sobre os limites maximos
permitidos dos pardmetros fisicos, quimicos, bioldgicos e de substancias quimicas no
solo. Fica evidente que é uma normativa nacional que esta incipiente e precisa fornecer
mais informacGes e estabelecer os parametros e métodos para avaliacdo da qualidade
sanitaria da agua de retso e do solo que a recebe para a agricultura e para cultivo de
florestas plantadas. Dessa forma, a Resolugdo n° 54 do CNRH apresenta as diversas
modalidades, diretrizes e critérios gerais para regulamentar e estimular a pratica de
reuso direto ndo potavel de dgua. Entretanto, apenas uma dentre as cinco modalidades
teve avancos, foi a Resolucdo CNRH n° 121, que estabeleceu as diretrizes e critérios
para a préatica de reuso direto ndo potavel de agua nas modalidades agricola e florestal.
Portanto, ha necessidade de agilizar as resolu¢des das demais modalidades.

Em 2016 surgiu um projeto de Lei no senado n° 58 de 2016 (BRASIL, 2016), que
dispde sobre abastecimento de agua por fontes alternativas abrangendo as modalidades:
| — Reuliso domeéstico potavel (para ingestao, preparacdo de alimentos e higiene pessoal,
em area urbana ou rural); Il — Relso doméstico ndo potavel (para fins domésticos,
exceto o potavel); Ill — Reulso urbano (para fins ndo potaveis, tais como irrigacdo
paisagistica, lavagem de logradouros publicos e veiculos, desobstrucdo de tubulacdes,
construcdo civil, edificacdes e combate a incéndio, em &rea urbana); IV — ReUso
agricola (para producdo agropecuéria); V — Reuso florestal (para o cultivo de espécies
florestais); VI — Reuso industrial (em processos, atividades e operacdes industriais);
VIl — Relso aquicola (para criacdo de animais ou cultivo de vegetais aquaticos). Neste
projeto de Lei obriga o abastecimento por fontes alternativas para as novas edificaces
residenciais, comerciais, industriais e as edificacdes, publicas ou privadas, construidas
com recursos da Unido ou das agéncias federais de crédito.

Avaliando as legislagdes por regides brasileiras, no sudeste, o estado do Rio de
Janeiro tem a Lei n° 7424 de 2016 (GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO,
2016), que obriga a utilizacdo de agua de redso ndo potavel pelos 6rgdos integrantes da
administracdo publica estadual direta, das autarquias, das fundac@es instituidas ou
mantidas pelo poder publico, das empresas em cujo capital do estado do Rio de Janeiro
tenha participacdo, bem como pelas demais entidades por ele controladas direta ou
indiretamente. Sinaliza que outros critérios podem ser estabelecidos em regulamentacéo
posterior. Define que a utilizacdo da agua de reuso nas seguintes finalidades: |-

Agricultura em geral; Il - Irrigacdo de &reas verdes, parques, jardins, areas turisticas,
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campos de esporte; 111 - Lavagem de veiculos pablicos de qualquer tipo; 1V - Lavagem
de pisos, patios e logradouros publicos; V - Outros usos similares.

Além desta, o estado do Rio de Janeiro tem a Lei n° 7599 de 2017 (GOVERNO DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2017), que dispOe sobre a obrigatoriedade das
industrias situadas no estado instalarem equipamentos de tratamento e reutilizacdo de
agua.

No Espirito Santo, a Lei n° 10.487 de 2016 (GOVERNO DO ESTADO DO
ESPIRITO SANTO, 2016) dispde sobre o programa de retiso de efluentes das estacoes
de tratamento de esgoto, minimizando a utilizacdo de agua potavel nos processos
industriais que ndo requerem potabilidade. A Lei cria incentivos que permite que 0
Executivo estadual estabeleca mecanismos de estimulo para que as empresas publicas e
privadas de grande porte e potencialmente poluidoras invistam na implementacdo do
programa de utilizacdo de &gua de reuso, proveniente de Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETEs). Aléem disso, a Lei determina que nos processos de licenciamento
ambiental das empresas potencialmente poluidoras sejam definidas condicionantes que
obriguem a utilizacdo de agua de reuso das ETEs, tanto da Companhia Espirito
Santense de Saneamento (Cesan) como do Servico Autbnomo de Agua e Esgoto
(SAAE) nos municipios. O projeto aprovado na Assembleia exige que a qualidade do
efluente seja monitorada pelas proprias ETEs e fiscalizado pelo Instituto Estadual de
Meio Ambiente e Recursos Hidricos (IEMA).

Em S&o Paulo, a Lei n° 16174 de 2015 (PREFEITURA DA CIDADE DE SAO
PAULO, 2015a) estabelece regras e medidas para fomento ao relso de agua para
aplicagdes ndo potaveis, oriundas do polimento do efluente final do tratamento de
esgoto, de recuperacdo de agua de chuva, da drenagem de recintos subterraneos e de
rebaixamento de lencol fredtico. Determina que a &gua de redso seja destinada para:
Lavagem de pisos, patios e logradouros publicos; Lavagem de lagos e fontes
ornamentais; Lavagem de caminhfes e carretas de lixo e péatios de transbordo de
residuos solidos urbanos (RSU); Lavagem de fachadas e jateamento para sua
recuperacdo e envidracamento, OperacOes de rescaldo ap6s incéndios, realizadas por
bombeiros. Construcdo civil: perfuragdes unidirecionais, em servigos de pavimentacao
asfaltica; Lavagem de veiculos. Determina que a qualidade da agua de reuso deve seguir
os parametros de qualidade fisico-quimicas e microbiolégicas compativeis com as
aplicacdes previstas e normas aplicaveis, porém ndo indica nenhuma legislagdo ou

norma vigente para ser seguida como referencial. Diferentemente de outras legislacGes
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estaduais pesquisadas, a Lei n° 16174 de Sdo Paulo faz uma recomendacdo especifica
para 0 uso na irrigacdo, desde que: | - Assegurado por avaliacdo agronémica que a
qualidade ndo causaré prejuizos a vegetacao, nem desagregacao de solo por acimulo de
sodio; 11 - Haja intervalo de tempo pés-aplicacdo, exposicdo ao sol, que limitem o risco
de contaminacdo de pessoas, animais domesticos e silvestres em contato direto com a
vegetacdo. Além disto, S&o Paulo tem uma legislacdo especifica para o uso em lava-
jatos, Lei n° 16.160 de 2015 (GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2015b), que
estabelece que os postos de gasolina e lava-rapidos devem fazer o relso da agua
utilizada na lavagem de veiculos, ap6s passar pelo processo de tratamento adequado. No
entanto, ndo recomenda um processo de tratamento.

No Nordeste, a Bahia, a partir Conselho Estadual de Recursos Hidricos
(CONERH), estipulou uma Resolucdo estadual n°® 75 de 2010 (GOVERNO DO
ESTADO DA BAHIA, 2010), que estabelece procedimentos para disciplinar a pratica
de reuso direto ndo potavel de agua, na modalidade reuso para fins agricolas e/ou
florestais: aplicacdo de agua de reuso para producdo agricola e cultivo de florestas
plantadas. A Lei utiliza as caracteristicas microbioldgicas recomendadas pela OMS para
agua em todos os tipos de retso para fins agricolas e/ou florestais. E define que para
utilizacdo do relso de esgotos sanitarios para fins agricolas e/ou florestais ndo ha
restricdio de DBO, DQO e SST, devendo as concentracBes microbiol6gicas serem
compativeis com as definidas nesta resolucdo. Ademais, 0 monitoramento deve ser
periddico, com definicdo do periodo pelo 6rgdo competente. E a aplicacdo de agua de
retso em solos agricolas e/ou florestais deve ser obrigatoriamente condicionada a
elaboracdo de projetos que atendam aos critérios estabelecidos pela resolucédo, entre
outros.

O estado do Ceard, com a Lei n.° 16.033 de 20 de 2016 (GOVERNO DO
ESTADO DO CEARA, 2016) dispde sobre a politica de retso de agua ndo potavel no
ambito do estado do Ceard, estabelece critérios com o objetivo de viabilizar e estimular
a sua acao no Ceard. Esta Lei proibe o uso de agua de redso para o abastecimento
humano e define as modalidades de relso de agua para fins: urbanos, agricolas,
florestais, ambientais, industriais e aquicultura. Responsabiliza a Secretaria de Recursos
Hidricos a fiscalizar a gestdo e infraestrutura relativa a agua de redso. A fiscalizacdo da
qualidade da agua de retso € de competéncia da Secretaria do Meio Ambiente e da
Superintendéncia Estadual de Meio Ambiente. Cita que todos 0s equipamentos,

tubulagdes e instrumentos utilizados com &gua de redso, devem ser identificados e
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diferenciados daqueles que utilizam agua potavel. Cria um selo de relso para usuarios
de &gua de relso interno e externos devidamente licenciados. E compete a Fundagéo
Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico — FUNCAP, a
responsabilidade por criar um programa de apoio ao desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico das préaticas de retso de agua.

No sul do pais, o estado do Parand, Lei n°® 11.552 de 2012 (GOVERNO DO
ESTADO DO PARANA, 2012), dispde sobre a obrigatoriedade do retiso de agua no
municipio de Londrina em edificacdes residenciais e comerciais a partir das aguas
cinzas das proprias edificacGes (retso local ou interno). As disposicdes desta Lei se
aplicam as obras novas e de ampliacdo e/ou reformas que tenham consumo de volume
igual ou superior a 20 (vinte) metros cubicos de agua por dia. Esta apresenta 0s
parametros de qualidade definidos pela Norma 13.969/97 da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 1997).

No Rio Grande do Sul, a Lei N° 6616 de 2006 (PREFEITURA MUNICIPAL DE
CAXIAS DO SUL, 2006), institui no municipio de Caxias do Sul, o programa
municipal de conservacdo, relso e uso racional da agua. Este programa tem a previsao
para ser aplicado dentro de 5 anos de forma a adequar as habitacdes, visando o0 uso
racional da agua e a utilizacdo de fontes alternativas.

Com excecdo da legislacdo do estado do Parand, o Projeto de Lei do senado n° 58
de 2016 e as legislacdes estaduais pesquisadas nao apresentam parametros de avaliacdo
da qualidade da agua de reuso, seja para fins potaveis ou ndo, ficando algumas vezes a
cargo das Secretarias do Meio Ambiente e das Superintendéncias Estaduais de Meio
Ambiente a competéncia de fiscalizar a qualidade deste residuo. Contudo de todas as
legislacBes estaduais avaliadas, a que apresentou-se mais completa é a Lei n.° 16.033 de
2016 do estado do Ceara (GOVERNO DO ESTADO DO CEARA, 2016). Encontram-
se em anexo as Tabelas 2 e 3 com a relacdo das legislagbes brasileiras e os parametros
de qualidade relacionados. Consideramos necessaria a criacdo de uma legislacédo
especifica para os diferentes sistemas de relso para evitar riscos a saude humana e
ambiental. Os parametros de qualidade da dgua de redso devem levar em conta a origem
da &gua de retso: redso local/interno, reliso externo ou retso industrial. E importante
também em uma legislacdo, citar como deverd ser os diferentes sistemas de reuso:
projetar sistema de abastecimento duplo, um para agua potavel e outro para agua de
rediso; cisternas e reservatorios separados, tubula¢des independentes identificadas com

cores diferentes. Todo o conjunto deve receber sinalizagdo indicando que aquela
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tubulacéo ou torneira fornece agua nao potavel.

Legislacgdes internacionais

O reGiso da agua é praticado desde tempos antigos em paises como China, India e
Egito na agricultura. Entre os séculos 18 e 19 utilizava-se reuso direto, de efluente ndo
tratado, para agricultura tanto na América do Norte quanto na Europa. No comeco do
século 20, os paises desenvolvidos diminuiram a préatica devido a poluicdo dos corpos
hidricos, visto que a utilizacdo de esgoto bruto era sem qualquer controle. Os paises em
desenvolvimento, como China, México, Peru, Egito, Libano, Marrocos, india e Vietnam
continuaram utilizando o relso na agricultura devido a quantidade de nutrientes
contidos na 4&gua (JIMENEZ-CISNEROS, 2014). OrganizagBes internacionais
elaboraram diretrizes estruturadas para a reutilizacdo de aguas. A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) refere-se somente a utilizacdo segura de &guas residuais para
agricultura, assim como a Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO). As diretrizes do Programa das NagOes Unidas para o Meio
Ambiente (UNEP) sdo voltadas para irrigacdo de campos de golfe e recarga de
aquiferos (SANZ e GAWLIK, 2014).

Na pesquisa realizada para o presente trabalho foi possivel encontrar dados de
diferentes legislacbes e normativas de 18 paises que utilizam agua de reuso,
demonstrados nas Tabelas 4 e 5 em anexo. A estrutura destas tabelas tiveram como
referéncia o documento “Water Reuse in Europa” elaborado pelo Comité Europeu
(SANZ e GAWLIK, 2014).

As primeiras diretrizes e padrOes sobre relso de adgua apareceram por volta do
século 20, onde os Estados Unidos, no Estado da California, em 1918 padronizou o uso
para irrigacdo agricola, sendo revisado durante 0os anos seguintes até os dias atuais
(ANGELAKIS e GIKAS, 2014; RODRIGUES, 2005). Nos EUA (1992), ndo ha uma
legislacdo nacional, ficando por responsabilidade dos estados (Arizona, Califérnia,
Colorado, Florida, Texas e Washington), o desenvolvimento de suas Leis. Na maioria
dos estados sdo permitidos os usos urbanos, doméstico (irrigacdo de gramados),
industrial, agricola, para construcdo civil, e definem classes e parametros para agua de
retso. Na legislacéo norte americana foi encontrado o documento “Guidelines for Water
Reuse” elaborado pela agéncia de protecao do Meio Ambiente Norte Americana (EPA -
United States Environmental Protection Agency), que determina os tipos de usos
possiveis e recomendagdes em pardmetros de qualidade, na Tabela 5 (anexo) (EUA,
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1992). Além deste guia foram consultadas legislacdes dos estados Arizona, Califérnia,
Colorado, Florida e Washington. No estado do Arizona existe a Lei “Title 18.
Environmental Quality; Chapter 9. Department of Environmental Quality - Water
Pollution Control” e “Title 18. Na California existe o documento “State Water
Resources Control Board”, onde estd compilado as legislagdes referentes aos recursos
hidricos. No Colorado contém a ‘“Regulation N°. 84 Reclaimed Water Control
Regulation” (EUA, 2017). Na Florida, ndo dispde de uma legislacdo em vigor, porém
estd em processo de aprovacdo da regulacdo “Reuse of Reclaimed Water and Land
Application” (ANGELAKIS; GIKAS, 2014), esta segue como referéncia o documento
da EPA, “Guidelines for Water Reuse” (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 1992). No estado de Washington, ndo existe uma legislacao
em vigor, mas ha um manual sobre a pratica do retso de agua. Todas as legislacdes
pesquisadas nos EUA possuem os parametros de qualidade recomendados pelo
“Guidelines for Water Reuse”. Outro pais na América do Norte que utiliza agua de
retso é o Canada, embora ndo exista uma legislacdo referente ao tema, existe a norma
“Canadian guidelines for domestic reclaimed water for use in toilet and urinal flushing”
(CANADA, 2010). Este documento recomenda a pratica do redso em sanitarios e
mictorios, e possui parametros microbiolégicos e fisico-quimicos.

Na Unido Europeia ndo ha padronizacdo para reuso de agua, no entanto estdo
fazendo estudos para elaboracdo de uma norma para diferentes usos e parametros para
0s paises associados. Atualmente os paises da comunidade europeia que contém
padronizacdo para o retso sdo Chipre, Franca, Grécia, Italia, Portugal e Espanha. Os
padrdes de Chipre, Franca, Grécia, Italia e Espanha séo incluidos como regulamentos na
legislagdo nacional. Em Portugal, as normas relativas a reutilizacdo das aguas séo
diretrizes, tomado em consideragdo pelo governo nacional ao emitir todas as licengas da
reutilizacdo da dgua no campo. Todos os padrdes avaliados referem-se a reutilizacdo de
efluentes urbanos e industriais, exceto os padrdes de Chipre e de Portugal que se
referem apenas as aguas residuais urbanas (SANZ e GAWLIK, 2014).

Na Africa embora seja um continente que notoriamente tem uma alta demanda
hidrica, sofre com escassez de 4gua constantemente, e contém a maior concentracdo de
pobreza no mundo. Na pesquisa ndo foram encontradas legislacdes na lingua inglesa ou
portuguesa sobre reso de agua na maioria dos paises africanos. Foram encontradas
legislagdes na Africa do Sul, Israel, Namibia e Tunisia. Na Africa do Sul existem as

regulagdes “Water Services Act of 1997 relating to grey-water and treated effluent”
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(AFRICA DO SUL, 1997), o “National Water Act of 1998, 37" (AFRICA DO SUL,
1998), e os guias “The South African Guide for the Permissible Utilization and Disposal
of Treated Effluent” ¢ “The South African Water Quality Guidelines” (AFRICA DO
SUL, 1998). Estas regulacGes e guias apresentam tipos de uso, entretanto nenhum
parametro de qualidade é apresentado. Em Israel consultou-se o documento “The
Environment in Israel 2002” (ISRAEL, 2012) elaborado pelo governo, onde sé&o
compiladas legislagdes e guias sobre o meio ambiente, incluindo a &gua de reuso.
Observa-se neste documento que é permitida a utilizacdo de agua de reso para
agricultura, e os parametros de qualidade apresentados sdo DBO, solidos suspensos,
presenca de cloro e salinidade, mas ndo ha nenhuma referéncia a pesquisa de
microrganismos patogénicos. Em contraste a utilizacdo global, onde a predominéncia do
re(1so € na agricultura, a RepUblica da Namibia trata o efluente de tratamento de esgoto
sanitario para uso potavel desde 1968, sendo o primeiro pais no mundo a utilizar agua
de reuso para fins potaveis de forma indireta, fazendo recarga de aquifero
(HESPANHOL, 2002) . No pais existe a legislagdo “Water Resources Management Act,
2013 (Act No. 11 of 2013)” (NAMIBIA, 2013). O parametro de qualidade engloba a
deteccdo microbiolégica de Escherichia coli e analises fisico-quimicas como DBO,
DQO e pH. Na Tunisia consultou-se a legislagdo “Standard for the use of treated
wastewater in agriculture” (TUNISIA, 1989), sendo permitida a utilizacio de rediso na
irrigacdo de culturas arbustivas, arvores e algumas raizes, e proibido para irrigacdo de
vegetais.

Na Ameérica Latina sé foi observada legislacao na lingua inglesa ou portuguesa no
México. O Mexico utiliza agua de reso na agricultura, sendo encontrada a legislacéo
“Mexican Standard NOM-001-ECOL-1996” (MEXICO, 2006), porém ndo possui
parametros de qualidade.

No continente Asiatico, a China possui as normatizagdes: “The reuse of urban
recycling water- Classification Standard (GB/T 18919-2002)”(CHINA, 2002a) ; “The
reuse of urban recycling water-Water quality standard for urban miscellaneous water
consumption (GB/T 18920-2002)” (CHINA, 2002b); “The reuse of urban recycling
water-Water quality standard for scenic environment use (GB/T -2002)” (CHINA,
2002c¢) ; “The reuse of urban recycling water-Water quality standard for industrial water
consumption(GB/T 19923-2005)”(CHINA, 2005a); “The reuse of urban recycling
water-Water quality standard for groundwater recharge (GB/T 19772-2005)” (CHINA,
2005b); “The reuse of urban recycling water-Water quality standard for farm irrigation
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(GB 20922-2007)” (CHINA, 2007). Estas legislacdes definem os tipos de uso e 0s
pardmetros de qualidade para utilizacdo da &gua de reGso no pais. No Japdo, as
informacdes obtidas foram através do documento “Policies and Regulatory Frameworks
on Wastewater Management and Water Reuse in Japan” elaborado por Uematsu (2015)
. A Jordania possui ‘“National Water Strategy and related policies and action
plans”(JORDANIA, 2015), onde existem os capitulos 5 ¢ 10, “Water Substitution and
Re-Use Policy” e “Decentralized Wastewater Management Policy” respectivamente,
que abordam o tema re(so da agua. Foi observado que a Jordania permite a utilizacdo na
agricultura com os parametros fisico-qumicos para qualidade, Tabelas 4 e 5 (anexo). Na
Turquia o retiso da agua foi oficializado em 1991 através da legislagao “Water Pollution
Control Regulations” (TURQUIA, 1991). O pais permitiu o uso para agricultura, com
parametros de qualidade microbioldgico e fisico-quimicos (KRAMER e POST, 2001)
(Tabela 4 e 5 em anexo).

No continente da Oceania foi consultada a normativa da Australia “Environmental
Guidelines: Use of effluent by irrigation” (NEW SOUTH WALES /, 2004) elaborado
pelo departamento de meio ambiente e conservacdo australiano. Este guia contém
informacdes sobre métodos de tratamento e operacdes para utilizacdo de agua de reulso
em diversos usos, além de determinar pardmetros fisico-quimicos para qualidade

sanitaria.

CONCLUSOES

A preocupacao com a escassez de agua e o aumento do custo para o tratamento de
agua, podem ser motivadores para 0s gestores e investidores apostarem na pratica do
retiso. A recuperacdo de corpos d’dgua podem ter um aumento exponencial com a
reutilizacdo de efluentes. Contudo, deve ser estudado e observada a melhor forma de
gerir 0s recursos, evitando que se aumente o estresse hidrico ou mude as caracteristicas
do meio.

Existe uma pequena tendéncia para criagdo de legislacdo e pardmetros para
utilizacdo da agua de redso no Brasil. Contudo, ainda estd em um estagio incipiente,
como evidenciado no texto, apenas 27% dos estados da federacdo contém alguma
legislacdo estadual ou municipal. Das Leis ou normativas verificadas, 3 delas sdo
estaduais e 4 municipios possuem alguma normativa sobre tema. Logo, quando se
analisa em nivel municipal a exposicdo do tema é menor, de maneira que 4 dos 5.570

municipios do pais contém Leis sobre o tema, ou seja, menos que 1%.
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E notorio a necessidade do arcabouco legal para prética do reiso. Por mais que
necessite de restricdes de qualidade, deve-se ter cuidado na elaboracdo das legislacdes,
pois ndo devem ser frageis a ponto de permitir o uso indiscriminado da &gua de reuso,
colocando em risco a saude das pessoas € 0 meio ambiente, porém também ndo devem
ser muito restritivas tornando a préatica do redso inviavel.

Para que a pratica do relso de agua seja ampliada no pais deve-se elaborar
diretrizes e programas através de legislacdo de nivel federal, que deve conter as
definicbes das origens da agua de redso, assim como as formas de utilizacdo,
parametros de qualidade, instrumentos nos quais ajude a melhorar a pesquisa e
desenvolver o tema em todo ambito nacional. Sendo assim, precisa-se de legislacdo
especifica que assegure todas as possibilidades de uso sem colocar em risco a salde
humana, animal e ambiental. Alertamos que todo tipo de agua de reso deve-se ter um
minimo de tratamento secundario, com ou sem filtracdo adicional para remoc¢do da

maioria dos contaminantes e deve ser monitorada constantemente.
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