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RESUMO 

 

A água de reúso definida como a reutilização de águas provenientes de efluentes 

tratados, pode ser uma fonte alternativa de água para agricultura, porém é importante a 

avaliação da sua qualidade sanitária para não causar agravos a saúde ambiental e humana. O 

objetivo foi avaliar a qualidade sanitária da água de reúso de diferentes origens para uso na 

agricultura com finalidade de emprego sustentável da água. Foram coletadas amostras de água 

de reúso de diferentes tipos de tratamento, denominadas no trabalho como “clorada, polida e 

biológica”. Foram realizadas análises bacteriológicas e físico-químicas da água de reúso, e do 

solo. Em sistema construído em laboratório foram cultivados Petroselinum crispum, regados 

por gotejamento com água de reúso e água potável. Foram feitas extrações de DNA total para 

verificação da quantidade de microbiota no solo durante os cultivos. Foi realizada Reação da 

Polimerase em Cadeia (PCR), para busca no solo dos cultivos, dos bioindicadores de 

contaminação fecal Escherichia coli, Adenovírus sorotipos 40 e 41 e Methanobrevibacter 

smithii. Foi avaliado o desenvolvimento da planta como bioindicadora indireta de nutrientes 

no solo. Foi analisado o decaimento de E. coli e Salmonella spp. no solo com cultivo de P. 

crispum e solo nu, irrigados com águas de reúso e potável (controle). Análises de substâncias 

com atividade estrogênica foram feitas nas amostras de águas de reúso, por meio do ensaio 

YES (Yeast Estrogen Screen). As análises bacteriológicas e físico-químicas mostraram que 

apenas a água de reúso “polida” estava própria para reúso agrícola, segundo normativas 

nacionais e internacional. As quantificações de DNA indicaram que as amostras de água de 

reúso contribuíram para aumento de 1,6 vezes na quantidade de microbiota do solo, enquanto 

que os irrigados com água potável tiveram diminuição de 3,8 vezes. A água de reúso auxiliou 

para o maior desenvolvimento dos cultivos. A PCR mostrou que as amostras de água de reúso 

alteraram a microbiota do solo, pois ficaram retidos durante os cultivos, os microrganismos 

presentes nas águas de reúso, Adenovírus tipo 40 e 41 e E. coli. O decaimento de Salmonella 

spp. nos cultivos irrigados com água de reúso foi mais lento, em comparação com o grupo 

controle. A amostra “biológica” apresentou substâncias com atividade estrogênica na 

concentração de 115 ng L-1. O estudo demonstrou que, se a água de reúso estiver dentro dos 

padrões de qualidade sanitária, se for feita irrigação por gotejamento, e com um tempo de 

parada entre irrigação e colheita das culturas, esta representa uma fonte de água segura e 

sustentável para irrigação da agricultura. Para isso é fundamental a criação de lei federal de 

reúso agrícola, a fim de evitar danos à saúde humana e ambiental. 

Palavras-chave: Água de Reúso, Agricultura, Reúso Agrícola, Saúde Ambiental, Solo.  



 
 

 

ABSTRACT 

 

Water reuse, defined as the reuse of water from treated effluents, can be an alternative 

source of water for agriculture. However, the evaluation of its quality is important in order not 

to cause damage to human and environmental health. The objective of the study was to 

evaluate the sanitary quality of water reuse from different sources for use in agriculture for the 

purpose of sustainable use of water. Samples of water reuse were collected from different 

types of treatment, being named in the present work as "chlorinated", "polished" and 

"biological". Bacteriological and physical-chemical analyzes of the water reuse and of the soil 

were carried out. Analyzes of substances with estrogenic activity were made in the samples of 

water reuse, through the YES test (Yeast Estrogen Screen). In a laboratory-built system, plants 

of the species Petroselinum crispum were grown, dripped with water reuse and drinking 

water. Total DNA extractions were carried out to check the amount of microbiota in the soil 

during cultivation. Polymerase Chain Reaction (PCR) was carried out to search for the fecal 

contamination bioindicators Escherichia coli, Adenovirus serotypes 40 and 41 and 

Methanobrevibacter smithii in the soil of the crops. The development of the plant as an 

indirect bioindicator of nutrients in the soil was evaluated. The decay of E. coli and 

Salmonella spp. in soil with P. crispum cultivation and in bare soil, irrigated with water reuse 

and drinking water (control). Bacteriological and physical-chemical analyzes showed that 

only “polished” water reuse was suitable for agricultural reuse, according to national and 

international regulations. The “biological” sample presented substances with estrogenic 

activity at a concentration of 115 ng L-1. DNA quantifications indicated that the water reuse 

samples contributed to a 1.6-fold increase in the amount of soil microbiota. Those irrigated 

with drinking water had a decrease of 3.8 times. The water reuse helped to further develop the 

crops. The PCR showed that the samples of water reuse altered the soil microbiota, because 

the microorganisms (Adenovirus types 40 and 41 and E. coli) present in the water reuse were 

retained during cultivation. The decay of Salmonella spp. in crops irrigated with water reuse it 

was slower compared to the control group. The study demonstrated that, if the water reuse is 

within the sanitary quality standards, if drip irrigation is done, and with a stop time between 

irrigation and crop harvesting, this represents a safe and sustainable source of water for 

irrigation of the agriculture. To this end, it is essential to create a federal law on agricultural 

reuse, in order to avoid damage to human and environmental health. 

 

Keywords: Water Reuse, Agriculture, Agricultural Reuse, Environmental Health, Soil. 
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UFC Unidades Formadoras de Colônia 

UFC/g Unidade Formadora de Colônia por gramas 

UFC/mL Unidade formadora de colônia por mililitros 

uT Unidade de Turbidez  

UV Luz ultravioleta 

µL Microlitro 

µm Micrômetros 

µS/cm MicroSiemens por centímetros 

VMP Valores Máximos Permitidos 

X Vezes concentrado 

YES Yeast Estrogen Screen 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Em meio à escassez de água doce para abastecimento da população em diversas 

regiões do mundo e no Brasil, a água de reúso vem sendo estudada e utilizada como uma 

fonte alternativa de água para irrigação na agricultura (MORAIS et al., 2016). A água de 

reúso é definida como a reutilização de águas provenientes de efluentes tratados (MORAIS et 

al., 2016), e pode ser classificada de acordo com a sua origem, como reúso local ou interno - 

proveniente de águas cinzas a partir de residências e novos empreendimentos; e reúso externo 

– proveniente de águas negras (esgoto bruto) de estações tratamento de esgoto e que passam 

na sequencia por estações de tratamento de água de reúso (ETE+ETAR) (Moura et al., 2020). 

A água de reúso é um recurso bastante utilizado na agricultura, porém é fundamental a 

realização de estudos que verifiquem quanto o seu uso altera as características originais do 

solo, alterando o meio ambiente ou mesmo oferecendo riscos na rega de cultivos, ou seja, 

quais parâmetros de qualidade sanitária poderiam ser verificados para que a utilização deste 

recurso seja segura para a saúde humana e ambiental.  

A agricultura é a atividade que mais consome água doce no mundo e no Brasil, cerca 

de 70% (FAO, 2018), e devido à escassez das fontes hídricas para esta atividade em diversas 

regiões, a água de reúso se torna uma alternativa para enfrentamento desse problema 

(URKIAGA et al., 2008). A irrigação da agricultura, geralmente, não permite o 

reaproveitamento direto da água utilizada nas culturas, pois é evapotranspirada pelas plantas e 

transformada em vapor d’água na atmosfera, e também parte da água se infiltra no solo 

chegando na camada subterrânea no lençol freático (CUBA et al., 2015). 

A utilização de água de reúso na agricultura pode trazer benefícios como nutrientes e 

água, favorecendo o crescimento de plantas e reduzindo o uso de fertilizantes artificiais (EPA, 

2012). A irrigação com água de reúso pode ser uma forma de fertirrigação natural, 

proveniente de nutrientes, como nitrogênio, potássio e fósforo, fundamentais no cultivo em 

solos pobres (OTENIO, 2015). Além disso, pode diminuir a pressão da demanda de água 

sobre os mananciais, e reduzir a quantidade de esgotos lançados nos rios (MANCUSO e 

SANTOS, 2013).  

No entanto, a água de reúso deve ser bem gerenciada e com qualidade sanitária 

adequada, para que não ofereça riscos à saúde humana e ambiental (WHO, 2006). Visto que 

dependendo da origem e do tratamento empregado para a produção da água de reúso, pode ou 

não ser segura para a saúde humana e ambiental. E pode conter poluentes e contaminantes, 
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tais como produtos químicos e microrganismos, que podem causar agravos à saúde ambiental 

(MOURA et al, 2020). Além disso, a transmissão de doenças pode ser diminuída e controlada 

por fatores agronômicos como prática de irrigação utilizada, como por gotejamento, práticas 

de cultura e de colheita (MORAIS et al., 2016).     

 No Brasil existe uma legislação federal sobre água de reúso para agricultura, que é a 

Resolução CNRH nº 121 de 2010, no entanto, esta não estabelece parâmetros para avaliação 

da qualidade sanitária para o reúso agrícola. Existem padrões de qualidade em normatizações 

como a Norma técnica da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), nº 13.969/97 

(ABNT, 1997), que traz poucos padrões, e não é específica sobre água de reúso. Ademais, 

existem normatizações pontuais de alguns estados brasileiros que possuem parâmetros de 

qualidade sanitária para reúso agrícola. Internacionalmente, existem normatizações como nos 

Estados Unidos da América o “Guidelines for Water Reuse” da U.S. Environmental 

Protection Agency (EPA) de 2012, que trata de forma mais completa sobre água de reúso, 

com parâmetros físico-químicos e biológicos, baseados em estudos científicos, de modo que 

esta água se torne mais segura para aqueles que a utilizam. 

  A busca por fontes alternativas de água para a agricultura torna a utilização da água 

de reúso um recurso importante para atingir a sustentabilidade. Com isto, o estudo teve como 

objetivo avaliar a qualidade sanitária da água de reúso de diferentes origens para uso na 

agricultura com finalidade de emprego sustentável da água. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 ESCASSEZ HÍDRICA E SEU IMPACTO SOCIAL 

 

 

A água é um recurso natural finito, e a água doce com qualidade sanitária está cada 

vez mais escassa para atender a demanda crescente para a população. A escassez de água tem 

aumentado em diversos países, assim como no Brasil, especificamente, nas regiões nordeste e 

mais recentemente na região sudeste (HANDAM, 2016).  

Até 2030, cerca de 2 bilhões de pessoas no mundo viverão em regiões com absoluta 

escassez (ONU, 2015). No Brasil existe irregularidade de distribuição da disponibilidade 

hídrica, por conta dos contextos geográficos. Enquanto que nas regiões Norte e Centro-Oeste 

se encontram 89% dos recursos hídricos, ao mesmo tempo é onde possui 13% da população 

brasileira. Nas regiões Nordeste, Sudeste e Sul onde se encontram 9% dos recursos hídricos, 

se concentram mais de 85% da população e é onde possui as maiores atividades industriais no 

Brasil. As condições mais precárias da qualidade sanitária e da falta de água ocorrem na 

região nordeste, em seguida a região norte, que é a única que aparece com uma situação 

confortável, abastecida pelas chuvas da Amazônia e de seus grandes rios (ANA, 2017). 

Em diversas áreas do mundo a disponibilidade de água doce excede a demanda 

humana, principalmente nas semiáridas ou áridas. Contudo existem locais onde ocorrem altos 

índices de precipitações pluviométricas, por conta do próprio ambiente e condições 

geográficas, no entanto em outras ocorre baixos níveis de chuvas (MANCUSO e SANTOS, 

2013). 

Em relatório produzido pelo Fundo das Nações Unidas para a Infância (UNICEF) e 

pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (2019), estudo entre os anos de 2000 e 2017, 

demonstrou que cerca de 2,2 bilhões de pessoas no mundo têm acesso a água potável, 3 

bilhões não possuem instalações básicas para a higienização pessoal, e 4,2 bilhões de pessoas 

não têm serviços de saneamento adequado. Os casos de precariedade no saneamento atingem 

especialmente as pessoas em situação de pobreza, e os avanços são lentos para estas regiões 

(WHO, 2014). 

A escassez de água, segundo a Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentável do 

Programa das Nações Unidas para o Desenvolvimento, acomete mais de 40% da população 

no mundo, e deverá aumentar por conta das mudanças climáticas e da falta de gestão 
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adequada da água. Um dos objetivos do desenvolvimento sustentável (ODS) é o 6 – Água 

Potável e Saneamento, para assegurar a disponibilidade e a gestão sustentável da água e 

saneamento para todos. É possível atingir este objetivo, por meio da cooperação internacional, 

proteção às nascentes, rios e bacias e compartilhamento de tecnologias de tratamento de água 

(PALMA, 2017). Em meio à escassez de água para o consumo humano, a seca em diferentes 

regiões, a desigualdade no acesso à água com qualidade sanitária em diversas regiões do 

mundo, a água de reúso vem sendo estudada como uma fonte alternativa e sustentável para a 

sociedade. 

A desigualdade na distribuição de água tanto em quantidade quanto em qualidade 

sanitária acometem, principalmente, as regiões urbanas e rurais de baixa renda 

socioeconômica (CUNHA et al., 2012). A diminuição da qualidade e da quantidade da água 

doce se deve a má gestão dos recursos hídricos por conta de ações antrópicas como, por 

exemplo, o lançamento de esgotos domésticos e industriais sem tratamento nos mananciais 

(HANDAM, 2016). O despejo de resíduos sem tratamento adequado acaba alterando a 

dinâmica dos ecossistemas, e traz sérios riscos à saúde pública como organismos patogênicos, 

que podem transmitir doenças (REGO, 2010; SOTERO-MARTINS et al, 2014). A falta de 

água também é causada pelos desmatamentos do entorno dos mananciais, pois as vegetações e 

florestas são fundamentais para a manutenção das nascentes. Quando chove a água vai escoar 

pela superfície, assim como vai se infiltrar no subsolo, porém quanto mais vegetação melhor é 

a infiltração de água nos mananciais (MMA, 2016). 

Em 2010 a legislação da Assembleia Geral da Organização das Nações Unidas, 

Resolução A/RES/64/292 (UNGA, 2010), reconheceu e determinou formalmente que a água e 

também o esgotamento sanitário são um direito a todas as populações humanas. Após este 

marco, todas as cidades devem proporcionar e garantir o abastecimento de água e o 

esgotamento sanitário às residências (NEVES-SILVA e HELLER, 2016). A água é 

considerada um direito humano fundamental e se torna mais relevante nos contextos onde a 

água é escassa, e se constitui fonte de disputas que ocorrem em regiões do mundo e no Brasil, 

principalmente no Semiárido (CAMPOS et al., 2013). 

A água é utilizada das formas mais variadas, dentre as quais podemos destacar o 

abastecimento de água residencial e industrial, a geração de energia, a irrigação, a harmonia 

paisagística, a dessedentação de animais, a preservação da fauna e da flora, recreação e a 

diluição (VON SPERLING, 2005). Dentre estas formas, a agricultura é a responsável por 

cerca de 70% do consumo global de água (FAO, 2018).  
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Consequências da crise hídrica não afetam só o abastecimento, mas também a 

economia, a produção de energia, a produção de alimentos, as indústrias que utilizam a água 

como insumo, assim como a saúde humana. A qualidade sanitária da água se altera 

consideravelmente em níveis mais baixos (TUNDISI, 2015).  

 O uso de água limpa é fundamental para a higiene pessoal, cultivo, limpeza e 

preparação de alimentos, além, obviamente, da hidratação. Portanto, a situação crítica da água 

afeta diretamente a nutrição e tem sido um problema delicado, especialmente entre as crianças 

(WHO, 2014). 

A falta de água causa diversos impactos negativos, como doenças, e aumentam os 

gastos públicos e privados em saúde para tratamento de doenças, sobrecarregando o Sistema 

Único de Saúde (SUS). Estas doenças são uma das principais causas de óbitos, que poderiam 

ser evitados (SIQUEIRA et al., 2017). O SUS possui fundamental importância no saneamento 

e saúde ambiental, pois além de outras atribuições, ao SUS compete a formulação de políticas 

e execução das ações de saneamento básico (BRASIL, 1988), o que demonstra também as 

interrelações entre a saúde pública e meio ambiente para a saúde da população.  

 

 

2.2 CONSUMO DE ÁGUA NA AGRICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO 

 

  

 De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), da Organização das 

Nações Unidas (ONU) (FAO, 2018), a irrigação é maior responsável pelo consumo de água 

doce no Brasil e no Mundo, aproximadamente, 70%. Verifica-se também que no Brasil, ao 

longo dos anos, ocorreu um aumento de 32% de irrigação na agricultura em comparação ao 

ano de 2006 (ANA, 2013). No Mundo, o consumo de água para a irrigação equivale a um 

sexto dos solos agricultáveis (THEIVEYANATHANA et al., 2004). 

 A agricultura constitui uma atividade que possui técnicas aplicadas no solo com a 

finalidade de realizar um plantio viável. Há vários fatores vinculados a produção agrícola, 

como o clima, o solo e a ação humana. A escassez ou o excesso de chuva, e outras variações 

climáticas, tem efeito direto sobre o plantio. O desenvolvimento da agricultura pode ser 

voltado para a subsistência local ou para a venda em mercados internos e internacionais 

(MACEDO, 2015). 

 Visando conseguir índices de produtividade maiores, a agricultura irrigada vem se 

destacando como uma tecnologia necessária. Entretanto, deve-se buscar o uso sustentável e 
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racional da água, devido ao fato desta atividade representar o maior consumo dentre todos os 

setores produtivos (SILVA, 2018). 

 Atualmente, a agricultura não se remete mais somente ao aumento da produção através 

da expansão de terra cultivada. Há a necessidade especial de uma reformulação na gestão dos 

recursos hídricos. Sem essa mudança, a sustentabilidade da produção de alimentos não poderá 

ser mantida devido à grande dependência de água para a irrigação (MELO, 2010). 

 No entanto, apesar do alto consumo de água na agricultura, por se tratar de um uso 

consuntivo, onde a água utilizada na irrigação é evapotranspirada pelas plantas e depois 

incorporada ao vapor d’água da atmosfera, esta água não pode ser reaproveitada diretamente 

pelo homem (CUBA et al., 2015). 

 Nos dias atuais, há um efeito direto da falta de água sobre as atividades agrícolas, 

tendo reflexos diretos na economia e no acesso aos alimentos. É importante salientar que a 

água não é utilizada somente na irrigação, mas também para produzir e higienizar os 

alimentos (EUFIC, 2015). Devido a escassez de água em consequência da crise hídrica, se 

observa vários efeitos diretos sobre a produção agrícola, tais como a redução das safras e da 

qualidade dos produtos bem como impacto sobre a redução da higienização e conservação das 

colheitas. Desta maneira, diversas doenças podem ser transmitidas em qualquer lugar do 

mundo pela contaminação dos alimentos, se constituindo um grave problema. Tais doenças 

são ocasionadas geralmente por bactérias, vírus, protozoários ou toxinas. Dentre outras 

maneiras, uma forma de evitar estas consequências tão prejudiciais é o planejamento e o 

gerenciamento da água, assim como a utilização de técnicas de irrigação, com o objetivo 

também de economizar água nas plantações (MACEDO, 2015). 

 A irrigação é uma técnica muito antiga e se baseia na aplicação de água nos plantios. 

Tem como finalidade o fornecimento de água em quantidade necessária para o plantio e 

colheita da cultura. Com o objetivo de verificar o método mais oportuno a cada condição em 

particular, os sistemas de irrigação devem ser observados frente ao solo e aos produtos 

cultivados. A irrigação vem sendo uma importante alternativa para atenuar a crise hídrica 

como pode ser analisada na região nordeste do Brasil (SUASSUNA, 1994). 

Uma das formas de irrigação utilizadas é a irrigação por gotejamento, que se 

caracteriza pela disposição de tubos com pequenos diâmetros com furos, ou dispositivos que 

permitem o gotejamento uniforme, ao longo de toda a extensão. Dentre as vantagens desta 

forma de irrigação é permitir a rega próxima ao solo, deixando a água disponível ao sistema 

radicular das plantas; e redução no consumo de água de irrigação. Entretanto possui a 
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desvantagem de ocorrer entupimentos dos orifícios por onde sai a água no sistema de 

gotejamento (MANCUSO e SANTOS, 2013). 

 

 

2.3 ÁGUA DE REÚSO  

 

 

2.3.1 Conceito de Água de Reúso 

 

 

O conceito de água de reúso tem sido bastante discutido na literatura científica, porém 

existe discrepância, o que provoca dificuldade no entendimento da definição do termo. 

A definição de água de reúso tem sido confundido com o conceito de aproveitamento 

de água de chuva, esse último é um instrumento importante na gestão de recursos hídricos, 

mas não deve ser considerado dentro do conceito de água de reúso, pois após passar pelo ciclo 

hidrológico natural, esta água captada terá sua primeira utilização (FIORI; FERNANDES; 

PIZZO, 2005). 

A água de reúso é definida como o aproveitamento das águas anteriormente utilizadas, 

uma ou mais vezes, para atender atividades humanas, no seu uso original ou em outras 

demandas de uso (LAVRADOR FILHO, 1987).  

A água de reúso pode ser entendida também de forma mais simplificada, como a 

reutilização de águas, estas provenientes de efluentes tratados (MORAIS et al., 2016). 

 São considerados efluentes as águas cinzas e águas negras. As águas cinzas são os 

esgotos oriundos dos chuveiros, lavatórios, tanques e máquinas de lavar roupa (FIORI; 

FERNANDES; PIZZO, 2005). Enquanto que as águas negras são os esgotos provenientes dos 

vasos sanitários, que possuem principalmente fezes e urina (GONÇALVES, 2009; AL-

HAMAIEDEH, 2010; GHUNMI et al., 2011). 

 Para a produção de água de reúso, um dos exemplos pode ser aquela resultante do 

tratamento do esgoto doméstico que passa por uma Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) e 

depois por mais etapas de tratamentos complementares em uma Estação de Tratamento de 

Água de Reúso (ETAR) (MOURA et al., 2020; MANCUSO e SANTOS, 2013; JORDÃO e 

PESSÔA, 2014; OENNING-JÚNIOR e PAWLOSKY, 2007).  

 Existem outros dois termos importantes, são eles: quando se faz o reúso interno de 

água de reúso proveniente de atividades realizadas no próprio empreendimento é chamado de 
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reúso interno de água; e quando se faz o uso de efluentes tratados provenientes de estações de 

tratamento administradas por prestadores de serviços de saneamento básico ou terceiros, cujas 

características permitam sua utilização é chamado de reúso externo (CEARÁ, 2016). 

Neste trabalho foi considerado o conceito de água de reúso como a reutilização de 

águas provenientes de efluentes tratados (MORAIS et al., 2016), sendo classificada de acordo 

com Moura et al. (2020), que conceitua considerando a origem da água de reúso, sendo:  

 

“(i) Reúso local ou interno, o proveniente de águas cinzas a partir de reúso 

residencial (casa ou prédio) e reúso de novos empreendimentos comercias ou não. 

Considerando que segundo Fiori et al. (2005), as águas cinzas são aquelas 

provenientes dos lavatórios, chuveiros, tanques e máquinas de lavar roupa e louça; 

(ii) Reúso externo, o proveniente de águas negras (esgoto bruto) a partir de estações 

tratamento de esgoto e que passam na sequencia por estações de tratamento de água 

de reúso (ETE+ETAR). Considerando que, de acordo com Gonçalves (2009), as 

águas negras são efluentes provenientes dos vasos sanitários, contendo basicamente 

fezes, urina e papel higiênico ou proveniente de dispositivos separadores de fezes e 

urina, tendo em sua composição grandes quantidades de matéria fecal e papel 

higiênico, por isto apresentam elevada carga orgânica e a presença de sólidos em 

suspensão, em grande parte sedimentáveis; (iii) Reúso industrial, o proveniente de 

águas a partir de atividades industriais do próprio empreendimento (reúso direto 

interno) ou a partir de reúso externo.” (Moura et al., 2020) 

 

As possibilidades de utilização de água de reúso podem ser divididas em duas grandes 

categorias: não-potável e potável. As mais proeminentes na categoria de não-potável são 

reúso agrícola, industrial, municipal e recreacional/ambiental. E na classificação como reúso 

potável as principais formas são recarga de aquíferos para reúso potável indireto, e fonte de 

água para consumo humano, como reúso direto potável, como ilustrado na Figura 1 

(KUBLER; FORTIN; MOLLETA, 2015). 

 

Figura 1 - Classificações de água de reúso e principais aplicações. 
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Fonte: Kubler; Fortin; Molleta (2015). 

 

 A água de reúso pode ser conceituada como reúso indireto ou direto, decorrendo de 

ações planejadas ou não planejadas (MORAIS et al., 2016). Sendo classificada em: 

 

1) Reúso Indireto 

 

 Ocorre quando a água usada anteriormente, uma ou mais vezes para uso doméstico ou 

industrial é descarregada nas águas superficiais ou subterrâneas e utilizadas novamente a 

jusante, de forma diluída (WHO, 1973). O reúso pode ser adotado de forma planejada ou não 

planejada: 

• Reúso planejado: ocorre quando há conhecimento de que o está sendo realizado, e 

com isso, todos os cuidados necessários para sua prática são previstos (RODRIGUES, 

2005). Ocorre quando os efluentes, depois de tratados, são descarregados de forma 

planejada nos corpos de águas superficiais ou subterrâneas, para serem utilizadas a 

jusante, de maneira controlada, no atendimento de 

algum uso benéfico (WHO, 1973). Para isto deve-se ter controle sobre as eventuais 

novas descargas de efluentes no caminho que também atendam ao requisito de 

qualidade do reúso objetivado (CETESB, 2018). 

• Reúso não planejado: normalmente ocorre quando há o reúso indireto, e aqueles que 

fazem uso das águas a jusante dos lançamentos de efluentes, não tem consciência 

desta ocorrência (RODRIGUES, 2005). Outra forma de definição deste conceito é 

quando são os lançamentos de esgotos (tratados ou não) e a coleta a jusante para 

tratamento e abastecimento público, praticados em cadeia, por diversos municípios 

(HESPANHOL, 2015). 

 No mundo em diversas cidades no Brasil e no mundo, por conta da falta de 

saneamento, ocorre a prática de despejo dos esgotos, tratados ou não, em corpos hídricos, 

estes mesmos servirão posteriormente como mananciais para obtenção de água para 

abastecimento da população, ou seja, acabam consumindo um tipo de água de reúso indireto 

(SOTERO-MARTINS et al, 2021). Esta prática se trata do conceito de reúso de água indireto 

não planejado, sendo reutilizada por diversas vezes, pelas cidades, indústrias, agricultura, e 

por todas as atividades que necessitam de água. Mujeriego et al. (2017) mostraram que em 

diversas cidades no mundo utilizam água de reúso de forma indireta não planejada 

(MUJERIEGO et al., 2017). No Brasil, em geral, regiões realizam este tipo de prática, como é 
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o caso no estado do Rio de Janeiro, que os esgotos são despejados no Rio Paraíba do Sul, e 

depois a estação de tratamento de água capta água no mesmo rio para abastecimento 

(MANCUSO e SANTOS, 2013). Nesse caso, o Rio Paraíba do Sul também foi afetado com 

os rejeitos de minérios, pelo crime do rompimento de barragens de rejeitos de mineração nos 

municípios de Mariana e Brumadinho, Estado de Minas Gerais (OLIVEIRA, 2019). Outro 

caso de reúso indireto não planejado ocorre no Rio Guandu, Rio de Janeiro, onde a estação de 

tratamento de água (ETA Guandu), acaba captando a água contaminada e poluída para tratar e 

abastecer a população (SOTERO-MARTINS et al, 2021). Embora existam exemplos no 

mundo do reúso indireto não planejado, também existem exemplos de reúso indireto 

planejado, como ocorre no estado da Califórnia, onde possui uma legislação para recarga 

gerenciada de aquíferos para fim potável. A lei estabelece uma retenção de seis meses da água 

no manancial, baseada na hipótese de que cada mês de retenção proporciona a redução de 

uma ordem de magnitude (99%) de vírus (CDPH, 2008). Esta prática poderia ser avaliada e 

adaptada para condições brasileiras. O reúso indireto planejado também ocorre na cidade de 

Catalunha na Espanha, onde acontece o lançamento de esgotos tratados no corpo d’água 

(MUJERIEGO et al., 2017). 

  

2) Reúso Direto 

 

 Segundo WHO (1973) a modalidade de reúso direto é definida como o uso planejado e 

deliberado de esgotos tratados para certas finalidades como irrigação, uso industrial, recarga 

de aquíferos e água potável. É possível produzir água potável por meio de água de reúso com 

tratamentos avançados de purificação da água, este conceito é definido como a reutilização do 

esgoto para fins potáveis sem dispô-lo antes no meio ambiente (MANCUSO e SANTOS, 

2013). No entanto, também o reúso direto pode ser utilizado na modalidade de reúso para fins 

não potáveis para uso urbano, industrial e agrícola. Neste tipo de reúso os esgotos são tratados 

com qualidade inferior ao uso potável e podem ser utilizados para (MANCUSO e SANTOS, 

2013): 

• Irrigação de parques, praças, jardins, áreas verdes públicas e parques esportivos; 

• Lavagem de veículos, ruas e pisos; 

• Ornamentação, fontes, cachoeiras, lagoas; 

• Produção de concreto; 

• Controlar incêndios; 

• Descarga de aparelhos sanitários (águas cinzas); 
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• Processos industriais de resfriamento; Lavagem de equipamentos e instalações; 

Aplicação em processos industriais; 

• Irrigação de culturas alimentícias, não alimentícias, processadas, de forrageiras para 

consumo animal e hidroponia.  

 

 3) Reciclagem de Água 

 

 Outra forma de reúso é chamada de Reciclagem de Água, segundo a OMS (1973) é 

quando ocorre o reúso da água internamente a instalações industriais, tendo como objetivo a 

economia de água e o controle da poluição. Atualmente autores dizem que é a utilização da 

água internamente para outros usos além do industrial (MONTGOMERY, 1985). Entretanto, 

Jiménez-Cisneros (2014) define como a utilização de efluentes tratados ou não pra o mesmo 

uso que o gerou, ou seja, não envolve mudança de uso, por exemplo, a recirculação de água 

em torres de resfriamentos, a utilização de efluentes de esgoto sanitário para alimentar 

reatores anaeróbios. Segundo Lavrador-Filho (1987) é um reúso interno em que recupera os 

esgotos gerados por um uso para atender ao mesmo uso. E de acordo com Moura et al. (2020) 

é considerado um reúso industrial, em que águas de atividades industriais do próprio 

empreendimento (reúso direto interno) são reutilizadas. 

 

 

2.3.2 Importância da Utilização da Água de Reúso 

 

 

O incentivo a utilização da água de reúso está incluída dentro dos objetivos do 

desenvolvimento sustentável. Dentre estes estão, reduzir à metade a proporção de águas 

residuais não tratadas, e aumentar substancialmente a reciclagem e reutilização segura 

globalmente, e o apoio ao desenvolvimento de capacidades para os países em 

desenvolvimento em atividades e programas relacionados a água e ao saneamento, incluindo a 

reciclagem e as tecnologias de reúso (PALMA, 2017). 

A água de reúso tem potencial para ser utilizada em diversas atividades como, por 

exemplo, na agricultura, na indústria, em atividades domésticas, lavagem de carro, limpeza 

urbana, rega de canteiros (ABNT, 1997). Um dos possíveis benefícios do uso da água de 

reúso é o emprego na agricultura, que é a atividade econômica do país que mais demanda 

água, e devido à escassez das fontes de água para esta atividade em diversas regiões do país, 
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seria uma alternativa para enfrentamento desse problema. Além disto, a água de reúso 

representa uma alternativa para diminuir a pressão da demanda sobre os mananciais 

(URKIAGA et al., 2008).  

Países no mundo têm utilizado água de reúso para diversas aplicações. E na agricultura 

países tem utilizado como Chipre, Israel, Estados Unidos, México, China, Jordânia, Turquia, 

Espanha, França, Grécia, Itália, Portugal, Austrália. São países populosos, porém possuem um 

histórico de escassez hídrica. E com a crescente demanda de água pela população, uma das 

formas de obtenção de água é o uso de esgotos tratados e não tratados, que é utilizado 

principalmente na agricultura e na conservação paisagística. Adotam estas medidas também, 

pois outro objetivo é diminuir o volume dos esgotos produzidos pela população, sendo ideal 

ser contabilizado, tratado e reintroduzido com segurança sanitária nos mananciais de água 

para futura utilização (MOURA et al., 2020). 

Além disto, diversos países como Estados Unidos, Israel, Cingapura e Europa estão 

transformando a água de Reúso em água potável com a utilização de tecnologias de 

membranas, porém são necessários altos investimentos para a obtenção deste produto. 

 O interesse em utilizar a água de Reúso nas práticas agrícolas e industriais tem sido o 

objetivo de estudos mais recentes (AZEVEDO et al., 2007; AL-ZBOON e ALANANZEH, 

2008; BONINI et al., 2014). Além disto, se tornou uma opção importante, pois pode reduzir a 

quantidade de resíduos pelo lançamento do esgoto tratado nos corpos hídricos, permitindo a 

utilização mais racional dos recursos hídricos, e sendo uma fonte alternativa de água 

disponível (MARTÍNEZ et al., 2013). Com isto, o uso deste recurso pode se tornar importante 

ferramenta na gestão da água, e contribuir para transformar a imagem negativa do esgoto em 

uma prática economicamente e ambientalmente segura, no sentido de preservar os recursos 

hídricos (HESPANHOL, 2002). A utilização da água de Reúso pode representar uma fonte de 

água e de nutrientes disponíveis para aplicação na agricultura, mesmo durante os períodos de 

seca (SHAER-BARBOSA et al., 2014). 

 No Brasil a Companhia de Saneamento Básico do São Paulo (Sabesp) utiliza água de 

reúso para a indústria (SABESP, 2019), e a concessionária responsável pelos serviços de 

saneamento básico dos municípios de Cabo Frio, Búzios, Iguaba Grande, Arraial do Cabo e 

São Pedro da Aldeia – Rio de Janeiro (PROLAGOS), vem utilizando este tipo de água para 

algumas atividades como rega de grama e atividades industriais (PROLAGOS, 2019). 

Além disso, a utilização de água de reúso pode ser uma fonte de criação de 

empregos, renda, e economia de recursos financeiros para os municípios (ASSANTI, 

2020). E no Brasil, por exemplo, onde o setor da agricultura possui o maior poder 
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econômico (MOURA et al., 2020), com a utilização de água de reúso, pode-se ter uma 

economia na prática agrícola, pois ao invés da compra de água potável, poderia ser 

produzida e utilizada água de reúso para irrigação na agricultura. Em municípios, onde 

existe uma estação de tratamento de esgoto (ETE), o planejamento de produção de água de 

reúso se torna mais fácil, tendo menor custo, e pode diminuir custos para a sua 

implementação. Em médio e longo prazo, com a produção e uso de água de reúso, teria 

retorno financeiro ao município, no sentido de utilizar uma fonte alternativa de água com 

custo menor (ASSANTI, 2020). O retorno econômico também poderia ocorrer, pois 

reduziriam os gastos com fertilizantes artificiais para a agricultura (MANCUSO e 

SANTOS, 2013). Araujo, Santos e Souza (2017) verificaram que em até uma distância de 

110 km no estado do Rio de Janeiro, por exemplo, entre o produtor de água de reúso e o 

comprador desse tipo de água, possui vantagem econômica da compra de água de reúso ao 

invés da compra de água potável. O preço de água de reúso no Rio de Janeiro chega ser 11,8 

vezes inferior ao preço para compra de água potável, na cidade existem duas ETEs que 

produzem água de reúso, que são as ETEs Alegria e Penha.  

Entretanto, esta alternativa é questionável, se a análise da qualidade sanitária da água 

de reúso for realizada por técnicas tradicionais que avaliam apenas os coliformes totais e a 

Escherichia coli (E. coli), pois micropoluentes de difícil detecção, como vírus e produtos 

químicos têm sido persistentes nas amostras (MOURA, 2019; SANZ e GAWLIK, 2014). 

Além disto, pouco se sabe sobre a microbiota que resiste ao polimento e que permanece nesta 

água, sendo importante a realização de pesquisas com relação à qualidade da água de reúso 

para prevenir problemas à saúde pública e ao meio ambiente. Para tanto, se faz necessária a 

criação de normas para regulamentar o reúso de águas residuárias, a determinação de 

parâmetros de análise para garantir a qualidade da água e a criação de um arcabouço legal 

específico a fim de que esta solução não se transforme em outro problema, disseminando 

doenças e comprometendo a saúde humana (ALMEIDA, 2011). Pois dependendo da origem e 

do tratamento empregado para a produção da água de reúso pode ser ou não segura para a 

saúde humana e ambiental (MOURA et al, 2020).  

 Cabe ressaltar que estudos de revisão da literatura mostram que em regiões mais 

desenvolvidas os empreendimentos de reúso normalmente são de grande porte, com 

tecnologias mais avançadas, objetivando menores riscos associados a pratica. Nestes países, 

nem sempre os casos de reúso estão associados à escassez hídrica, mas pelo desenvolvimento 

social e econômico da região. Enquanto que em países menos desenvolvidos, esta prática 

normalmente envolve usos menos nobres e tecnologias mais simples para tratamento do 
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efluente que será reusado. E geralmente aplicam o reúso, quando se encontram em situação de 

escassez hídrica (SILVIA; SANTOS; SANTOS, 2016). 

 Contudo a utilização da água de reúso ainda pode enfrentar o problema do preconceito 

por parte da população, no entanto:  

 
“A água deve ser julgada por sua qualidade, e não por sua origem, portanto, sob o 

ponto de vista estritamente de tecnologias existentes, pode-se afirmar que é possível 

converter todo o efluente de uma indústria ou cidade em água de alta qualidade que 

pode ser amplamente reutilizada.” (VALLERO, 2015).  

 

 Para a conscientização da população, a mesma deve aumentar o conhecimento sobre o 

tema e sobre os processos de tratamentos para a produção da água de reúso. Em países como 

Singapura, projeto NEWATER, e nos EUA, Denver, estes possuem um centro de visitantes 

com o objetivo de mostrar as formas de tratamento da água de reúso produzida pelos mesmos, 

e com isto conscientizar a população de que as formas de tratamento produzem uma água 

segura de ser utilizada para os fins que se propõe. Com o aumento da aceitação popular, 

consequentemente ocorrerá o aumento de utilização de água de reúso no decorrer dos anos 

(KUBLER; FORTIN; MOLLETA, 2015). 

 A educação ambiental deve propor o debate com a sociedade de modo que evite o 

preconceito do uso desse tipo de água, como também o conhecimento seguro por parte da 

população, para ter a segurança sobre a qualidade sanitária desse subproduto do esgoto 

tratado. Vale ressaltar que em diversos países, como Estados Unidos (EPA, 2004), Israel 

(FRIEDLER, 2001) e países europeus (MONTE, 2007), a tecnologia empregada na produção 

de água de reúso é tão avançada que este tipo de água se torna potável. 

  

 

2.3.3 Reúso Agrícola 

 

 

 O reúso da água para a irrigação na agricultura remete à Grécia antiga (3000 a 1200 

a.C), sendo os primeiros registros conhecidos sobre este tema. Estão associados às 

construções dos sistemas de esgoto dos palácios e das cidades antigas da Civilização Minoica, 

na Ilha de Creta (FELIZATTO, 2001). Atualmente, no Brasil e no Mundo, observam-se 

vários exemplos da utilização de água de reúso na agricultura. A região semiárida do Nordeste 

no Brasil é a que mais utiliza água de reúso para a irrigação da agricultura. É uma região 

caracterizada por apresentar longos períodos de seca, temperatura elevada, alta taxa de 



 33 
 

 

evaporação, e deficiência hídrica no solo para a agricultura, e por isto utiliza a água de reúso 

na agricultura para obter fonte de água para a cultura das vegetações, estas que são fontes de 

renda para a população e também de alimento para o gado e outros animais. Além disto, esse 

recurso hídrico alternativo também atenua o problema da escassez hídrica no semiárido 

brasileiro, para utilização em outros fins, como limpeza de quintais, e uso em descargas dos 

vasos sanitários (MANCUSO e SANTOS, 2013; SOUSA et al., 2003). 

 Israel é um país que tem uma atuação importante no reúso de água para a irrigação, 

assim como a Tunísia, Chipre e Jordânia (ANGELAKIS e BONTOUX, 2001). Mais de 60% 

do volume total do esgoto urbano de Israel vem sendo reutilizado na irrigação de plantações, 

jardins públicos e revitalização de rios. O estudo realizado pelo projeto da região de Dan, 

sobre a viabilidade de conversão do deserto de Neguev em área fértil e produtiva para a 

agricultura, por meio do aproveitamento das águas residuárias está proporcionando o 

adiamento dos grandes investimentos feitos para dessalinização da água do mar (VOMERO et 

al., 2000). 

 No México, o reúso de água é uma atividade difundida. De acordo com Galan (2006), 

no Mundo, o país mexicano só perde para a China no que diz respeito à utilização de águas 

residuárias na agricultura, sendo que 83% do efluente recuperado é utilizado na irrigação, 

10% em atividades urbanas e 7% na indústria. Segundo Tomaz (2001), o México foi o 

primeiro a realizar projeto de reúso de água utilizando esgoto sanitário na agricultura. Em 

todo o país, segundo dados de 1995, são irrigados 257.000 hectares com vazão de 102m³/s, 

correspondendo a 8.812.000.000 L/dia. A utilização das águas residuárias na agricultura teve 

seu início no Vale do Mezquital, localizado na bacia vulcânica central do altiplano México, 

no final do século XIX, tendo sido utilizado um volume de 1.356 milhões m³ de esgotos 

tratados a cada ano, correspondente a 43 m³/s, sobre uma área de 70 mil hectares, onde se 

encontram 45 mil famílias de agricultores (LÉON e CAVALLINI, 1999). 

 Dos efluentes tratados em sistemas de reúso na Arábia Saudita, cerca de 130 mil 

m³/dia, 91% são destinados ao reúso agrícola, 7% para sistemas de refrigeração no setor 

industrial e os demais 2% para reúso urbano. A proposta de estratégia para o desenvolvimento 

de Riad, capital do país, é que no ano de 2021 aproximadamente 50% do reúso de água seja 

destinado ao setor urbano (LEWIN et al, 2002). Em 2001, no Chipre, eram utilizadas cerca de 

16 milhões de m³ de águas residuárias tratadas, principalmente na capital do país (Nicósia). 

Nesta, aproximadamente 11 milhões de m³/ano são reutilizados na agricultura com a 

finalidade de destinar 40 volumes de água de fontes convencionais para atender as demandas 

domésticas e industriais, que necessitam de água com qualidade sanitária melhor (AEMA, 
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2001). No continente europeu, a agricultura também é o maior alvo das águas residuárias. 

Entretanto, a prática de reúso urbano não potável e industrial é uma realidade em vários 

países, que exercem essa prática de maneira extensiva. 

 Nos Estados Unidos, diversos exemplos de reúso de água na irrigação são conhecidos, 

como por exemplo, na cidade de Bakersfield localizada no Estado da Califórnia. Nesta cidade, 

efluentes domésticos são empregados na irrigação desde o ano de 1912, nas formas de esgoto 

bruto, efluente primário e atualmente na forma de efluente secundário. Numa fazenda em 

Lubbock, Texas, se utiliza efluentes secundários na irrigação desde o ano de 1938. Em 

Orange County, Flórida, um projeto chamado de CONSERV II vem fornecendo, desde 1986, 

água residuária para irrigação. Na cidade de Monterey County, Califórnia, em uma estaca 

com capacidade de 110 mil m³/d, a água que passa por filtração e desinfecção é empregada na 

irrigação de plantações que são comidas cruas, como alface, brócolis e morangos, após a 

segurança desta prática ter sido comprovada através de estudos (KUBLER; FORTIN; 

MOLLETA, 2015). Em 2010, na Flórida, foram reutilizados cerca de 2,5 milhões m³/d de 

efluente tratado. Mais da metade desse volume foi destinado à irrigação e paisagismo (NRC, 

2012). 

 A utilização de água de reúso traz diversos benefícios à agricultura como fonte de 

nutrientes que auxiliam o crescimento de cultivos e de água, entretanto deve-se ter segurança 

da qualidade sanitária para não prejudicar a saúde humana e ambiental. A água de reúso pode 

conter micropoluentes, tais como produtos químicos e microrganismos, podendo oferecer 

riscos à saúde pública e ambiental. Ao aplicar este recurso no solo, sem critérios agronômicos 

e ambientais, a água de reúso pode se infiltrar até atingir o lençol freático; pode ser 

incorporado pela vegetação, ou para a atmosfera pela transpiração; pode ser incorporada ao 

solo, por reações químicas ou na forma de umidade, podendo ser transitória ou permanente; 

ou pode ser evaporada diretamente para a atmosfera (MANCUSO e SANTOS, 2013). No 

entanto se a irrigação for feita de forma planejada e de forma segura, pode trazer benefícios 

como nutrientes e água para plantas, redução do uso de fertilizantes (ERTHAL et al., 2010).  

 Estudos realizados para verificar os feitos da utilização da água de reúso na microbiota 

do solo, que podem ou não beneficiar estes organismos do solo, variando de acordo com a 

quantidade aplicada e composição da água de reúso. Quando aplicada em alta quantidade e 

possuir uma grande carga de nutrientes como fósforo e nitrogênio, patógenos, metais pesados 

e antibióticos, o solo não consegue realizar a sua função de reciclabilidade, e assim pode 

alterar as características do solo (MATOS, et al., 2004; LIU et al., 2013). 
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 Alves et al. (2008) mostraram que a utilização de água de reúso no solo provocou uma 

diminuição na densidade de microrganismos em relação à análise inicial, sugerindo que o uso 

contínuo de água de reúso no solo tenha modificado progressivamente as características 

físico-químicas do solo e tenha sido prejudicial a sobrevivências dos organismos vivos. 

 De acordo com Guidolin (2006), e Erthal et al. (2010), o reúso agrícola, sendo 

realizado de forma adequada possui várias vantagens sob a ótica econômica, social e 

ambiental. Alguns exemplos são: a recuperação e economia de água, tendo em vista que o 

consumo médio per capita de água é de e 110 litros/pessoa/dia (ONU, 2015); a redução dos 

custos da produção agrícola com fertilizantes químicos; a maior fertilidade dos solos através 

das incorporações de matérias orgânicas presentes nos esgotos brutos, de nutrientes essências 

aos vegetais, como o nitrogênio, fósforo e potássio; Aumento da produção agrícola (EPA, 

2012). 

A prática de reúso agrícola assume grande importância, devido a fatores como:  

 

“dificuldade crescente de identificar fontes alternativas de águas para irrigação; 

custo elevado de fertilizantes; a segurança de que os riscos de saúde pública e 

impactos sobre o solo são mínimos, se as precauções adequadas são efetivamente 

tomadas; os custos elevados dos sistemas de tratamento, necessários para descarga 

de efluentes em corpos receptores; a aceitação sociocultural da prática do reúso 

agrícola; o reconhecimento, pelos órgãos gestores de recursos hídricos, do valor 

intrínseco da prática.”(HESPANHOL, 2002, p. 81). 

 

 

2.4 NORMATIZAÇÕES SOBRE A QUALIDADE SANITÁRIA DA ÁGUA DE REÚSO 

PARA FINS AGRÍCOLAS 

 

 

2.4.1 Normatizações Brasileiras 

  

 

 No Brasil ainda não há uma legislação federal específica de água de reúso, que 

estabeleça os critérios e parâmetros de avaliação da qualidade sanitária para a agricultura, 

como os biológicos e os físico-químicos. Isso reflete a uma baixa maturidade do sistema 

brasileiro quanto ao controle de poluentes hídricos e aproveitamento de águas residuais. 

Atualmente no Brasil, assim como ocorre para água de reúso, em normativas como na 

Portaria de Consolidação nº 5 de 2017 (BRASIL, 2017), e nas Resoluções CONAMA 

357/2005 (BRASIL, 2005) e 396/2008 (BRASIL, 2008), que tratam da qualidade das águas 
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potável, superficiais e subterrâneas, respectivamente, os parâmetros para avaliação da 

qualidade de águas também se encontram deficitários. Estas não possuem parâmetros 

importantes suficientes para avaliação da qualidade sanitária da água para consumo humano, e 

que deveriam estar contemplados, como por exemplo, os contaminantes químicos. Dentre os 

poluentes químicos que são lançados nos corpos hídricos diariamente no Brasil, apenas cerca 

de 7% (27) de aproximadamente 380 poluentes, contém seus valores máximos permitidos nas 

legislações brasileiras, Portaria de Consolidação 5/2017 e/ou nas Resoluções CONAMA 

357/2005 e 396/2008. Além disto, a produção destas substâncias químicas é mais rápida do 

que o tempo de estudos dos testes toxicológicos sobre os impactos que estas podem causar a 

saúde humana e ambiental. Ademais, não são considerados nas mesmas leis os interferentes 

endócrinos nos padrões de qualidade sanitária da água, assim como não consideram os efeitos 

estrogênicos dos poluentes, pois se fossem considerados os valores máximos permitidos 

deveriam ser até mil vezes menores que os valores atuais nas normativas vigentes citadas 

acima (MONTAGNER; VIDALA; ACAYABAB, 2017). 

 Dentre as normatizações nacionais para aplicação de água de reúso existe a Resolução 

do Conselho Nacional de Recursos Hídricos (CNRH) nº 54, de 28 de novembro de 2005, que 

estabelece modalidades, diretrizes e critérios gerais para regulamentar e estimular a prática de 

reúso direto não potável de água, em todo território nacional. E traz em seu Art. 3º sobre as 

modalidades do reúso direto não potável de água, e dentre estas uma modalidade se refere ao 

uso para a agricultura: “II - reúso para fins agrícolas e florestais: aplicação de água de reúso 

para produção agrícola e cultivo de florestas plantadas” (BRASIL, 2005). Esta normativa 

apenas estabelece a modalidade de utilização de água de reúso na agricultura, porém não traz 

os parâmetros de qualidade para reúso agrícola. 

 Em 16 de dezembro 2010 a Resolução CNRH nº 121 estabeleceu as diretrizes e 

critérios para a prática de reúso direto não potável de água na modalidade agrícola e florestal, 

incentivada pela Resolução CNRH no 54, de 28 de novembro de 2005. Nesta normatização 

possui informações específicas sobre a utilização de água de reúso na agricultura e em cultivo 

de florestas plantadas. No entanto, não trata sobre os padrões para a avaliação da qualidade 

sanitária da água de reúso para a agricultura, apenas diz que “as características físicas, 

químicas e biológicas para a água em todos os tipos de reúso para fins agrícolas e florestais 

deverão atender os limites definidos na legislação pertinente” (BRASIL, 2010). Para a 

caracterização e monitoramento periódico da água a lei recomenda que seja realizado de 

acordo com os critérios do órgão ou entidade competente, que no caso é o produtor da água de 

reúso o responsável, e que observe: a natureza da água de reúso; a tipologia do processo de 
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tratamento; o porte das instalações e vazão tratada; a variabilidade dos insumos; as variações 

nos fluxos envolvidos; o tipo de cultura. Nesta norma é apresentado que a utilização da água 

de reúso para fins agrícolas e florestais não pode oferecer riscos ou causar danos ambientais e 

a saúde coletiva. No entanto, em caso de acidente ou impacto ambiental que comprometa os 

demais usos da água no entorno, devido à aplicação da água de reúso, o órgão ou entidade 

competente e o respectivo Comitê de Bacia Hidrográfica, deve ser informado imediatamente 

pelo produtor, manipulador, transportador e ou responsável técnico. No art. 6º da legislação 

diz que “as concentrações recomendadas de elementos e substâncias químicas no solo, para 

todos os tipos de reúso para fins agrícolas e florestais, são os valores de prevenção que 

constam da legislação pertinente” (BRASIL, 2010). Além disso, recomenda que o solo que 

recebe a água de reúso também deve ser caracterizado e monitorado periodicamente de acordo 

com critérios definidos pelo órgão ou entidade competente, sendo o produtor da água de reúso 

o responsável. Os métodos de análises da água e do solo devem atender as normas nacionais 

que disciplinem a matéria (BRASIL, 2010). Esta legislação não deixa claro sobre quais são as 

legislações pertinentes que devem ser acessadas para verificar os métodos de análises da água 

e do solo, e sobre os limites máximos permitidos dos parâmetros físicos, químicos, 

biológicos. Entretanto, acredito que a Resolução CNRH nº 121/10 esteja se referindo a 

parâmetros e métodos que estejam na legislação sobre água potável estabelecida na Portaria 

de Consolidação 5/2017 e normativas regionais, pois não existe legislação nacional, sobre a 

qualidade sanitária do solo, apenas leis pontuais como a Lei nº 7666 de 28 de agosto de 2017 

(RIO de JANEIRO, 2017), do Estado do Rio de Janeiro, que estabelece valores de referência 

de saúde ambiental para a qualidade das areias utilizadas em parques, praças, tanques, clubes, 

creches e escolas para fins de lazer, recreação e atividades educativas, esportivas e culturais, 

em áreas públicas e privadas do estado do Rio de Janeiro. Enfim, fica evidente que é uma 

normativa nacional que está incipiente e precisa fornecer mais informações e estabelecer os 

parâmetros e métodos para avaliação da qualidade sanitária da água de reúso e do solo que a 

recebe para a agricultura e para cultivo de florestas plantadas. 

No Brasil existem poucas regulamentações sobre água de reúso com padrões de 

qualidade sanitária, o que dificulta a utilização deste recurso hídrico com segurança no 

território brasileiro, sem causar riscos para a saúde coletiva. Foram encontradas apenas 

normativas pontuais de alguns estados brasileiros, que contém os parâmetros de qualidade 

microbiológicos, físicos e químicos de água de reúso para a agricultura, são estas as leis: 

Norma da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 13969/97 (ABNT, 1997); 

Resolução Estadual do Conselho Estadual de Recursos Hídricos (CONERH) da Bahia nº 75 
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de 2010 (BAHIA, 2010); e Resolução do Conselho Estadual do Meio Ambiente (COEMA) do 

Ceará nº 2 de 02 de fevereiro de 2017 (CEARÁ, 2017).  

 A Norma da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 13969 de 1997, 

que dispõe sobre “Tanques sépticos - Unidades de tratamento complementar e disposição 

final dos efluentes líquidos - Projeto, construção e operação”, não trata especificamente sobre 

água de reúso, porém traz alguns padrões para utilização na agricultura (ABNT, 1997). 

Fornece instruções para “reúso de água servida” e/ ou de esgotos tratados para o Brasil, além 

disto, a normativa define parâmetros de avaliação da qualidade da água de reúso de acordo 

com a classe de uso, seja para lavagem de carros, lavagem de pisos, uso em vaso sanitário e 

rega de hortaliças. Nesta, a utilização de água de reúso para irrigação da agricultura se 

caracteriza como reúso local, que se trata da reutilização do esgoto doméstico para fins que 

exigem qualidade de água não potável. No entanto, indica que mesmo realizada a desinfecção 

da água de reúso, esta não deve ser usada para irrigação de frutas de ramas rastejantes (por 

exemplo, melão e melancia) e de hortaliças. E permite a rega de cultivos como trigo, milho, 

arroz, café e outras árvores frutíferas, por meio de escoamento no solo, desde que tenha o 

cuidado que seja interrompida a irrigação com pelo menos 10 dias antes da colheita (ABNT, 

1997). 

 Alguns parâmetros da qualidade sanitária da água de reúso e diretrizes para irrigação 

da agricultura estão definidas na classe 4 da norma: 

“Classe 4: reúso nos pomares, cereais, forragens, pastagens para gados e outros 

cultivos através de escoamento superficial ou por sistema de irrigação pontual. 

Coliforme fecal inferior a 5000 NMP/100 mL e oxigênio dissolvido acima de 2,0 

mg/L. As aplicações devem ser interrompidas pelo menos 10 dias antes da colheita.” 

(ABNT, 1997). 

 

 Na Bahia o Conselho Estadual de Recursos Hídricos (CONERH) publicou a 

Resolução Estadual nº 75 de 2010, que estabelece procedimentos para disciplinar a prática de 

reúso direto não potável de água, na modalidade reúso para fins agrícolas e/ou florestais: 

aplicação de água de reúso para produção agrícola e cultivo de florestas plantadas. A lei 

utiliza as características microbiológicas recomendadas pela OMS para água em todos os 

tipos de reúso para fins agrícolas e/ou florestais, portanto quantifica os coliformes por 

UFC/100 mL, sendo dividido em duas categorias: 

• Categoria A (Irrigação, inclusive hidroponia, de qualquer cultura incluindo produtos 

alimentícios consumidos crus) - 1x103 UFC de coliformes termotolerantes por 100 

mL, ou seja, 1.000 UFC/100 mL. No entanto no caso de irrigação localizada, por 

gotejamento, de cultivos que se desenvolvem distantes do nível do solo ou técnicas 
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hidropônicas em que o contato com a parte comestível da planta seja minimizado o 

limite é até 1x104 de UFC coliformes termotolerantes por 100 mL, ou seja, 10.000 

UFC/100 mL. 

• Categoria B (Irrigação, inclusive hidroponia, de produtos alimentícios não consumidos 

crus, produtos não alimentícios, forrageiras, pastagens, árvores, cultivos usados em 

revegetação e recuperação de áreas degradadas) - 1x104 UFC de coliformes 

termotolerantes por 100mL, ou seja, 10.000UFC/100 mL. Porém, pode ter até 1x105 

por 100mL, ou seja, 100.000/100 mL no caso da existência de barreiras adicionais de 

proteção ao trabalhador (Barreiras adicionais de proteção encontradas em agricultura 

de elevado nível tecnológico, incluindo o emprego de irrigação localizada e 

equipamentos de proteção individual. Exclui-se desta nota a irrigação de pastagens e 

forrageiras destinadas à alimentação animal). É facultado o uso de efluentes (primários 

e secundários) de técnicas de tratamento com reduzida capacidade de remoção de 

patógenos, desde que associado ao método de irrigação subsuperficial (neste caso não 

se aplicam os limites estipulados de coliformes e ovos de helmintos, sendo a qualidade 

do efluente uma consequência das técnicas de tratamento empregadas).  

A lei define ainda outros parâmetros físico-químicos para reúso agrícola que são: 

cloreto com faixa limite de 100 a 350 meq/L; alumínio até 5 mg/L, arsênio até 0,10 mg/L, 

berílio até 0,10 mg/L, boro até 0,5 mg/L, cádmio até 0,01 mg/L, chumbo até 5,00 mg/L, 

cobalto até 0,05 mg/L, cobre até 0,20 mg/L, cromo até 0,1 mg/L, ferro até 5 mg/L, fluoreto 

até 1,00 mg/L, lítio até 2,50 mg/L, manganês até 0,20 mg/L, mercúrio até 0,002 mg/L, 

molibdênio até 0,01 mg/L, níquel até 0,20 mg/L, selênio até 0,02 mg/L, sódio até 70,0 mg/L, 

vanádio até 0,10 mg/L e zinco até 2 mg/L (BAHIA, 2010). Ademais a resolução define que o 

monitoramento deve ser periódico, com definição do período pelo órgão competente. E a 

aplicação em solos agrícolas e/ou florestais deve ser obrigatoriamente condicionada à 

elaboração de projetos que atendam aos critérios estabelecidos pela resolução (BAHIA, 

2010). 

No estado do Ceará foi aprovada a Lei nº 16.033 de 20 de Junho de 2016, que dispõe 

sobre a política de reúso de água não potável no âmbito do estado do Ceará, estabelece 

critérios para o reúso de água não potável, com o objetivo de viabilizar e estimular a sua ação 

no Estado do Ceará. Define as modalidades de reúso de água: para fins urbanos, agrícolas, 

florestais, ambientais, industriais e na aquicultura. Responsabiliza a Secretaria de Recursos 

Hídricos a fiscalizar a gestão e infraestrutura relativa à água de reúso. A fiscalização da 

qualidade sanitária da água de reúso é de competência da Secretaria do Meio Ambiente e da 
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Superintendência Estadual de Meio Ambiente. Cita que todos os equipamentos, tubulações e 

instrumentos utilizados com água de reúso, devem ser identificados e diferenciados daqueles 

que utilizam água potável. Cria um selo de reúso para usuários de água de reúso interno e 

externos devidamente licenciados. E compete à Fundação Cearense de Apoio ao 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico – FUNCAP, a responsabilidade por criar um 

programa de apoio ao desenvolvimento científico e tecnológico das práticas de reúso de água. 

No entanto esta lei não possui parâmetros de qualidade para avaliação da água de reúso 

(CEARÁ, 2016). Parâmetros de qualidade em relação a reúso externo para fins agrícolas e 

florestais no Estado do Ceará podem ser encontrados na Resolução do Conselho Estadual do 

Meio Ambiente (COEMA) nº 2 de 02 de fevereiro de 2017, que dispõe sobre padrões e 

condições para lançamento de efluentes líquidos gerados por fontes poluidoras (CEARÁ, 

2017). Nesta lei, reúso externo é “o uso de efluentes tratados provenientes das estações 

administradas por prestadores de serviços de saneamento básico ou terceiros, cujas 

características permitam sua utilização”. Os parâmetros estabelecidos para reúso externo para 

fins agrícolas e florestais são (CEARÁ, 2017): 

• Coliformes termotolerantes: Culturas a serem consumidas cruas cuja parte consumida 

tenha contato direto com a água de irrigação, não pode ser detectado coliformes 

termotolerantes (ausência). Enquanto que as demais culturas podem conter até 1.000 

NMP/100 mL; 

• Ovos de geohelmintos: Culturas a serem consumidas cruas cuja parte consumida tenha 

contato direto com a água de irrigação, não pode ser detectado ovo de helminto. Nas 

demais culturas, pode até 1 ovo geohelmintos/L de amostra; 

• Condutividade elétrica: até 3000 µS/cm III. pH entre 6,0 e 8,5; 

• Razão de Adsorção de Sódio - RAS: (15 mmolcL-¹) ¹/². 

Para a utilização da água de reúso para agricultura é fundamental a criação de 

legislação de nível nacional, para se sejam cumpridas pelos gestores e para evitar riscos à 

saúde humana e ambiental. A falta de legislação traz um desafio para a aplicação da água de 

reúso, devido à inexistência de orientações técnicas para a implantação dos sistemas de reúso 

e sua fiscalização. A legislação federal sobre água de reúso deve possuir a origem da água de 

reúso, os padrões de qualidade sanitária, bem como as formas de tratamento para produção da 

mesma (MOURA et al., 2020). 

Além disso é importante também em uma legislação, citar como deverá ser os 

diferentes sistemas de reúso: projetar sistema de abastecimento duplo, um para água potável e 
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outro para água de reúso; cisternas e reservatórios separados, tubulações independentes 

identificadas com cores diferentes. Todo o conjunto deve receber sinalização indicando que 

aquela tubulação ou torneira fornece água não potável (SOTERO-MARTINS et al., 2019). 

 

 

2.4.2 Normatizações Internacionais 

 

 

Internacionalmente, existem normatizações como as da United States Environmental 

Protection Agency (EPA) de 2012, e da World Health Organization (WHO) de 2006, que 

tratam de forma mais completa sobre água de reúso para agricultura, com parâmetros físico-

químicos e biológicos, baseados em estudos científicos, de modo que esta água se torne mais 

segura para aqueles que a utilizam (HANDAM et al., 2021b).  

A OMS reconheceu a importância de se criar diretrizes sobre a utilização da água de 

reúso para a prevenção de agravos a saúde coletiva em 1971. E em 1989 estabeleceu critérios 

de qualidade sanitária da água de reúso, após períodos de estudos epidemiológicos, voltados 

para a agricultura e aquicultura, intitulado “Health Guidelines for use of Wastewater in 

Agriculture and Acquaculture”. Depois foi realizada uma reunião para revisão da normativa 

que abarcou o uso de águas residuárias, excretas e águas cinzas, chamado de “Guidelines for 

the safe use of Wastewater, Excreta and Greywater” (WHO, 2006). Quanto aos parâmetros 

microbiológicos (WHO, 2006) estão: 

 

“Para a irrigação de culturas que são ingeridas cruas, campos esportivos e parques 

públicos devem ter ≤ 1 ovo de nematóide/L, e ≤ 1000 UFC de Coliformes 

fecais/100mL; Para Irrigação de culturas cerealíferas, a serem industrializadas, 

forragens, pastagens e arbóreas devem ter ≤ 1 ovo de nematóide/L.” (WHO, 2006). 

 

 A EPA estabeleceu em sua normativa chamada “Guidelines for Water Reuse” (EPA, 

2012, pág.131), os tipos de usos possíveis e recomendações de parâmetros de qualidade 

sanitária para reúso agrícola. Segundo EPA (2012), a água deve ter concentração de 

coliformes termotolerantes de até 200/100 mL, e na irrigação de cultivos por aspersão deve ter 

ausência de coliformes termotolerantes. Para usos em que a água terá provável contato direto 

ou indireto recomenda-se a desinfecção para produzir água de reúso com ausência de 

coliformes fecais e totais detectáveis por 100mL (EPA, 2012, pág.131).  

 Quanto aos parâmetros físico-químicos, de acordo com EPA (2012): o cloreto em 

irrigação de superfície para valores < 4 meq/L não apresentam riscos, de 4 a 10 meq/l o risco 
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é moderado e >10 meq/l o risco é alto; para irrigação por aspersão valores abaixo de 3 meq/l 

não apresentam riscos e acima de 3 meq/l o risco é moderado; Fluoreto até 5,00 mg/L; 

Chumbo até 1,00 mg/L; Boro até 0,75 mg/L; pH faixa permitida entre 6,0 e 8,4; cloro residual 

livre até 1 mg/L.  

Segundo WHO (2006), o cloreto nas irrigações em superfície para valores < 3 meq/L não 

apresentam riscos, e > 3 meq/L apresentam um risco de leve a moderado; faixa de pH é 6,5 - 

7,0; cloro residual livre < 4 meq/L não apresenta riscos, de 4 a 10 meq/L apresenta risco de 

leve a moderado e > 10 meq/L apresentam altos riscos.  

O parâmetro condutividade elétrica EPA (2012), WHO (2006), os valores abaixo de 0,7 

dS/m não possuem riscos, de 0,7 dS/m até 3,0 dS/m é moderado e valores >3 dS/m são de alto 

risco. A condutividade elétrica indica indiretamente a concentração total de sais na água, e 

geralmente é o parâmetro escolhido para verificar a salinidade da água (SILVA, 2018). 

Quanto maior a condutividade elétrica, maior é o grau de salinidade e a capacidade de 

infiltração de água no solo, o que afeta a disponibilidade hídrica para as culturas agrícolas 

(EPA, 2012).  

 Outros locais também desenvolveram diretrizes como o Estado da Califórnia, pelo 

Departamento de Saúde do Estado, que estabeleceu padrões de qualidade sanitária para 

irrigação da agricultura em 1918, intitulada “Wastewater Reclamation Criteria”. Esta exige 

que a água de reúso para irrigação da agricultura tenha menos de 2,2 UFC/100mL de 

coliformes termotolerantes. Atualmente é considerada a normativa mais restritiva e complexa 

em relação as outras normas sobre reúso agrícola (HESPANHOL, 2002).  

Outro país que foi um dos precursores da utilização da água de reúso é Israel, que 

possui a normativa para a irrigação de vegetais que podem ser comidos crus, intitulado “The 

Environment in Israel 2002”. Neste documento mostra que é permitida a prática de reúso 

agrícola, e possui alguns parâmetros de qualidade como sólidos suspensos, DBO, presença de 

cloro e salinidade, mas não há nenhum padrão quanto à presença de microrganismos 

patogênicos (ASANO, 1998). 

 O México também possui uma legislação para reúso agrícola chamada “Mexican 

Standard NOM-001-ECOL-1996”, no entanto não possui parâmetros de qualidade sanitária 

(MOURA et al., 2020). 

 Na Jordânia possui apenas parâmetros físico-químicos da água de reúso para a 

irrigação da agricultura e possui as normativas: “National Water Strategy and related policies 

and action plans”, “Water Substitution and Re-Use Policy” e “Decentralized Wastewater 

Management Policy” (MOURA et al., 2020). 
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E na Turquia o reúso de água foi reconhecido em 1991, por meio da norma “Water 

Pollution Control Regulations”, permitindo o uso para agricultura, com parâmetros de 

qualidade microbiológicos e físico-químicos (KRAMER e POST, 2001). 

 

  

2.5 DOENÇAS E AGRAVOS POR EXPOSIÇÃO À ÁGUA DE REÚSO CONTAMINADA 

 

 

2.5.1 Contaminantes Biológicos 

 

 

 A avaliação da qualidade sanitária dos esgotos brutos e tratados pelos parâmetros 

microbiológica em função apenas da presença ou ausência de indicadores de contaminação 

fecal como coliformes termotolerantes e Escherichia coli não é satisfatória, pois outros 

patógenos como protozoários e vírus podem estar presentes. A presença de protozoários, 

por exemplo, em recursos hídricos superficiais em várias regiões do país está relatada na 

literatura, mostrando que estes são disseminados em diversas fontes de abastecimento de 

água do Brasil (INCT, 2018).  

 McQuaig, Griffith e Harwood (2012) indicaram que vírus entéricos podem estar 

presentes na água mesmo com a ausência de coliformes totais e de E. coli. Com isto, 

possivelmente, pode ter a presença também de outros microrganismos patogênicos 

incultiváveis, sendo capaz de acessá-los apenas pelas técnicas de biologia molecular. 

 Uma das formas de maior perigo para contaminação por patógenos aos consumidores, 

assim como aos trabalhadores rurais estão relacionados à utilização de água de reúso na 

irrigação de lavouras (WHO, 2006).  

 No entanto com a utilização de efluentes de esgotos tratados como é o caso da água de 

reúso, conjuntamente com a aplicação de irrigação por gotejamento, este perigo de 

contaminação se torna menor (MANCUSO e SANTOS, 2013). A transmissão de doenças é 

controlada também por fatores agronômicos como prática de irrigação utilizada, práticas de 

cultura e de colheita (MORAIS et al., 2016; AYRES e WESTCOT, 1991). Assim, a utilização 

de água de reúso na agricultura se torna uma fonte de água alternativa importante, 

favorecendo o desenvolvimento social e econômico dos agricultores nas regiões rurais, que 

possuem escassez de água (MORAIS et al., 2016).  
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Cairncross e Feachem (1993) fizeram uma classificação das doenças relacionadas 

ao saneamento ambiental inadequado (DRSAI), que podem ser veiculadas pela água 

contaminada. As DRSAIs ocorrem quando há falta ou precariedade no saneamento 

ambiental e de moradias. Nesta classificação possuem as principais doenças infecto-

parasitárias veiculadas pela água (CAIRNCROSS e FEACHEM, 1993), e pode ser utilizada 

em relação a água de reúso também. 

A água de reúso, assim como outros tipos de água como, por exemplo, para consumo 

humano e para balneabilidade, se não for tratada adequadamente, de forma a retirar 

microrganismos e, inclusive, poluentes químicos (como será mostrado no item 2.5.2) pode 

transmitir doenças e agravos à saúde humana e ambiental. Na Tabela 1 se encontram algumas 

das doenças relacionadas com o saneamento inadequado (DRSAIs) que podem afetar 

humanos. 
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Tabela 1 - Doenças relacionadas com o saneamento inadequado (DRSAIs) que podem afetar 

humanos veiculadas pela água de reúso contaminada, dependendo da origem e da forma de 

tratamento para a produção de água de reúso. 

 

Fonte: Sanz e Gawlik (2014); Cairncross e Feachem (1993), adaptado; * referência - EPA (2012).  

 

 

2.5.1.1 Marcadores Moleculares Indicadores de Contaminação Fecal 

 

 

Os estudos sobre a qualidade sanitária de amostras ambientais têm utilizado análises 

de biologia molecular, por exemplo, a avaliação de marcadores moleculares de contaminação 

pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Com o auxílio de técnicas de 

biologia molecular como esta, podem ser identificados microrganismos bioindicadores de 

contaminação fecal, e dessa forma ficam mais evidentes os perigos eminentes, e assim poder 

Microrganismos Patogênicos Doença Associadas 

Escherichia coli Gastroenterite  

Campylobacter jejuni/ coli Gastroenterite 

Legionella spp. Doença Respiratória 

Salmonella typhi/ paratyphi Febre Tifoide 

Salmonella spp.* Salmonelose, Gastroenterite (diarreia, vômito, febre)* 

Shigella spp. Desinteira 

Vibrio cholera Cólera 

Yersinia enterocolitica Gastroenterite 

Adenovirus (40 y 41)* Doença respiratória, infecções oculares, gastroenterite* 

Agente Norwalk  Gastroenterite 

Astrovirus Gastroenterite 

Calicivirus Gastroenterite 

Entamoeba spp.* Amebíase (desinteira amebiana) * 

Giardia spp.* Giardíase (gastroenterite) * 

Cryptosporidium spp.* Cryptosporidíase, diarreia, febre* 

Ascaris spp.*   Ascaridíase* 

Ancylostoma* Ancilostomíase* 
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realizar medidas para a prevenção da saúde humana e ambiental (MCQUAIG et al., 2012; 

WOLF et al., 2010). 

Os microrganismos que podem ser cultiváveis, por meios de cultivo seletivos, 

representam por volta de 1% dos seres vivos, um pequeno percentual das espécies no mundo, 

por isso a metodologia de cultivo não consegue identificar muitos microrganismos que não 

são cultiváveis. Por meio da biologia molecular é possível a detecção de microrganismos que 

não são cultiváveis. Estudos utilizam marcadores moleculares (detectam a presença dos genes 

de microrganismos nas amostras) que podem indicar contaminação fecal, assim como a 

possível existência de outros microrganismos (SANTOS et al., 2009; AMANN et al., 1995).  

A PCR é uma técnica moleculares independente de cultivo, que permite detectar a 

presença de genes marcadores para verificação da presença de microrganismos nas amostras 

A realização desse método é feita após a etapa inicial de extração do DNA total da amostra a 

ser analisada. A PCR envolve a utilização de oligonucleotídeos (primers), que são sequências 

de nucleotídeos complementares a sequências específicas para amplificação, que é a síntese 

de milhões de cópias de sequências de genes alvos de DNA. Para a PCR são utilizados 

componentes básicos, que são enzima DNA polimerase, magnésio, iniciadores (primers), água 

ultrapura, tampão. Na metodologia envolvem as etapas de desnaturação, anelamento e 

extensão das sequências de DNA alvo (YE et al., 2012; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).  

Como marcadora molecular, a bactéria coliforme termotolerante, Escherichia coli têm 

sido utilizada como bioindicadora de contaminação por análises biologia molecular, por meio 

da PCR, e usualmente utilizadas em análises colimétricas. Esse microrganismo é uma 

bactéria, que faz parte do grupo dos coliformes termotolerantes, e possuem a capacidade de 

fermentar a lactose com produção de ácido e gás em 24 horas a 42 ºC. É considerada a 

principal espécie, mais encontrada, dos coliformes termotolerantes, e também é específica 

indicadora de contaminação fecal recente, sendo abundante em fezes humanas e de animais. 

Por isso é bastante encontrada em esgotos, efluentes, águas naturais e solos contaminados 

(APHA, 2017; Sotero-Martins et al., 2014). A bactéria E. coli costuma ser uma bactéria 

comensal do intestino, porém cepas de E. coli enteroinvasivas são patogênicas e podem causar 

gastroenterites nos seres humanos (SANZ e GAWLIK, 2014; MURRAY, 2014; GUION et 

al., 2008). 

Outra bactéria que também é utilizada como marcador molecular de contaminação 

fecal em amostras ambientais é a Methanobrevibacter smithii (SIDHU et al., 2013), pois é 

arqueobacteria anaeróbica, comuns no trato intestinal humano (MCLELLAN e EREN, 2014; 

JOHNSTON et al., 2010). E são importantes bioindicadoras de possível presença de outros 



 47 
 

 

microrganismos de origem fecal, pois quando saem do hospedeiro é improvável que consigam 

persistir no ambiente (MCLELLAN e EREN, 2014). 

A detecção de vírus também é de fundamental importância em saúde pública, e como 

bioindicador de contaminação fecal (SILVA et al., 2010), e têm sido utilizados em estudos em 

matrizes de esgoto e efluentes como em pesquisa realizada por FONG et al., (2010), pois são 

considerados uns dos mais prevalentes em amostras ambientais e em esgotos (PARASIDIS et 

al. 2013). Os adenovírus são considerados um dos principais agentes virais encontrados em 

amostras ambientais contaminadas, e um dos maiores responsáveis por surtos de 

gastroenterite de veiculação hídrica no mundo. Fazem parte do grupo dos vírus entéricos, 

presentes no trato gastrointestinal humano, e por meio da transmissão fecal-oral podem causar 

infecções gastrointestinais (BOSCH et al., 2008). Especificamente, os adenovírus sorotipos 40 

e 41 humanos (HAdVs), que foram os utilizados como bioindicadores moleculares no 

presente estudo, são da família Adenoviridae, gênero Mastadenovirus (KING et al., 2011), 

não são envelopados, possuem 90 nm de diâmetro, simetria icosaédrica, e genoma de DNA 

fita dupla (WOLD et al., 2013). São patogênicos, causam doença respiratória, infecções 

oculares, gastroenterites em humanos (EPA, 2012; MENA e GERBA, 2009). Cabe destacar 

que a detecção molecular de adenovírus não significa a presença de patógenos viáveis ou 

infecciosos, pois a técnica de PCR detecta ácidos nucleicos (DNA ou indiretamente de RNA), 

podendo detectar apenas um fragmento, e não a partícula viral (KONEMAN et al., 2014).  

Pesquisas vêm sendo feitas utilizando bioindicadores moleculares de contaminação 

fecal em amostras de água, como adenovírus sorotipos 40 e 41, Methanobrevibacter smithii 

(SIDHU et al., 2013) e Escherichia coli (MOURA, 2019) por meio da técnica de PCR. 

 

 

2.5.2 Poluentes Químicos  

  

 

 Os poluentes químicos são continuamente e diariamente excretados no esgoto, e os 

tratamentos convencionais não foram projetados especificamente para eliminá-los, por isto as 

estações de tratamento de esgoto e de água não conseguem remover completamente estas 

substâncias (LUO et al. 2014; MIÈGE et al., 2008), e estes são lançadas nos recursos hídricos, 

afetando a comunidade aquática, podendo contaminar as fontes para abastecimento de água da 

população (AQUINO et al., 2013). Visto isto, é importante o monitoramento destas 
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substâncias nos recursos hídricos para poder prevenir malefícios para a saúde humana e 

ambiental.  

A presença destas substâncias em água têm sido verificada nas últimas décadas, sendo 

uma preocupação mundial (SANTOS et al., 2013). Houve uma maior incorporação do número 

de substâncias em legislações ao longo do tempo no Brasil e no mundo, no entanto é 

infactível contemplar todos os poluentes químicos que oferecem malefícios à saúde em 

normatizações, pois a velocidade com que se produz e disponibiliza estes poluentes é muito 

mais rápida do que a realização de todos os testes toxicológicos (MONTAGNER; VIDALA; 

ACAYABAB, 2017). Estes podem afetar tanto os receptores humanos e ambientais através de 

uma variedade de mecanismos, incluindo disfunção endócrina, citotoxicidade e aumento da 

resistência aos antibióticos (FENT et al., 2006; PRUDEN et al., 2006, SCARPA et al., 2011). 

Os hormônios presentes na água, por exemplo, podem causar desequilíbrios hormonais e 

reprodutivos nos seres humanos e nos animais (PESSOA et al., 2012). 

 Formas de tratamento de esgoto empregadas, e de produção de água de reúso 

inadequadas para a remoção dos poluentes químicos, permitem a persistência destes na água, 

podendo ser encontrados hormônios e produtos químicos sintéticos: medicamentos 

(analgésicos, antibióticos, reguladores lipídicos, anti-inflamatórios, hormônios sintéticos), 

substâncias utilizadas em produtos de limpeza e higiene pessoal; compostos aplicados na 

produção de resinas e plásticos, além de hormônios naturais (AQUINO et al.,  2013). 

 Dentre os poluentes químicos, grande parte possui capacidade de desregular as 

funções do sistema endócrino (desreguladores endócrinos), causando efeitos adversos para a 

saúde animal, humana, ou em seus descendentes. Mesmo em baixas concentrações (da ordem 

de μg L-1 e ng L-1) os poluentes químicos apresentam risco potencial para a saúde humana e 

para o meio ambiente (GORE et al., 2014; BILA e DEZOTTI, 2007). Ademais, possuem uma 

grande quantidade de substâncias químicas, o que torna um desafio para identificação, 

quantificação, regulamentação e, principalmente, para o tratamento dessas substâncias 

(INCT, 2018). 

 Os desreguladores endócrinos são definidos como “um agente exógeno que interfere 

na síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou eliminação dos hormônios naturais no corpo 

que são responsáveis pela manutenção da homeostase, reprodução, desenvolvimento e/ou 

comportamento” (USEPA, 1998). Os mecanismos dos desreguladores endócrinos são: 

bloquear a ação natural desses hormônios (antagonistas); substituir os hormônios naturais do 

organismo (agonistas) ocorrendo respostas diferentes e fora do tempo às células; aumentar ou 
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diminuir a quantidade natural de hormônios (KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015; 

GHISELLI, 2006; SANTAMARTA, 2001).  

 Neste grupo dos desreguladores endócrinos destacam-se na literatura as substâncias 

com atividade estrogênica, estas podem interagir com receptores de estrogênio e podem 

exercer efeito adversos sobre um organismo (GHISELLI e JARDIM, 2007). Segundo Daston 

et al. (1997), é conceituada como a capacidade de produção de respostas biológicas 

qualitativamente similares àquelas produzidas pelos hormônios endógenos, como o 17β-

estradiol.  

 As principais moléculas encontradas, em águas residuais e que possivelmente podem 

ser encontradas em águas de reúso, que apresentam alta atividade estrogênica são os 

hormônios naturais estrona (E1) e 17β-estradiol (E2), e o hormônio sintético 17α-

etinilestradiol (EE2), que é a principal substância ativa do contraceptivo oral (PESSOA et al., 

2012), e alquilfenóis e etoxilatos de alcalfenol (TESKE S.S., ARNOLD, 2008). No entanto, 

os estrogênios sintéticos apresentam maior atividade estrogênica em comparação com os 

hormônios naturais (SVENSON et al., 2003). Outras substâncias também possuem atividade 

estrogênica como as utilizadas ou produzidas por indústrias, tais como bifenilas policloradas, 

pesticidas, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, ftalatos, alquilfenóis, e têm sido 

encontradas em águas naturais e esgoto (bruto e tratado) (GHISELLI e JARDIM, 2007).  

Para analisar a presença e quantificação de substâncias com atividade estrogênica em 

amostras de água, Routledge e Sumpter (1996) desenvolveram um método de análise in vitro, 

que é o método empregado no estudo. Essa técnica utiliza a levedura Saccharomyces 

cerevisiae geneticamente modificada. Este ensaio permite a identificação de substâncias 

químicas que são capazes de interagir com o receptor de estrogênio humano e elucidar uma 

resposta estrogênica. O método conhecido por YES (Yeast Estrogen Screen) vem sendo 

largamente empregado devido à rapidez, à reprodutibilidade e à sensibilidade.  

 Antes das análises de atividade estrogênica em amostras de água é preciso fazer 

previamente a concentração dessas substâncias. O método comumente utilizado para 

concentração é realizado através de cartucho (com matriz adsorvente), pelo método de 

extração em fase sólida (EFS) (ROSSI e MILLER, 2004; AMPARO, 2013), esse processo é 

eficiente, porém é oneroso, e utiliza solventes como o hexano e metanol que poluem o 

ambiente e oferecem risco a saúde humana (ASSIS et al., 2017; FREITAS e ARCURI, 2000). 

Outros métodos têm sido utilizados para concentração de substâncias (ANDRADE et al., 

2017; BARTOLOMEU, 2014; BONATO et al., 2014; RODRIGUES JUNIOR, 2011; 

XAVIER, 2006), que são os métodos de liofilização e de centrifugação a vácuo, que foram 
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testados nesse estudo. Esses possuem princípios semelhantes no sentido de preservar a 

composição química da amostra, apenas a água é retirada.  

Em relação ao método de liofilização, segundo Bartolomeu (2014), o processo é 

realizado a baixa temperatura, e esta é mantida durante todo o processo, evitando qualquer 

alteração química das substâncias sensíveis ao calor e umidade. Por este motivo, um produto 

concentrado por esta técnica mantém inalterado a composição química original.  

A liofilização é um processo no qual uma substância é previamente congelada e então 

a quantidade de solvente (geralmente água) é reduzida, primeiro por sublimação e 

posteriormente por dessorção, para valores tais que impeçam a manutenção de atividade 

biológica e reações químicas; e passam pelos processos de congelamento inicial, 

concentrações primária e secundária (MARQUES, 2008). 

 De acordo com Terroni et al. (2011) a principal área de aplicação da liofilização é na 

produção de bio-produtos não vivos, como: enzimas, hormônios, antibióticos, vitaminas, 

hemoderivados, anticorpos, vacinas inativadas, fármacos. Xavier (2006) realizou liofilização 

para desidratação de amostras contendo genisteína, que é o flavonoide da soja, que possui 

atividade estrogênica. 

 Quanto ao método de concentração por centrifugação a vácuo, esse possui uma 

tecnologia de centrifugação para remover solventes e concentrar amostras, mantendo a 

integridade da amostra. Este oferece rápida e eficaz concentração e secagem de pequeno 

volume de amostras, geralmente empregado para concentrar DNA ou RNA (SPEEDVAC, 

2011). As referências de centrifugação a vácuo, consistem geralmente de amostras de DNA 

(BONATO et al., 2014), RNA (RODRIGUES JUNIOR, 2011) e proteínas (ANDRADE et al., 

2017). 

 Dentre os riscos à saúde, diversos estudos têm verificado problemas relacionados à 

exposição a poluentes químicos, tais como: cânceres (SOTO e SONNENSCHEIN, 2010), 

infertilidade em seres humanos e animais (LAGOS-CABRÉ e MORENO, 2012), feminização 

de peixes (BARBER et al., 2012), resistência bacteriana (KÜMMERER, 2009), síndrome do 

ovário policístico, diminuição da produção de espermas no homem (TESKE e ARNOLD, 

2008). 

 Dentre os distúrbios mentais, estão incluídos: atenção transtorno do déficit de 

hiperatividade (TDAH) e transtorno do espectro do autismo (TEA), bem como depressão e 

outros transtornos de humor, dificuldades de aprendizagem, função executiva déficits e 

transtornos de conduta. Como classe, os PCBs têm as associações mais fortes e mais 

conhecidas com as doenças neurológicas (GORE et al., 2014). 
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 Na Tabela 2 se encontram alguns dos agravos a saúde humana e ambiental causadas 

pela água de reúso contaminada. 

 

 

Tabela 2 - Doenças e/ou agravos que podem afetar a saúde humana e ambiental, veiculadas 

pela água de reúso poluída por agentes químicos. 

 Fonte: Sanz e Gawlik (2014), adaptado; a – Lagos-Cabré e Moreno (2012); b – Barber et al. (2012); c - 

Kummerer (2009). 

 

 

2.6 PROCESSOS DE TRATAMENTO PARA A PRODUÇÃO DE ÁGUA DE REÚSO NO 

BRASIL E NO MUNDO  

 

 

As tecnologias de tratamento são fundamentais, permitindo a reutilização da água, 

consequentemente ocorre à redução da escassez hídrica, e produz recursos hídricos com 

qualidade sanitária para abastecer as populações (MANCUSO e SANTOS, 2013). Contudo 

possuem atualmente custos elevados para a purificação do esgoto, porém com a falta cada vez 

Agentes Químicos Malefícios para a saúde humana e ambiental 

Matéria Orgânica Eutrofização de corpos d'água 

Óleos, gorduras, celuloses, ligninas e etc. Condições Anóxias para ecossistema aquático 

Micronutrientes (B, Ca, Cu, Fe, Mg, Na, Co e 

etc.) 

Acumulo no solo é tóxico para as plantas e 

para a saúde humana 

Metais (Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, 

Zn e etc.) 

Tóxico para plantas, biota aquática, e para a 

saúde humana 

Sais Inorgânico (Cloridos, sulfúricos, nitratos 

e etc.) 

A salinidade no solo pode causar estresse 

osmótico para as plantas, salinização dos 

solos, salinização de aquíferos e risco a saúde 

humana 

Resíduos Industriais 

Efeitos cancerígenos, mutação genética, risco 

para saúde humana (ciano toxinas), 

bioacumulação, tóxicos para as plantas, 

infertilidade em seres humanos e animaisa, 

feminização de peixesb, resistência 

bacterianac  

Além de vários efeitos não explorados.  

Defensivos agrícolas 

Químicos Naturais (Hormônios, 

fitoestrogênios e etc.) 

Drogas Farmacêuticas e metabólicas 

(antibióticos, antiepiléticos, analgésicos, 

anticonceptivos, antidepressivos e etc.) 

Produtos de cuidados pessoais (fragrâncias, 

pigmentos e etc.) 

Produtos de limpeza doméstica 
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maior de água, se torna fundamental a utilização de água de reúso de forma direta, e o 

monitoramento da qualidade da mesma é essencial para que seja um recurso hídrico seguro e 

acessível (LEVERENZ et al., 2011).  

 As tecnologias de tratamento das águas necessitam de um conjunto de processos 

físico-químicos com o objetivo de retirar matéria orgânica, partículas suspensas e coloidais, 

microrganismos e outras substâncias prejudiciais à saúde humana (LIBÂNIO, 2010). 

 Para tanto as Estações de Tratamento de Esgoto (ETE) e de Água (ETA) brasileiras 

não conseguem retirar totalmente os microrganismos e não foram projetadas especificamente 

para eliminar poluentes químicos, tornando estas espécies químicas capazes de serem 

transportadas através do sistema de tratamento sem sofrer ação dos mecanismos de remoção. 

Geralmente, são empregados nas ETEs processo primário, secundário e, opcionalmente, 

processos terciários de tratamento. Este último é utilizado quando se faz necessário um 

efluente de melhor sanitária, como reúso de água, pois ainda consegue remover patógenos 

mais resistentes às etapas anteriores. Mesmo assim, não se demonstra eficaz para a total 

remoção de poluentes químicos, como poluentes orgânicos (LUO et al. 2014). 

Uma das formas de tratamento para a produção de água de reúso é a partir de uma 

Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) e depois por uma Estação de Tratamento de Água de 

Reúso (ETAR). O processo comumente utilizado para tratar o esgoto sanitário passa pelas 

etapas de uma ETE da seguinte forma: tratamento preliminar (remoção de sólidos grosseiros, 

areia e gordura); tratamento primário (sedimentação, flotação, digestão do lodo, secagem do 

lodo), tratamento secundário (filtração biológica, lodos ativados, decantação intermediária ou 

final, lagoa estabilização aeróbia, remoção da matéria orgânica) e tratamento terciário (lagoas 

de maturação, remoção de nutrientes como fósforo e nitrogênio, filtração final, desinfecção), e 

após a avaliação microbiológica e físico-química, de acordo com a Resolução 357/2005, este 

se torna apropriado para retornar ao ambiente. Para o esgoto tratado ser transformado em água 

de reúso, o esgoto precisa passar por mais etapas de tratamento, que comumente, são 

realizadas em Estações de Tratamento de Água de Reúso (ETARs) (MOURA et al., 2020; 

JORDÃO e PESSÔA, 2014; OENNING JÚNIOR e PAWLOSKY, 2007). Existem diversos 

tratamentos nas ETARs, tais como: cloração; separação por membranas (microfiltração, 

ultrafiltração, nano-filtração e osmose reversa); oxidação com ozônio; dióxido de cloro e 

peróxido de hidrogênio, adsorção em carvão ativado; troca iônica; destilação; eletrólise 

reversa e precipitação química (PROLAGOS, 2018; MIERZWA, 2005; MANCUSO e 

SANTOS, 2013; METCALF e EDDY, 2003).  



 53 
 

 

 Segundo a norma NBR 13969/97 da ABNT todos os efluentes que tenham como 

destino final o reúso devem sofrer desinfecção. A água de reúso deve passar pelo processo de 

desinfecção por adição de cloro. Os métodos de cloração podem ser por gotejamento 

(hipoclorito de sódio) e por pastilha (hipoclorito de cálcio), ficando a água em contato com o 

cloro por no mínimo 30 minutos, contudo no caso de hipoclorito devem ser observadas as 

especificações encontradas na NBR 11887 (ABNT, 2003). Ao final o período da cloração, o 

esgoto clorado deve conter uma concentração de pelo menos 0,5 mg/L de cloro livre. 

Entretanto, além da cloração, a norma recomenda que podem ser feitos outros 

processos de desinfecção da água de reúso (ABNT, 1997). 

 O processo de desinfecção mais difundido no Brasil é a cloração, por apresentar 

vantagens econômicas e favorecer a remoção de microrganismos e compostos químicos. 

Através do tempo de contato do cloro com o efluente é possível a remoção de hormônios 17p-

estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona (PEREIRA, 2011; CHEN et al., 2007), e remoção e/ou 

transformação química de compostos como sulfametoxazol, bisfenol A, trimetoprim, 

acetaminofeno, nonilfenol e triclosan (CHEN et al., 2007; HUBER et al., 2005; ALUM et al., 

2004). A remoção de hormônios através da cloração está diretamente relacionada à 

concentração inicial da substância, com o tempo de contato e da presença de cloro residual 

livre (PEREIRA, 2011). Em Monterey County (CA), nos Estados Unidos a água de reúso para 

a irrigação de agricultura que são consumidas cruas como alface, brócolis, morangos é tratada 

por filtração e desinfeção em uma estação com capacidade de 110 mil m³/d (KUBLER; 

FORTIN; MOLLETA, 2015). 

 No entanto outras tecnologias são mais eficientes para remoção tanto de 

microrganismos como de poluentes químicos, como é o caso da ozonização e processos 

oxidativos avançados, que apresentam resultados bem sucedidos também para o tratamento de 

águas residuais contendo produtos farmacêuticos e produtos para cuidados pessoais e 

compostos químicos desreguladores endócrinos (OLLER; MALATO; SÁNCHEZ-PÉREZ, 

2011; VIRKUTYTE; VARMA; JEGATHEESAN, 2010). Outra tecnologia para remoção dos 

microrganismos e poluentes químicos da água são os processos de filtração com membranas 

por microfiltração, ultrafiltração, nanofiltração e osmose reversa, que são eficientes na 

retirada de poluentes inorgânicos como, por exemplo, nitrato, arsênico e flúor; e orgânicos 

como, por exemplo, pesticidas, estrogênios (LUO et al. 2014; BOLONG et al., 2009; 

NGHIEM et al., 2004; VAN e VANDECASTEELE, 2003). No entanto estes tratamentos de 

alta qualidade requerem maiores custos de investimentos para construção, operação e 
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manutenção dos sistemas, o que dificulta a sua implementação em países em desenvolvimento 

(PRADO e SATO, 2017) 

 

 

2.7 CARACTERÍSTICAS MICROBIOLÓGICAS E FÍSICO-QUÍMICAS DO SOLO PARA 

USO NA AGRICULTURA 

 

 

Estima-se que existam mais de 4000 espécies de microrganismos por gramas de solo 

(MONTESINOS, 2003), dentre estes estão bactérias, fungos, protozoários, algas e nematoides 

(HINSINGER et al., 20011), sendo as bactérias os organismos de maior número no solo, estas 

podem ser encontradas em número de 1014 por m2 de solo representando a aproximadamente 

50 g de biomassa (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). As bactérias são um dos organismos 

responsáveis pela ciclagem de nutrientes no solo para liberação às plantas (DOBBELAERE; 

VANDERLEYDEN; OKON, 2003). 

 Um grupo expressivo de bactérias no solo são os coliformes, estes são, inclusive, 

bioindicadores de contaminação por fezes nos esgotos domésticos, pois estão presentes nas 

fezes humanas, e indicam outros microrganismos patogênicos como vírus e outras bactérias 

(CUTOLO e ROCHA, 2000). A concentração dos coliformes totais e termotolerantes no solo 

tem grande importância como bioindicadores da existência de outros microrganismos 

causadores de doenças como, causadores da febre tifoide, febre paratifoide, disenteria bacilar 

e cólera (CUTOLO e ROCHA, 2000). Dentre os coliformes estão as bactérias Escherichia 

coli, que conseguem sobreviver e multiplicar-se em temperaturas de 22 a 37 °C por um 

período de até dois meses no solo (ELVING, 2009). Segundo Mubiru et al. (2000) em solos 

úmidos sob temperaturas entre 6,5 e 19,6 °C podem ser detectadas, aproximadamente, por até 

noventa e nove dias. Bactérias podem se adaptar ou “naturalizar” no ambiente (ISHII; 

SADOWSKY, 2008). Porém a sobrevivência destas bactérias depende de diversos fatores 

como o tipo e a densidade dos microrganismos no solo, condições físico-químicas do solo, 

condições atmosféricas, interações biológicas (UNC et al., 2004). 

 O solo possui uma rica microbiota especializada em processos de mineralização da 

matéria orgânica para disponibilizar nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas. 

Como o solo é formado por parte orgânica e inorgânica provenientes das rochas e minerais 

também, os microrganismos presentes no solo são responsáveis pelas reações químicas para 

decomposição da matéria orgânica e ciclagem de nutrientes. Por isto, o solo tem grande 
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capacidade de inativar substâncias potencialmente prejudiciais ao ambiente, através de 

reações químicas e de processos microbiológicos de decomposição (ERTHAL et al., 2010).  

 

“A remoção de microrganismos como bactérias, vírus, protozoários e helmintos 

(ovos), contidos nos esgotos, por meio da disposição no solo, é efetuada por 

sedimentação, filtração na camada orgânica superficial do terreno e da vegetação, 

por adsorção às partículas do solo, por dessecação durante os períodos secos, pela 

radiação, pela predação e pela exposição a outras condições adversas” (MANCUSO 

e SANTOS, 2013, p. 383). 

 

 Além disto o solo por meio da filtração física consegue remover microrganismos com 

tamanhos maiores que 25 µm (bactérias, helmintos, protozoários). E no caso dos vírus, a 

adsorção às partículas do solo é eficiente para a remoção destes microrganismos. Outro fator 

importante é a competição que ocorre com os microrganismos nativos do solo, que 

conseguem eliminar os novos que foram inseridos, por meio de esgotos, por exemplo. E 

depois de eliminados são convertidos em nutrientes ao solo como dióxido de carbono e 

amônia. Nas camadas mais superficiais do solo a ação dos microrganismos decompositores é 

mais eficaz por conta dos processos aeróbios mais intensivos (MANCUSO e SANTOS, 

2013).  

 As plantas conseguem adquirir os nutrientes do solo mediante o crescimento de suas 

raízes que podem interagir com os componentes bióticos e o abiótico do solo como os 

nutrientes. Esta interação se dá de acordo com as propriedades físicas, químicas e biológicas 

do solo (HINSINGER et al., 2011).  

 No entanto a planta tem a capacidade de evitar a entrada de microrganismos em seus 

tecidos, mesmo expostas a fungos, bactérias, vírus e helmintos (PASCHOLATI, 1994). As 

plantas não possuem sistema imunológico, e possui característica de imobilidade, por isto 

desenvolveram em suas células defesas contra patógenos (HAMMOND-KOSACK; JONES, 

2000), por meio das suas características estruturais que são barreiras físicas; reações 

bioquímicas e produzem substâncias que são tóxicas ou inibem o patógeno (AGRIOS, 2004). 

No ambiente os microrganismos sofrem com as condições ambientais que nem sempre 

são favoráveis aos mesmos, por isso acaba ocorrendo o decaimento natural no ambiente. Com 

relação ao decaimento bacteriano no solo algumas condições favorecem como: radiação solar, 

temperatura, condições físico-químicas do solo, toxicidade de outras bactérias, predação. 

Essas condições são variáveis dependendo do clima de cada local, e favorecem o decaimento 

natural de bactérias, principalmente, a temperatura e a radiação solar (BEDA, 2011). Por isso 
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estudos de decaimento de bactérias são fundamentais para conhecer o comportamento desses 

microrganismos em cada ambiente.  

 A decomposição do material parental do solo e matéria orgânica resultam em 

propriedades químicas do solo de extrema importância para fertilidade e fornecimento de 

disponibilidade de nutrientes às plantas (SCHOENHOLTZ, MIEGROET, BURGER, 2000). 

Os parâmetros químicos relativos à fertilidade são os teores de nitrogênio, fósforo, potássio, 

cálcio e magnésio e os outros são acidez, capacidade de troca de íons, matéria orgânica do 

solo, saturação bases, entre outros. Um elemento essencial é o nitrogênio, sendo importante 

para aumentar o desenvolvimento dos vegetais, pois está relacionado com a produção de 

novas células e crescimento dos tecidos vegetais, por isto é bastante importante para a 

produção agrícola ter a presença deste elemento no solo (SOUZA e FERNANDES, 2006). 

Outro nutriente fundamental às plantas se trata do fósforo, pois está envolvido com os 

processos metabólicos como transferência de energia, síntese de ácidos nucléicos, glicose, 

respiração, ativação e desativação de enzimas (FERNANDES, 2006). Quando o solo está 

ácido tem maior capacidade de reter o fósforo, enquanto que em solos alcalinos, a fixação 

ocorre devido à presença de cálcio, causando baixa eficiência na solubilização de fertilizantes 

fosfatados (GYANESHWAR et al., 2002). 

Nesse sentido, nota-se que as análises físico-químicos do solo são necessárias para 

caracterização e análise do comportamento do solo no longo prazo, tendo em vista que isso 

auxilia no uso e manejo do solo, além de estratégias para correção do mesmo (BARRIOS, 

COUTINHO, MEDEIROS, 2011).  

É necessário salientar que os processos biológicos são afetados diretamente por muitas 

propriedades químicas. Assim, esses processos juntamente com os processos físicos 

determinam se o solo é capaz de fornecer e reter nutrientes, além da mobilidade e 

disponibilização de água. O solo pode apresentar não só boas condições, como más em 

virtude da degradação em função das ações antrópicas (VEZZANI e MIELNICZUK, 2009). 

A degradação do solo pode ser ocasionada pela falta de conservação, seja pelo mau uso ou 

ocupação desordenada, o que influenciam gerando problemas como erosão, poluição, 

deslizamentos ou assoreamento de cursos d’água (MUGGLER, PINTO-SOBRINHO, 

MACHADO, 2006). Como o solo é considerado um vetor de transmissão de doenças, 

algumas bactérias como Escherichia coli e Salmonella podem ser encontradas no mesmo 

(SOTERO-MARTINS et al., 2013), estas bactérias podem causar gastroenterites nos humanos 

(EPA, 2012; SANZ e GAWLIK, 2014; GUION et al., 2008; OWINO et al., 2016). Além 

disso, não há uma normativa sobre a qualidade sanitária do solo no Brasil, assim como não há 
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para utilização na agricultura. Existem apenas legislações pontuais normativas regionais como 

a Lei nº 7666 de 28 de agosto de 2017, do Estado do Rio de Janeiro, que estabelece valores de 

referência de saúde ambiental para a qualidade das areias utilizadas em parques, praças, 

tanques, clubes, creches e escolas para fins de lazer, recreação e atividades educativas, 

esportivas e culturais, em áreas públicas e privadas do estado do Rio de Janeiro.  

Existem indicadores de qualidades do solo que podem ser classificados como físicos 

(CRITTENDEN et al., 2015), químicos (CHERUBIM et al., 2015), biológicos (GARBISU et 

al, 2011) e visuais (MELLONI et al., 2008; NIERO et al., 2010), sendo o último um dos 

métodos mais simples, pelo fato de apresentarem resultados objetivos e satisfatórios 

(ARRUDA et al., 2012). As evidências visuais indicam se a qualidade do solo está ameaçada 

ou não, e podem ser através da resposta de plantas (ALVES et al., 2015). Desta forma, as 

plantas podem ser bioindicadoras da qualidade do solo acompanhando o comportamento da 

mesma através de diversos fatores, como o crescimento e o grau de acamamento. Este último 

é um fator definido que é caracterizado pela queda ou arqueamento das plantas, sendo 

ocasionado pela flexão da haste ou má ancoragem das plantas provocando uma maior 

proximidade da planta ao solo (BALBINOT-JÚNIOR, 2012).  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

 Há grande urgência em buscar fontes alternativas seguras de água para a realização das 

atividades humanas frente à escassez de água para abastecimento público, bem como para 

promover a sustentabilidade. As práticas agrícolas são responsáveis pelo grande consumo de 

água doce disponível no Brasil e no mundo, assim a utilização da água de reúso na agricultura 

pode se tornar uma importante estratégia na gestão da água (HANDAM et al., 2021b). Além 

disto, a água de reúso possui características como matéria orgânica e nutrientes que podem, 

com o manejo adequado, trazer benefícios quando aplicados na produção agrícola (EPA, 

2013). Este trabalho pode contribuir para uma melhor destinação da água de reúso, com dados 

sobre a segurança para uso na agricultura. Trata-se de um estudo pioneiro no Brasil, que 

oferece perspectivas para uma mudança nas políticas públicas voltadas para águas e efluentes 

que pode ser destinado para o agronegócio. 

Vale ressaltar que a água para ser utilizada no consumo humano deve estar dentro de 

padrões de qualidade sanitária estabelecidos em leis. Contudo, no Brasil ainda não há uma 

legislação específica para água de reúso, que determine padrões adequados para avaliar a 

eficiência do tratamento. A pesquisa pode auxiliar com dados para subsidiar uma legislação 

nacional de água de reúso para utilização na agricultura, que contenha os padrões de 

qualidade sanitária, e formas de tratamento para sua produção. E uma vez implementada a 

legislação, os Estados deverão adotar medidas e políticas públicas para produzir e utilizar 

água de reúso, resultando no aumento de água para irrigação da agricultura, assegurando uma 

fonte alternativa de água segura que não afete a saúde humana e ambiental. 
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4 PERGUNTA DA PESQUISA  

 

 

 O emprego da água de reúso na agricultura altera a qualidade sanitária do solo e a 

saúde ambiental? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 60 
 

 

5 OBJETIVOS 

 

 

5.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a qualidade sanitária da água de reúso de diferentes origens para uso na 

agricultura com finalidade de emprego sustentável da água de efluentes. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar os parâmetros bacteriológicos e físico-químicos das amostras de água de reúso 

e do solo utilizado; 

• Analisar a presença de bioindicadores moleculares de contaminação na água de reúso 

e indiretamente avaliar os efeitos desse tipo de água sobre a microbiota do solo;  

• Avaliar o desenvolvimento da planta (hortaliça, Petroselinum crispum) durante o 

cultivo como bioindicadora indireta da qualidade de nutrientes no solo;  

• Avaliar o decaimento de bactérias (Escherichia coli e Salmonella spp.) no solo 

irrigado com água de reúso; 

• Avaliar a presença de poluentes na água de reúso como resquício de elementos do 

esgoto sanitário. 
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6 METODOLOGIA 

 

 

6.1 FLUXOGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS DURANTE A METODOLOGIA DO 

ESTUDO 

 

 

 

 

6.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE ÁGUA DE REÚSO, DE ÁGUA POTÁVEL E DO 

SOLO UTILIZADO NOS ENSAIOS 

 

 

As amostras de água de reúso obtidas foram coletadas de três procedências diferentes, 

e por razões legais não foram descritos os nomes das empresas, foram denominadas nesse 

trabalho da seguinte forma:  

• “Amostra de água de reúso clorada” – foi a proveniente de uma estação de tratamento 

de esgoto (ETE) da cidade do Rio de Janeiro, RJ, cujo efluente tratado dentro da ETE 

(tratamentos primário e secundário) foi na sequência submetido ao processo de 
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cloração dentro de carro-pipa da companhia de saneamento (desinfecção com o cloro 

ocorre em um período de no mínimo 30 minutos, na concentração final de 0,5 ng/L, 

conforme Norma ABNT (1997). A amostra foi coletada no dia 15 de março de 2017. 

• “Amostra de água de reúso polida” – foi a obtida de uma estação de tratamento de 

água de reúso (ETAR) da Região dos Lagos do Rio de Janeiro, RJ, cujo o efluente do 

esgoto tratado em ETE (tratamentos primário e secundário), e passou por mais três 

etapas de tratamento (filtração, ultrafiltração e osmose reversa). A amostra foi coletada 

no dia 22 de novembro de 2017. 

• “Amostra de água de reúso biológica” – foi a proveniente de quatro sistemas de filtro 

biológico e físico (quatro residências que tinham sistema para tratamento de águas 

cinzas), de projeto de utilização de água de reúso em agricultura familiar do Estado do 

Ceará, essa amostra se caracterizou como uma amostra composta, sendo coletada no 

dia 10 de outubro de 2017. Para produção desta água de reúso, as águas cinzas (esgoto 

vindos de chuveiro, lavatório, pia de cozinha, tanque ou máquina de lavar, com 

exceção de vaso sanitário), passaram por um sistema de filtragem por mecanismos 

físicos (camada de raspa de madeira, areia lavada, brita e seixo) e biológicos, sendo a 

matéria orgânica biodegradada por população de microrganismos e minhocas (Eisenia 

foetida), em que ocorreu a retirada de poluentes e depositada em reservatório 

(POBLETE, 2010).  

E foi coletada e utilizada água potável como controle nos experimentos, proveniente 

da água potável da torneira do Laboratório de Biotecnologia e Saúde Ambiental (BIOTECSA) 

do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 

Foram utilizados 5,0 litros (DP ± 0,5) de água de reúso e de água potável coletadas em 

galões de polipropileno, que possui a composição de polipropileno, devidamente esterilizados 

(sabão extran 5% enxague 10 vezes, para total remoção do sabão; rinsado acetona P.A.; 

enxaguado 5 vezes com água deionizada; rinsado com etanol P.A.; enxague 3 vezes com água 

deionizada), para serem utilizados para a irrigação dos cultivos.  

 Para as análises físico-químicas foram coletadas amostras de água de reúso em 

garrafas plásticas de 500 mL, e armazenadas em geladeira até o momento das análises. Para 

análises colimétricas 100 mL de água foram coletados em tubos tipo falcons estéreis, e 

armazenados em geladeira por até duas semanas. Para a determinação da presença de 

substâncias com atividade estrogênica foram coletados 2 litros de amostras em frasco de vidro 

âmbar, e foram mantidas em freezer -40 ºC no laboratório, para realização das análises. Todas 

as amostras foram transportadas para o laboratório dentro de caixa de transporte, contendo 
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placa de gelo para melhor conservação, no caso de permanência de mais de 4 horas em 

campo. Vale ressaltar que as coletas das amostras foram por amostragem de conveniência, 

mas que garantiram três diferentes tipos clássicos de origens de água de reúso, apenas o tipo 

de origem industrial não foi considerado nesse trabalho (Figura 2). 

Foi utilizado solo comercial da marca Terral (terra preta), proveniente da cidade de 

Ihauma, Minas Gerais, MG. Todo o experimento foi conduzido com o mesmo solo 

proveniente do fornecedor, da cidade de Ihauma, Minas Gerais, MG, do mesmo lote. Antes da 

coleta de solo para realização das análises, o mesmo foi homogeneizado dentro do saco. 

 

Figura 2 – Ilustração do momento da coleta de uma amostra de água de reúso. 

Fonte: própria autora. 

 

 

6.3 PROCESSAMENTO LABORATORIAL PARA ANÁLISES BACTERIOLÓGICAS E 

FÍSICO-QUÍMICAS DAS AMOSTRAS DE ÁGUA DE REÚSO  

 

 

 As análises bacteriológicas e físico-químicas das amostras de água de reúso coletadas 

foram realizadas no Laboratório de Microbiologia do Departamento de Saúde e Saneamento 

Ambiental (DSSA) da ENSP, FIOCRUZ, e no Laboratório de Biotecnologia e Saúde 

Ambiental (BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro (UERJ). 
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6.3.1 Procedimentos para Análises Bacteriológicas das Amostras de Água de Reúso  

 

 

 Após a coleta de água de reúso foi realizada análise bacteriológica - níveis de 

coliformes totais (CT), de Escherichia coli (EC). A metodologia foi realizada conforme o 

Manual da Merck (2010), utilizando o meio de cultura cromogênico indicador Chromocult 

Coliform Agar (Cat. No. 1.10426.0100/500 Merck®), combinado com o método de 

Membrana Filtrante descrito em Standard Methods for the Examination of the Water and 

Wasterwater (APHA, 2017). O processamento laboratorial das amostras foi realizado em 

duplicata, sendo feitas diluições da seguinte forma: “amostra de água de reúso biológica” - 

passou por diluição de 1/500, que consistiu de 5 mL de amostra em um falcon contendo 45 

mL de água fosfatada, na sequência, uma alíquota de 1 mL desta primeira diluição foi 

transferida para outro falcon contendo 49 mL de água fosfatada, de acordo com Handam et al. 

(2020); “amostras de água de reúso clorada e polida” passaram por uma diluição de 1/10, que 

consistiu de 5 mL da amostra de água em um falcon com 45 mL de água fosfatada 

(HANDAM et al., 2020) (Figuras 3 e 4). Foi retirada alíquota de 10 mL para análise pelo 

método de membrana filtrante. 

 

Figura 3 – Diluições das amostras de água de reúso para análise bacteriológica. 

Fonte: própria autora. 
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Figura 4 – Equipamentos para a realização da análise bacteriológica: membrana quadriculada, 

meio de cultura, copo para sistema de filtração, e bomba a vácuo. 

 Fonte: própria autora. 

 

 No momento da leitura o meio de cultura cromogênico Chromocult da Merck® 

diferencia as colônias, sendo de Escherichia coli com coloração azul/violeta, os coliformes 

totais com coloração salmão/avermelhado. O total de colônias nas colorações vermelhas e 

azuis representam a quantificação dos coliformes totais. Os coliformes podem ser 

identificados pela capacidade do substrato enzimático de detectar β-D-galactosidase (APHA, 

2017), enquanto que E. coli produz as duas enzimas ß-D-galactosidase e ß-D-glucuronidase, e 

são facilmente diferenciadas dos outros coliformes pela coloração azul (MANAFI, 2000; 

MERCK, 2010) (Figura 5). 

 

Figura 5 – Membrana quadriculada com colônias de Escherichia coli com coloração 

azul/violeta, os coliformes totais com coloração salmão/avermelhado. 

Fonte: própria autora. 
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 Os dados da contagem das colônias de coliformes totais e E. coli foram inseridos em 

planilha Excel, considerando as diluições nos cálculos estatísticos que foram realizados 

(média e desvio padrão). A quantificação bacteriológica foi realizada por unidades 

formadoras de colônia (UFC) por mL de água de amostra analisada (HANDAM et al., 2020). 

 Foi verificado o resultado da análise bacteriológica da água potável, realizado por 

Moura (2019), que foi a mesma fonte de água potável utilizada no presente estudo como água 

controle dos ensaios. Este resultado foi comparado com as qualidades sanitárias dos tipos de 

amostras de água de reúso “clorada, polida e biológica”. 

 

 

6.3.2 Procedimentos para Análises dos Parâmetros Físico-Químicos das amostras de 

Água de Reúso  

 

 

 As amostras de água de reúso coletadas para as realizações dos experimentos do 

estudo foram realizadas no Laboratório de Microbiologia do DSSA/ENSP, FIOCRUZ. 

 As avaliações físico-químicas da água de reúso foram realizadas de acordo com 

Standard Methods for the Examinition of Water and Wastewater (APHA, 2017). Os 

parâmetros físico-químicos avaliados nas amostras de água de reúso foram: pH, alcalinidade 

total, turbidez, cloro residual livre, nitrogênio nitrito, cloretos, dureza total, condutividade, 

fluoreto, nitrogênio nitrato, e sulfato.  

 Em campo no momento da coleta de água de reúso foram realizadas as medidas de pH 

e dosagem de cloro total e residual livre. Os outros parâmetros físico-químicos foram 

realizados em laboratório. 

 As metodologias correspondentes a cada parâmetro físico-químico foram: Titulometria 

com indicadores para alcalinidade total; Titulometria com Sal Dissódico de Etilenodiamina 

Tetracético (EDTA) para dureza total; Metodologia instrumental para pH; Comparação visual 

– DPD para cloro total e residual livre; Diazotação para nitrogênio nitrito; Titulometria de 

Mohr para cloretos; Metodologia instrumental para condutividade; Espectrofotometria para 

sulfato, nitrato e fluoreto; e Nefelometria para turbidez (APHA, 2017). 

 Foram verificados os resultados das análises físico-químicas da água potável 

realizado por Moura (2019), que foi a mesma fonte de água potável utilizada no presente 
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estudo como água controle nos ensaios. Este resultado foi comparado com as qualidades 

sanitárias dos tipos de amostras de água de reúso “clorada, polida e biológica”. 

 

 

6.3.3 Processo de Avaliação da Qualidade Sanitária da Água de Reúso para Agricultura 

de acordo com Normatizações Brasileiras e Internacional 

 

 

 Para verificar a qualidade sanitária das amostras de água de reúso para a irrigação da 

agricultura, quanto aos parâmetros colimétricos e físico-químicos, foi verificado o trabalho de 

levantamento das normativas nacionais e internacionais realizado por Moura et al. (2020). 

Depois, foram verificados e comparados os parâmetros de qualidade sanitária 

(microbiológicos e físico-químicos) para reúso agrícola descritos nas normativas do Brasil e 

nas principais normativas dos Estados Unidos, pois estas últimas normativas são mais 

completas quanto a qualidade sanitária de água de reúso para agricultura. Dessa forma, para 

os critérios de elegibilidade utilizados para inclusão de normativas brasileiras foram 

consideradas as normatizações dos três níveis federal, estadual e municipal, em vigência até o 

período de consulta (junho de 2021), e que tivessem descritos parâmetros de qualidade 

(microbiológicos e físico-químicos) para reúso agrícola. Foram utilizados os seguintes 

descritores: “água de reúso e agricultura” e “reúso agrícola”, “uso de águas residuais”. Os 

critérios de exclusão foram as normativas que não possuíam parâmetros de qualidade 

microbiológicos e físico-químicos, e que continham os termos e palavras-chave na língua 

portuguesa brasileira “água de chuva”, “água pluvial”, “água reciclada” (HANDAM et al., 

2021b). 

As normativas americanas consideradas na comparação com as normativas brasileiras 

foram “Guidelines for Water Reuse” da U. S. Environmental Protection Agency - EPA (EPA, 

2012), e “Guidelines for the safe use of wastewater, excreta and greywater” da World Health 

Organization – WHO (WHO, 2006). As normativas Brasileiras verificadas com padrões de 

qualidade foram: Norma da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 

13969/97 (ABNT, 1997); Resolução Estadual do Conselho Estadual de Recursos Hídricos 

(CONERH) da Bahia nº 75 de 2010 (BAHIA, 2010); e Resolução do Conselho Estadual do 

Meio Ambiente (COEMA) do Ceará (CEARÁ, 2017) nº 2 de 02 de fevereiro de 2017 

(HANDAM et al., 2021b). 
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Mediante o estudo mencionado acima, os resultados bacteriológicos encontrados nas 

amostras de água de reúso foram avaliados, de acordo com o padrão nacional existente, 

estabelecido na Norma NBR da ABNT 13.969/19997 (ABNT, 1997), classe 4, que define 

padrão de coliformes termotolerantes (Escherichia coli) para reúso agrícola. E para fins de 

comparação e discussão, os resultados foram comparados com a Resolução Estadual do Ceará 

2/2017 (CEARÁ, 2017), e a Resolução Estadual da Bahia nº 75 de 2010 (BAHIA, 2010). Os 

valores dos padrões da norma ABNT (5.000 NMP/100 mL) e da Resolução do Ceará 2/2017 

(1.000 NMP/100 mL) foram convertidas para valores em UFC/mL, considerando que a 

quantificação em números mais prováveis (NMP) é 2,167 vezes maior do que em UFC 

(SOTERO-MARTINS et al., 2017), conforme dados estatísticos observados no trabalho de 

Gronewold e Wolpert (2008). Portanto, o padrão de coliformes termotolerantes da Resolução 

do Ceará 2/2017 foi convertido para 4,6 UFC/mL, e da norma ABNT 13.969/97 foi 

convertido para 23 UFC/mL. Como o padrão estabelecido na Resolução Estadual nº 75 de 

2010 da Bahia está em UFC/100mL, o valor foi convertido para UFC/mL, ou seja, foi 

convertido para 100 UFC/mL. 

Os resultados das análises físico-químicas foram comparados com as normatizações 

que possuem padrões dos parâmetros estudados. Por isso foram utilizadas como referências as 

normatizações estaduais brasileiras - Resolução estadual do Ceará nº 2/2017 (CEARÁ, 2017), 

e Resolução Estadual da Bahia nº 75/2010 (BAHIA, 2010). Quando não existia padrões 

nacionais recomendados para os parâmetros estudados foi utilizada como referência a 

normativa internacional dos Estados Unidos da América “Guidelines for Water Reuse” da U. 

S. Environmental Protection Agency - EPA (EPA, 2012), que possui mais parâmetros de 

qualidade sanitária de água de reúso para agricultura. Estes padrões podem auxiliar a 

elaboração de padrões de qualidade de água de reúso para agricultura para a normativa 

Brasileira, pois são estabelecidos baseados em estudos científicos. E como não haviam 

padrões para reúso agrícola dos parâmetros estudados dureza total, alcalinidade total, 

nitrogênio-nitrito e sulfato, utilizou-se como indicadora de qualidade, a lei de potabilidade, 

Portaria de Consolidação do Ministério da Saúde nº 5 de 2017 (BRASIL, 2017). Para o 

parâmetro dureza total foi verificada classificação do grau de dureza, por meio do documento 

da Embrapa “Qualidade da Água para irrigação” (ALMEIDA, 2010), que foi utilizado para 

avaliação do mesmo. 
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 6.4 PROCESSAMENTO LABORATORIAL PARA ANÁLISES BACTERIOLÓGICAS E 

FÍSICO-QUÍMICAS DO SOLO UTILIZADO NO ESTUDO 

 

 

As análises bacteriológicas e físico-químicas do solo utilizado no estudo foram 

realizadas no Laboratório de Avaliação e Promoção da Saúde Ambiental (LAPSA) do 

Instituto Oswaldo Cruz (IOC), FIOCRUZ. 

Foi utilizado solo comercial da marca Terral (terra preta), proveniente da cidade de 

Ihauma, Minas Gerais, MG. Todo o experimento foi conduzido com o mesmo solo 

proveniente do fornecedor, da cidade de Ihauma, Minas Gerais, MG, do mesmo lote. 

Foi realizada análise bacteriológica do solo (CORREA, 2015), através da técnica de 

membrana filtrante (APHA, 2017), usando meio de cultura cromogênico Chromocult 

Coliform Agar (Cat. No. 1.10426.0100/500 Merck®), que revela a quantidade de Escherichia 

coli, que faz parte do grupo de coliformes termotolerantes, e coliformes totais. Antes da 

realização do método de membrana filtrante, o solo foi homogeneizado dentro do saco, sendo 

retirado 30 g de solo, e em duplicata, foi feita diluição inicial em 200 mL de solução tampão 

de água fosfatada, e depois por diluição em série de 1/500, conforme descrito em Handam 

(2016). O resultado foi quantificado em Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/g (Figura 

6). 

 

Figura 6 – Diluição em série do solo para análise bacteriológica. 

Fonte: própria autora.  
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Foram realizadas análises físico-químicas por meio de metodologias adaptadas 

baseadas no “Manual de métodos de análise de solo” (EMBRAPA, 2017) (APÊNDICE A). 

Os parâmetros físico-químicos avaliados foram: cálcio e magnésio trocáveis, cálcio trocável, 

Magnésio trocável; pH; Nitrogênio amônia; Condutividade; Acidez trocável; Saturação; 

Fósforo; e Matéria orgânica (Figura 7). 

 

Figura 7 - Ilustrações de métodos físico-químicos realizados para solo. 

 

Legenda: (A) Matéria Orgânica; (B) Cálcio e magnésio trocáveis; (C) Fósforo; (D) Nitrogênio Amônia; (E) 

Acidez Trocável. Fonte: própria autora. 

 

 

Foi comparado o resultado bacteriológico de acordo com o padrão estabelecido na Lei 

nº 7666 de 28 de agosto de 2017 do estado do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2017). Esta 

lei estabelece padrões de parâmetros microbiológicos e parasitários para avaliação da saúde 

ambiental relacionada a qualidade das areias utilizadas para recreação no estado do Rio de 

Janeiro, não sendo específica para a agricultura. Esta lei foi utilizada, pois não há lei federal 

no Brasil sobre a qualidade sanitária exigida para o solo utilizado na agricultura. 

Os resultados das análises físico-químicas foram comparados com os valores de 

qualidade recomendados pelos documentos da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuária 

– Embrapa: “Guia Prático para Interpretação de Resultados de Análises de Solo” 

(EMBRAPA, 2015), e “Manual de métodos de análise de solo” (EMBRAPA, 2017).  
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6.5 PROCEDIMENTOS PARA ANÁLISES DO EFEITO DA IRRIGAÇÃO COM ÁGUA 

DE REÚSO EM SOLO DE CULTIVO 

 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia e Saúde Ambiental 

(BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ), para simulação, em ambiente controlado, da utilização da água de reúso em 

irrigação voltada para a agricultura.  

 

 

6.5.1 Cultivo de Plantas em Laboratório 

 

 

Foi elaborado um sistema, construído com estrutura de madeira, com rede elétrica e 

hidráulica adaptado para a bancada do laboratório, com vasos para cultivo de plantas, 

contendo irrigação por gotejamento e iluminação controlada, conforme citado abaixo. 

Os cultivos foram realizados com temperatura ambiente controlada através de ar 

condicionado (24ºC), e foi verificada por meio de termômetro, e foto período de iluminação 

por vaso (300 Lumens, produzidos especificamente por lâmpada de Led de potência 3 Watt) 

controlados. De acordo com Rothenberger (2021), a distância de 30 cm entre a planta e a 

fonte de luz, e pelo menos 260 lúmens de iluminação é favorável ao crescimento das plantas. 

Os cultivos ficaram 12 horas expostos a iluminação direta e 12 horas sem receber iluminação 

direta (luzes do sistema apagadas).  

Os vasos utilizados foram frascos de vidro esterilizados (dimensões: altura 10 cm, 

largura 8 cm, diâmetro 8 cm), e possuíam uma abertura de 0,5 cm de diâmetro na parte 

inferior, para o escoamento da água de irrigação que passou pelo solo, sendo denominada de 

água de rega. Embaixo de cada vaso foi colocada uma base para apoio para o vaso, essa 

estrutura era constituída em plástico maleável, e permitiu o posicionamento do vaso na altura 

da torneira, para receber o gotejamento no nível do solo, e ainda permitiu colocar um 

recipiente em embaixo do vaso de cultura, para receber a água proveniente da rega. 

O sistema de irrigação foi por gotejamento controlado, direcionado para irrigação do 

solo dos cultivos. Previamente foi realizado um experimento de padronização de gotas por 

segundos, avaliando a umidade do solo. Foi feito cálculo de gotejamento realizado com todas 

as torneiras gotejando por 5 minutos (1 gota de água por 40 segundos) e ao final foi realizada 
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uma média, e depois foi feito o cálculo matemático, regra de três, para que o valor do 

gotejamento seja extrapolado para o dia inteiro de cultivo. O controle do gotejamento de água 

por vaso foi realizado de modo a fornecer 15,59 mL (± 6,22) de água ao longo de 24 horas de 

cultivo, sempre mantendo o solo úmido. A cada dois dias de experimento foi feita a 

verificação para que todas as torneiras estivessem gotejando da mesma forma, de modo a 

garantir um volume médio de água de rega uniforme em todos os vasos, e o volume de água 

dentro do reservatório fosse suficiente para a realização do experimento em batelada 

(processo de um conjunto contínuo). 

Os experimentos foram realizados com o cultivo da hortaliça Petroselinum crispum, 

popularmente chamada de salsa. Cada vaso continha 320 g de solo comercial da marca Terral 

(terra preta), proveniente da cidade de Ihauma, Minas Gerais, MG. Todo o experimento foi 

conduzido com o mesmo solo proveniente do mesmo fornecedor, da cidade de Ihauma, Minas 

Gerais, MG, do mesmo lote. 

A hortaliça salsa (Petroselinum crispum) foi escolhida para os experimentos de cultivo 

agrícola, devido a sua resistência às condições ambientais adversas como, por exemplo, à 

variação de temperatura (entre 10 a 24ºC) e iluminação (EMBRAPA, 2013). Além disto, o 

cultivo desta planta pode durar de dois a três anos (ZÁRATE et al., 2003; FILGUEIRA, 

2007). Portanto, a utilização desta planta foi ideal para os períodos que foram conduzidos os 

experimentos durante a realização do trabalho de avaliação das culturas. A salsa ou salsinha, 

pertence ao grupo de hortaliças da família das Apiáceas, e é consumida como um dos 

principais condimentos na culinária brasileira (ESCOBAR et al., 2010).  

O sistema para ensaio de cultivo de plantas em laboratório foi construído de modo 

ficar disposto em duas bancadas do laboratório com as mesmas dimensões (Figura 8). 
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Figura 8 – Dimensão do sistema elaborado para o desenvolvimento dos ensaios de cultura de 

plantas controlada em bancada de laboratório. 

 

Fonte: própria autora. 

 

O sistema construído permitiu o cultivo simultâneo de um grupo de dez vasos, cinco 

vasos para o grupo experimental (irrigado com água de reúso), e cinco vasos para o grupo 

controle (irrigado com água potável, proveniente da torneira do laboratório). De modo geral, o 

sistema montado para acompanhamento do efeito da irrigação com água de reúso em solo 

submetido ou não ao cultivo foi constituído de: 

• 8 mudas da hortaliça Petroselinum crispum (salsa), contendo pelo menos 4 ramas de 

folhagem. Foram compradas da empresa Agromineira Plantas Nativas, Holambra – SP, 

CEP 13825-000. Segundo a empresa, as mudas utilizadas foram produzidas de acordo 

com a resolução SMA 08/2008, com registro no Ministério da Agricultura (RENASEM 

012117/2007). As mudas foram germinadas no próprio viveiro da empresa com a 

semeadura de sementes, e foram colhidas para comercialização, quando chegam a um 

tamanho de mais ou menos 30 cm (AGROMINEIRA, 2014); 

• 2 recipientes de vidro com torneira com capacidade para 3,5 litros cada, para o 

armazenamento de água que seria conduzida até o solo dos vasos por gotejamento pelo 

sistema hidráulico acoplado; 

• 10 vasos de vidro contendo 10 cm de altura, 6,5 cm de diâmetro de porção superior 

aberta, com capacidade para 300 mL; 
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• 10 lâmpadas de LED da marca Led Spot light (300 Lumens, produzido por lâmpada de 

Led de potência 3 Watt) com iluminação branca fria, ficando disposta uma lâmpada 

acima de cada vaso por 20 cm de distância da parte superior do vaso; 

• 1 Temporizador digital da marca Exatron, para controlar a iluminação, que permitiu 

realizar os ensaios mantendo 12 horas de iluminação continua e 12 horas sem iluminação 

direta na planta ou solo, pelo sistema. O temporizador foi conectado a iluminação da 

estrutura para realização dos ensaios simultâneos; 

• 2 canos de PVC (cano pvc para esgoto de 100 mm), medindo 1 metro cada um. Este foi 

utilizado para conectar as torneiras e realizar o gotejamento (cano de gotejamento) 

diretamente no solo, sem que houvesse o contato da água com as folhas das plantas; 

• 2 canos de PVC (cano pvc para esgoto de 100 mm), medindo 40 cm cada um, para 

conectar o cano de gotejamento ao recipiente de vidro; 

• 2 placas de Madeira do tipo Pinus, com as seguintes medidas: 1 metro de comprimento 

por 20 cm de largura, para fazer a colocação das lâmpadas de Led (parte de cima da 

estrutura); 

• 4 placas de madeiras do tipo Pinus com 50 cm de comprimento por 20 cm de largura, 

destinadas a sustentação das luminárias; 

• Pregos e cantoneiras para conectar as madeiras utilizadas para a disposição das lâmpadas;  

• 10 torneiras do tipo para jardim da marca Plastilit, que foram utilizadas para fazer a 

irrigação por gotejamento.  

 

Durante os cultivos da hortaliça Petroselinum crispum foram avaliadas as condições 

físicas do solo, descrita abaixo, a cada dois dias de experimento com o cultivo, e ao final 

foram calculadas as médias e desvios padrão. As condições do solo avaliadas foram:  

• Peso por gramas de solo (g) - os vasos de vidro foram pesados com auxílio de balança 

(balança eletrônica de precisão 1kg x 0,2g, marca marte científica) sem o cultivo, e durante o 

experimento foram anotados os pesos encontrados com o cultivo.  

• Nível de compactação (altura da coluna de solo) – foi anotada a altura inicial do solo 

colocado no vaso de vidro, e ao longo do experimento foi registrado a altura (cm) do solo no 

vaso, com auxílio de uma marcação realizada previamente no vaso de vidro; 

• Umidade do solo - medida por meio de papel filtro 80 g com o tamanho de 10 cm de 

altura e 1 cm de largura durante 1 min em cada vaso, e depois foi medido por cm de altura que 

a umidade atingiu sobre o papel filtro. A utilização do papel-filtro foi empregada para medir a 
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umidade do solo, baseada no princípio de que quando o solo úmido entra em contato com o 

material poroso do papel filtro, ele adsorve a água, que transferida para o papel por 

capilaridade por uma unidade de tempo, vai indicar a umidade do solo (MARINHO e 

OLIVEIRA, 2006). 

 

 

6.6 PROCEDIMENTOS PARA ANÁLISES DE CONTAMINANTES NA ÁGUA DE 

REÚSO E AVALIAÇÃO INDIRETA DOS EFEITOS NA MICROBIOTA DO SOLO  

 

 

As análises foram realizadas no Laboratório de Biotecnologia e Saúde Ambiental 

(BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ). 

Para verificar a presença de contaminantes na água de reúso, e indiretamente avaliar os 

efeitos desse tipo de água sobre a microbiota do solo foi verificada a presença e ausência de 

indicadores de contaminação, descritos na literatura (MOURA, 2019; MCQUAIG et al., 

2012; SIDHU et al., 2013; BOWER et al., 2005), por método de biologia molecular de PCR. 

Primeiramente foram realizadas extrações de DNA das amostras de água de rega, 

provenientes dos cultivos de hortaliças Petroselinum crispum irrigados com água de reúso 

“clorada, polida e biológica”, assim como dos irrigados com água potável (controle). Para 

isso, no primeiro e após 15 dias dos ensaios de cultivo de plantas, os vasos foram irrigados 

com 80 mL de água de 10 em 10 mL diretamente no solo, assim que o primeiro volume era 

absorvido totalmente pelo solo. Para a coleta de água de rega, embaixo de cada vaso, no dia 

da coleta, foi colocado frasco de vidro esterilizado para receber a água de rega que saia pelo 

orifício do vaso. Foi recuperado, para realização dos ensaios, volume médio de 60 mL de 

amostras de água de rega (desvio padrão ±17,7), água depois de ter passado pelo solo, dos 

vasos regados com água de reúso e de vasos regados com água potável (controle dos 

experimentos). Como não passavam o mesmo volume de água de rega em todos os vasos, o 

volume mínimo coletado foi de 30 mL de água de rega, portanto para a análise de biologia 

molecular por PCR foram utilizados 30 mL de água de rega de cada cultivo.  

Depois das coletas, os 30 mL de amostras de água de rega de cada vaso do cultivo, 

foram filtrados em um conjunto de quatro membranas de papel filtro (especificação técnica do 

papel 80 g), para a retirada dos resíduos grosseiros, com auxílio de bomba à vácuo. 

Posteriormente, o volume filtrado de 30 mL de amostra foi destribuído em microtubos com 
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capacidade de 1,5 mL (total de 20 microtubos), e depois as alíquotas dos 30 mL da amostra 

foram centrifugadas à 14.000 Xg, por 5 minutos à 25ºC, por meio de centrífuga da marca 

Eppendorf Centrifuge 5417C. Depois, em cada microtubo, foram descartados os 

sobrenadantes, e os precipitados foram passados para um único microtubo, e foram 

armazenados em freezer a -20ºC até o momento da extração de DNA da amostra. 

As extrações de DNA das amostras da água de rega foram realizadas através do Kit 

“PowerWater Sterivex™ DNA Isolation Kit Sample da marca MO BIO Laboratories® 

(Catalog nº 14600-S), de acordo com as instruções do fabricante adaptadas. O protocolo 

completo se encontra descrito no APÊNDICE B. Foi necessária adaptação, pois dentro do kit 

de extração não estava incluído o filtro Sterivex™, indicado pelo fabricante. Para realizar a 

etapa de filtragem indicada pelo fabricante, esta foi realizada conforme está descrito no item 

6.4.2. E todos os reagentes do Kit, e as demais recomendações do protocolo do fabricante 

foram consideradas para a extração de DNA das amostras. Sempre que possível foi 

quantificado o DNA pelo equipamento NanoDrop™ 1000 spectrophotometers (Figura 9), de 

modo ter a menor perda possível de material do ensaio, utilizando para quantificação apenas 2 

µL de amostra. 

 

Figura 9 – Etapas para extração de DNA das amostras de água de rega.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Filtração das amostras utilizando membranas de papel filtro 80g com auxílio de bomba à vácuo; 

(B) instrumento para centrifugação das amostras da marca Eppendorf Centrifuge 5417C; (C) exemplo de pellet 

que é acumulado durante a centrifugação em microtubo de 1,5 mL; (D) Espectrofotômetro da marca 

NanoDrop™ 1000 para quantificação do DNA. Fonte: própria autora. 

A B 

C D 
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Foram realizadas Reações em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se iniciadores 

(primers) específicos de microrganismos associados à contaminação hídrica por esgoto 

doméstico (Moura, 2016), que foram: Escherichia coli (E. coli), Adenovírus sorotipos 40 e 41 

e Methanobrevibacter smithii (M. smithii). Foram utilizados estes microrganismos 

(marcadores moleculares), pois os mesmos foram verificados como presentes nas amostras de 

água de reúso, realizado por Moura (2019), que foram as mesmas amostras de água de reúso 

utilizadas no presente estudo (Figura 10). Nessa Figura 10 mostra os padrões de bandas 

esperados, mostrando a presença de cada microrganismo indicador de poluição, que foram 

avaliados após eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídeo (0,5µg/mL). 

Este perfil foi utilizado para comparação com os resultados de PCR e eletroforeses das 

amostras de “água de rega” coletadas após 15 dias de irrigação com água de reúso nos vasos 

planta, que foram dois cultivos irrigados por cada amostra de água de reúso “clorada, polida e 

biológica”, totalizando 6 amostras.  

 

 

Figura 10 – Padrões de bandas produzidos nas Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) nas 

amostras de água de reúso “biológica, clorada e polida” (MOURA, 2019), que foram 

utilizadas para comparação com os resultados de PCR das amostras de água de rega nos 

ensaios de cultivo do presente trabalho. 

Legenda: Padrão de bandas mostrando presença de Methanobrevibacter smithii, com 221 pb; Escherichia coli, 

com 600 pb; e Adenovírus, com 137 pb. Peso molecular de 100 kb nos géis de agarose 2%, corados com 

brometo de etídeo (1 μg.mL-1). Fonte: Moura (2019). 

 

Os pares de iniciadores e protocolos das Reações de PCR do estudo para cada 

microrganismo alvo indicador de contaminação, se encontram nas Tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3 - Iniciadores (primers) que serão utilizados para amplificação dos genes de DNA específicos para Methanobrevibacter smithii, e 

Escherichia coli e Adenovírus. 

Microrganismo Iniciadores Genes Sequências Bandas (TA)* Referências 

Methanobrevibacter 

smithii 

 

Mnif-342f 

Mnif-363r 
nifH 

5'-AACAGAAAACCCAGTGAAGAG-3' 

5'-ACGTAAAGGCACTGAAAAACC-3' 
221 pb 52,8°C 

Sauer et. al. (2011); 

Roslev e Bukh (2011); 

McQuaig et al. (2009); 

Moura (2019) 

Echerichia coli 
uidA298F 

uidA884R 
uidA 

5'-AATAATCAGGAAGTGATGGAGCA-

3' 

5' CGACCAAAGCCAGTAAAGTAGAA-

3' 

600 pb 58°C 

Sauer et. al. (2011); 

Bower et al. (2005); 

Moura (2019) 

Adenovírus 
HAdVF 

HAdV R 

HadV types 

40,41 

5'-GCCTGGGGAACAAGTTCAGA-3' 

5' GCGTAAAGCGCACTTTGTAAG-3' 
137 pb 59°C 

Wolf; Hewitt; Greening 

(2010); 

Moura (2019) 

Fonte: própria autora. 
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Tabela 4 - Protocolos das Reações de PCR do estudo para cada microrganismo alvo Methanobrevibacter smithii, e Escherichia coli e 

Adenovírus. 

Microrganismos Volume de Reação PCR Protocolos PCR para cada amostra Referências 

Methanobrevibacter smithii 

 
20 μL 

Água mili – Q (volume inicial 3,5 µL); 

Tampão 10X, conc. final de 1,25 µL; 

Cloreto de magnésio (25mM), conc. final de 5 µL; 

0,25 μL de cada iniciador do par (10mM); 

0,5 μL de solução dNTP (2mM); 

1 μL de TAQ polimerase (5U); 

3 μL de DNA extraído. 

(Bower et al., 2005) 

(McQuaig et al., 2012) 

(Soule et al., 2006) 

(Harwood et al., 2009) 

(Moura, 2019) 

Escherichia coli e 

Adenovírus 

 

20 μL 

Água Milli-Q (volume inicial 1,5 µL); 

Tampão 10X, conc. final de 1,25 µL; 

Cloreto de magnésio (25mM), conc. final de 7,5 µL; 

0,25 μL de cada iniciador do par (10mM); 

0,5 μL de solução dNTP (2mM); 

1 μL de TAQ polimerase (5U); 

3 μL de DNA extraído. 

(Moura, 2019) 

(Bower et al., 2005) 

(Wolf et al., 2010) 

(Fong et al., 2005) 

(McQuaig et al., 2009) 

(Harwood et al., 2009) 

Nota: Os protocolos de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) foram obtidos de Moura (2019; 2016), sendo observados os protocolos das demais referências que constam na 

tabela para cada microrganismo. A taq polymerase utilizada foi da marca Invitrogen. Fonte: própria autora. 
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A PCR foi realizada com volume de 3 µL (20 ng) de DNA, utilizando-se um termociclador VERITI Applied Biosystems. Para que fosse 

feita a PCR dos três microrganismos alvos ao mesmo tempo o protocolo de Moura (2019) foi otimizado, sendo as etapas de ciclagem da máquina 

realizadas da seguinte forma apresentada na tabela 5 e figura 11. 

 

Tabela 5 - Programação no Termociclador otimizada, em gradiente, dos ciclos de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) para os 

microrganismos alvos Methanobrevibacter smithii, e Escherichia coli e Adenovírus. 

Microrganismos Iniciadores Programação da Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) Referências 

Methanobrevibacter 

smithii 

 

Mnif-342F 

Mnif-363R 

4 minutos de desnaturação a 95ºC, seguido de 45 ciclos com desnaturação 

a 95ºC por 30 segundos, anelamento a gradiente* por 1 minuto, extensão a 

72ºC por 1 minuto e extensão final a 72ºC por 6 minutos. Tempo total 

2:24h. 

*Gradiente 52,8°C (coluna 1-2), 54,8 (coluna 3-4), 56,8 (coluna 5-6), 58,8 

(coluna 7-8), 60,8 (coluna 9-10), 62,8 (coluna 11-12). 

 

As amostras com par de iniciadores de M. smithii ficaram na coluna 1-2, e 

amostras com iniciadores de E. coli e Adenovírus ficaram na coluna 7-8. 

Harwood et al. (2009); 

Mcquaig et al. (2009); 

Moura (2019) otimizado 

 

E. coli 
uidA298F 

uidA884R 

Bower et al. (2005); Moura 

(2019) Otimizado 

Adenovírus 
HAdVF 

HAdV R 

 

Mcquaig et al. (2009); 

Moura (2019) Otimizado 

Nota: O protocolo de Reação de PCR foi otimizado proveniente de Moura (2019), sendo observados os protocolos das referências que constam na tabela para cada 

microrganismo. Fonte: própria autora. 
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Figura 11 - Programação no Termociclador VERITI Applied Biosystems, otimizada, em 

gradiente, dos ciclos de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR). 

 

Fonte: própria autora. 

 

Após a PCR, 10μL das reações foram submetidas à eletroforese na voltagem de 100W, 

em géis de agarose 2%, utilizando tampão TAE 1X (Tris-acetato 40 mm, EDTA 2mm, pH 

8,5), corados com brometo de Etídio (1μg/mL). Foi usado 6μL do padrão de peso molecular 

da marca O´GeneRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas®). Depois da eletroforese, foram 

feitas as visualizações das bandas de amplificação nos géis, por meio de exposição à luz 

ultravioleta (UV) em um Transluminador Dual-Intensity Transilluminator da marca UVP 

(Figura 12). 
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Figura 12 – Eletroforese em géis de agarose 2%, e visualização por meio de exposição à luz 

ultravioleta. 

Fonte: própria autora. 

 

A atividade de acesso ao Patrimônio Genético foi cadastrada no SisGen sob o nº 

AAC8F2F, em atendimento ao previsto na Lei nº 13.123/2015, visto que o material genético 

proveniente do solo foi armazenado para futuras análises. 

 

 

6.7 PROCESSOS PARA AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO DA PLANTA  

 

  

 Foi realizado experimento de cultivo da hortaliça salsa (Petrocelinum crispum), com 

amostra de água de reúso, para a avaliação da planta durante o experimento para verificar o 

desenvolvimento desta como uma bioindicadora indireta de nutrientes presentes no solo. 

Neste caso, a qualidade da planta, como alimento, não foi considerada de forma direta no 

estudo, mas indicou de forma indireta a qualidade do solo em relação aos nutrientes inseridos 

por meio da irrigação com água de reúso, em comparação com o grupo controle irrigado com 

água potável. Essa análise foi feita durante a realização do cultivo irrigado com água de reúso 

“clorada”, sendo a amostra por conveniência, que estava disponível no momento da avaliação. 

E também serviu para indicar o andamento das condições experimentais, visto que nos dois 

fins de semana que não foram realizadas observações, poderia indicar como estava o 
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andamento do gotejamento. Portanto foram 15 dias de observação das características 

fenotípicas da planta. Nesta análise foram avaliadas no 1º, no 8º dia e depois no 15º dia de 

experimento, sendo elas: 

• Altura média das plantas ao longo do tempo do experimento. Para isto foram feitas as 

medidas diretas da altura entre o solo e o ápice das folhas das salsas 

(BAUMGARTNER et al., 2007), para avaliação do desenvolvimento das plantas em 

função das águas utilizadas para irrigação (um grupo irrigado com água de reúso, e 

outro com água potável) (Figura 13).  

• Grau de acamamento. O acamamento de plantas caracteriza-se na queda ou no 

arqueamento das folhas, o que provoca maior proximidade das plantas ao solo, e 

indica que algo prejudicial está ocorrendo à planta (BALBINOT JUNIOR, 2012). Para 

isto foi utilizada uma escala de notas atribuídas visualmente, comparada com o ensaio 

controle: 1 = Nenhuma planta acamada ou com ramo principal quebrado; 2 = de 1 a 

5% de plantas acamadas ou com o ramo principal quebrado; 3 = de 6 a 10% de plantas 

acamadas ou com o ramo principal quebrado; 4 = de 11 a 20% de plantas acamadas ou 

com o ramo principal quebrado; 5 = acima de 20% de plantas acamadas ou com o 

ramo principal quebrado (CARVALHO et al., 2013).    

 

Figura 13 – Medição da altura média por cm da planta. 

Fonte: própria autora. 
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6.8 PROCEDIMENTOS PARA ANÁLISE DE DECAIMENTO DE PATÓGENOS NO 

SOLO AO LONGO DO TEMPO DEVIDO A UTILIZAÇÃO DE ÁGUA DE REÚSO  

 

 

A análise de decaimento foi conduzida no Laboratório de Biotecnologia e Saúde 

Ambiental (BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro (UERJ), reproduzindo as condições do solo no campo de forma controlada, 

seguindo as mesmas condições de irrigação por gotejamento, temperatura, iluminação, 

conforme descrito no item 6.4 deste trabalho. Foi utilizada a amostra de água de reúso 

“clorada” para realização desta etapa do estudo, por ser o tipo mais propenso a ser 

comercializado e destinado para a agricultura, e o que tínhamos mais facilidade em conseguir 

volumes em grande quantidade e frescos para a realização dos experimentos, no caso de 

necessitarmos repetir ensaios. 

Para realização da análise de decaimento de patógenos de Escherichia coli e 

Salmonella spp. (FARIA, 2015; PEREIRA et al., 2014) foram obtidos os indicadores: cepa de 

Escherichia coli (Escherichia coli, INCQS 00178, CDC H34) e Salmonella spp. (Salmonella 

enterica subsp. Entérica, INCQS 00236, BM/NIH-T). As cepas foram adquiridas da Coleção 

de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio 

de Janeiro, RJ. Em cada grupo experimental (irrigados com água de reúso e outro grupo 

irrigado com água potável) foram dois contendo cobertura vegetal (hortaliça Petroselinum 

crispum – salsa, plenamente desenvolvida), e dois vasos contendo apenas solo nu (grupo 

reúso e controle). Todos os vasos contendo 320 g de solo comercial Terral, proveniente da 

cidade de Ihauma, Minas Gerais, MG. 

Para garantir a presença de carga conhecida de Escherichia coli e Salmonella spp. na 

amostra de água de reúso, partindo do pressuposto de que a água de reúso pode conter 

contaminantes, foram inseridos patógenos tanto no grupo experimental como no grupo 

controle.  

Foram realizados cinco dias de acréscimo de suplemento de microrganismos exógenos 

indicadores (Escherichia coli e Salmonella spp.) ao solo nos vasos com cobertura vegetal e 

nos vasos com solo nu, cada grupo (n=4). O acréscimo dos patógenos ao longo dos 5 dias foi 

feito, a cada dia, por meio de pipetagem externa de 1 mL, em diferentes posições do vaso, 

contendo concentração de 5 UFC/mL, totalizando 25 UFC/mL de Escherichia coli e 25 

UFC/mL de Salmonella spp.  
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Foram irrigados, nestes cinco dias, da seguinte forma: 

1) cultivo irrigado com água de reúso com contaminação artificial; 

2) cultivo irrigado com água de reúso sem contaminação artificial, ou seja, com sua 

própria microbiota; 

3) cultivo irrigado com água potável com contaminação artificial (condição controle); 

4) irrigado com água potável sem contaminação artificial (condição controle). 

No primeiro dia de acompanhamento do decaimento (após o período de 

suplementação, no 8º dia [T=0] foi feita a irrigação com 70 mL de água destilada em todos os 

vasos, e foi realizada a coleta de água de rega (água coletada que passou pelo solo após 

irrigação) na 1ª, 2ª, 4ª, 6ª, 8ª, 10ª, 11ª, 14ª, 16ª, 18ª e 20ª semanas. O experimento teve 

acompanhamento de 140 dias, sendo os vasos regados com água destilada estéril por 

gotejamento, para que não houvesse uma contaminação de uma fonte de água externa, sendo 

desprezada a de origem do ar, que poderia acontecer igualmente no grupo ensaio com água de 

reúso e no grupo controle com água potável. 

 No mesmo dia das coletas, as amostras de água de rega foram processadas. A 

metodologia para verificar Escherichia coli foi realizada pelo método de membrana filtrante 

descrito em Standard Methods for the Examination of the Water and Wasterwater (APHA, 

2017), utilizando o meio de cultura cromogênico Chromocult Coliform Agar (Cat. No. 

1.10426.0100/500 Merck®), conforme o Manual da Merck (2010). Para as análises de cada 

amostra foram feitas diluições em série de 500 vezes, segundo descrito em Sotero-Martins et 

al. (2017). A análise de Salmonella spp. foi feita através do meio de cultura SS AGAR 

(Salmonella – Shigella), de acordo com o protocolo da Marca MicroMED, sendo este o meio 

específico para Salmonella spp (Figura 14). Depois que o meio de cultura estava seco em uma 

placa de petri, foi feito espalhamento de 1 mL da amostra de água de rega com auxílio de alça 

drigausky, e foi colocada em estufa por 48h. A quantificação das colônias de coliformes 

termotolerantes e Salmonella spp. foi realizada por UFC/mL de água de rega. 
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Figura 14 – Meios de cultura para análise de decaimento de Escherichia coli e Salmonella 

spp. nos cultivos irrigados com água de reúso “clorada” e água potável. 

Fonte: própria autora. 

 

Foi considerado nível aceitável de Escherichia coli de até 23 UFC/mL, que é o padrão 

estabelecido na norma ABNT 13969 (ABNT, 1997), classe 4, que define padrão de 

coliformes termotolerantes (Escherichia coli) para água de reúso para agricultura. O valor do 

padrão foi convertido para valores em UFC/mL, conforme Sotero-Martins et al. (2017), de 

acordo com dados estatísticos observados no trabalho de Gronewold e Wolpert (2008), por 

isso foi de 23 UFC/mL. Para Salmonella spp. apenas foi aceitável quando ocorreu a ausência 

da mesma no solo, de acordo com Instrução Normativa nº 07 de 12/04/2016, do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2016) e Faria (2015).   

Os dados da contagem das colônias de E. coli e Salmonella spp. foram inseridos em 

planilha Excel, considerando as diluições nos cálculos estatísticos. Foram feitas avaliações de 

decaimento das contagens de Escherichia coli e de Salmonella spp. recuperadas em cultivo ao 

longo do tempo, e os gráficos foram produzidos utilizando o programa Sigmaplot 10.0.  

 

 

 

 

Escherichia coli 

Salmonella spp. 
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6.9 PROCESSOS PARA AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE POLUENTES NA ÁGUA DE 

REÚSO 

  

 

 Para avaliar a presença de poluentes nas amostras de água de reúso foram realizadas 

análises de substâncias com atividade estrogênica no Laboratório de Engenharia Sanitária 

(LES) do Departamento de Engenharia Sanitária e do Meio Ambiente (DESMA/UERJ), e no 

Laboratório de Biotecnologia e Saúde Ambiental (BIOTECSA) do Departamento de Biologia 

Celular da UERJ. A avaliação da presença de substâncias com atividade estrogênica foi 

realizada pelo ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen), desenvolvido por Routledge e 

Sumpter (1996), com adaptações descrito por Dias e colaboradores (2015). 

 

 

6.9.1 Processos de Concentração de Substâncias com Atividade Estrogênica na água de 

reúso 

 

 

Antes de realizar o processamento de concentração de substâncias com atividade 

estrogênica na água de reúso, as amostras foram descongeladas de um dia para o outro em 

ambiente refrigerado a 8ºC (geladeira), e foram homogeneizadas. 

 Para fazer as análises de substâncias com atividade estrogênica as amostras foram 

primeiramente concentradas pelos métodos de concentração por liofilização e centrifugação a 

vácuo (speed-vacuum). Como não se conhecia quais desses métodos seriam mais eficientes 

para concentrar atividade estrogênica nesse tipo de matriz, optou-se por compará-los com o 

método de Extração em Fase Sólida (EFS), que é uma metodologia consolidada para 

concentração de atividade estrogênica realizadas em diversos estudos (ARGOLO; GOMES; 

BILA, 2021; DIAS et al., 2015; FERNANDES et al., 2011). O método de extração em fase 

sólida não foi empregado para todas as amostras devido a limitação de recursos financeiros, 

pois os materiais e reagentes para a sua realização são onerosos, com isso foram utilizados os 

métodos de liofilização e centrifugação a vácuo para concentração de substâncias com 

atividade estrogênica nas amostras. 

Para verificar a eficácia dos métodos de concentração por centrifugação à vácuo e por 

liofilização foi feito um experimento com alíquotas da amostra de água de reúso “polida”. 

Com isso, para garantir que a amostra contivesse uma quantidade conhecida de 17β-estradiol, 
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as alíquotas da amostra foram dopadas com 17-β-estradiol, na concentração final de 2 μg L-1 

(2.000 ng L-1), antes de serem concentradas pelos três métodos: Liofilização, Extração em 

Fase Sólida (EFS), e Centrifugação a vácuo. Foi utilizada uma solução estoque de 17-β-

estradiol de 54,48 μg L-1 em etanol absoluto 99,8% de pureza da marca Merk. Foram 

utilizadas alíquotas de 250 mL de amostra para cada método de concentração: Liofilização e 

EFS. Na concentração pelo método de Centrifugação a vácuo utilizou-se alíquotas de 10 mL 

da amostra de água de reúso. As mesmas quantidades de volumes de alíquotas da amostra 

foram também concentradas pelos três métodos de concentração sem terem sido contaminadas 

artificialmente com a adição de 17-β-estradiol. Isso permitiu verificar o percentual de 

recuperação de cada método de concentração após a determinação de atividade estrogênica 

pelo ensaio YES (Yeast Estrogen Screen) (HANDAM et al., 2021a). 

 Depois foram realizadas as análises das amostras de água de reúso estudadas, sendo 

concentradas pelos métodos de centrifugação a vácuo e por liofilização. 

 

 

6.9.1.1 Liofilização 

 

 

 O protocolo para realização do método de liofilização para concentração das amostras 

de água foi o seguinte (HANDAM et al., 2021a): 

1) Limpar o vidro do liofilizador (novo) (Figura 15) com água sanitária e etanol; se tiver sido 

usado lavar como recomendado para o ensaio YES. Para lavar deve ser feito da seguinte 

ordem: sabão extran 5% enxague 10 vezes, para total remoção do sabão; rinsar com acetona 

P.A., enxague 5 vezes com água deionizada; rinsar com etanol P.A., enxague 3 vezes com 

água deionizada; 

2) Após homogeneizar a amostra, reserve para congelar os 250 mL em freezer – 70ºC ou 

80ºC; essa etapa deve ser feita aos poucos, distribuindo cerca de 20 mL nas paredes do frasco 

em cada momento, de 10 em 10 min.  

3) Quando colocar os próximos 20 mL da amostra posicione o frasco em outra posição de 

modo que a amostra congele em outro lugar da parede do vidro, para ficar camadas finas em 

cada posição. Por isso não se coloca todos os 250 mL de uma só vez dentro do frasco de 

liofilização. 
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4) Preencha com amostra nas paredes do frasco de liofilização até a posição de 400 mL 

marcado no frasco do vidro, isso para que a mostra no final possa ser recuperada mais 

facilmente; 

5) Acoplar o vidro com a amostra ao liofilizador (Liofilizador K105, marca Liobras) a -

100ºC, 220 Vca e 49 μHg por 24 horas. 

5) Guardar a amostra seca no freezer; e no dia que for fazer o ensaio YES, ou um dia antes, 

ressuspender no volume final que se pretende usar no ensaio; 

6) No dia da análise com ensaio YES, ou um dia antes, ressuspender a amostra seca pelo 

processo de liofilização aos poucos, em 3 vezes, com 0,5 mL de álcool absoluto 99,9% 

(EMSURE ACS, ISSO, Reag. Ph Eur da marca Merk®). Ao final deixar secar um pouco e 

transferir para um microtubo de capacidade volumétrica de 1,5 mL, completando no 

microtubo até 0,75 mL (750 microlitros), ou seja, dos 250 mL / 0,75 mL = 333 vezes 

concentrada. 

 

Figura 15 – Instrumento liofilizador para realização do método de concentração de amostras 

de água por Liofilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: própria autora. 

 

 

6.9.1.2 Centrifugação a vácuo (Speed-vacuum)  

 

 

 O método centrifugação a vácuo utilizou o equipamento Concentrador Savant DNA 

110 SpeedVac da marca Thermo Ficher Scientific (Figura 16), que possui uma tecnologia de 

centrifugação a vácuo para remover água presente e concentrar amostras, mantendo a 

integridade da amostra. Este oferece rápida e eficiente concentração e secagem de pequeno 
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volume de amostras, geralmente empregado para concentrar DNA (BONATO et al., 2014), 

RNA (RODRIGUES JUNIOR, 2011), e proteínas (ANDRADE et al., 2017).  

 O protocolo para realização do método de centrifugação a vácuo para concentração 

das amostras de água foi o seguinte (HANDAM et al., 2021a): 

1) Pipetar 0,1 mL da amostra em cada um dos 48 microtubos de capacidade para 2,2 mL, e 

colocar para congelar no freezer – 70ºC por 5 min;  

2) Pegar 24 destes microtubos com as amostras congeladas e rodar no SpeedVac 

Concentrator® por mais ou menos 40 minutos, após o processo verificar se ficou algum 

líquido; 

3) Pegar os outros 24 microtubos que restaram no freezer e fazer a etapa 2 com estes 

microtubos; 

4) Nos 24 microtubos iniciais que saíram da etapa 2, colocar mais 0,1 mL em cada um destes 

e colocar de novo no congelador por no mínimo 5 minutos, como descrito na etapa 1; 

5) Repetir os procedimentos 1, 2 e 3 nos microtubos até completar os 10 mL de amostra 

reservados para concentração por esse método; ou seja, serão distribuídos nos 48 tubos a 

amostra; 

6) No final, pegar os microtubos contendo as amostras secas, e ressuspender com 0,1 mL de 

etanol absoluto 99,8%, e passar de um para o outro microtubo, mantendo os tubos em banho 

de gelo para evitar evaporação do álcool; 

7) Fazer depois mais uma lavagem dos tubos com etanol, passando a amostra de um tubo para 

outro. Tomar cuidado para não deixar ficar amostra nas paredes do tubo e na ponteira; 

8) Ao final deixar secar o etanol do último tubo, retire e mantenha o microtubo em 

temperatura ambiente (RT) 24 ºC, na bancada; 

9) Guardar a amostra seca (o mais seca possível) no freezer – 40 ºC, e no dia que for fazer o 

ensaio YES, ou um dia antes, ressuspender no volume final que se pretende usar no ensaio; 

10) No dia da análise com ensaio YES, ressuspender os 10 mL concentrados de amostra até 

0,2 mL no microtubo com o uso de etanol 99%, ou seja 10 mL / 0,2 mL = 50 vezes 

concentrada. 
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Figura 16 – Instrumento SpeedVac Concentrator® utilizado para realização do método de 

concentração de amostras de água por Centrifugação a vácuo. 

Fonte: própria autora. 

 

6.9.1.3 Extração por Fase Sólida (EFS) 

 

 

 Primeiramente antes deste método de concentração as amostras foram filtradas por 

membranas de fibra de vidro de 1,2 µm (Merck), e depois em membranas de acetato de 

celulose de 0,45 μm (Merck). Será separado 250 mL de amostra para esta concentração. Na 

extração por fase sólida foram utilizados cartuchos Strata-X (Phenomenex®) de 500 mg / 6 

mL. Previamente os cartuchos foram condicionados pela lavagem com: 3 X 2 mL de hexano; 

1 X 2 mL de acetona; 3 X 2 mL de metanol (marca Tedia); e 5 X 2 mL de água ultrapura com 

pH ajustado para 3, com solução de HCl 3M. Posteriormente, as amostras foram percoladas 

nos cartuchos com auxílio de bomba a vácuo, com vazão aproximada de 3mL/min. Foi 

realizada em Manifold Agilent (VacElut 12), em capela, e para cada amostra é usado um 

cartucho (Figura 17). Os analitos foram eluídos com 4 X 1 mL de acetona, sendo está 

totalmente evaporada por uma corrente de nitrogênio. Depois as amostras foram 

reconstituídas com 2 mL de etanol e armazenadas a -20 °C até o ensaio YES (DIAS et al., 

2015; CORDEIRO, 2009), ou seja, 250 mL / 2 mL = 125 vezes concentrada. 
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Figura 17 – Instrumentos para o método de concentração de amostras de água em Extração 

por Fase Sólida. 

   

 

 

 

 

 

 

Fonte: Silva (2015). 

  

 

6.9.2 Ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen)  

 

 

 O ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen) foi realizado de acordo com o método 

desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996), com adaptações descrito por Dias et al. (2015) 

(Figura 18). 

 

Figura 18 – Realização no laboratório do ensaio YES. 

Fonte: própria autora. 
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Neste ensaio Routledge e Sumpter (1996) desenvolveram um método de análise in 

vitro utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada desenvolvida 

no departamento de genética da Glaxo para uso em um teste para identificar substâncias com 

atividade estrogênica que podem interagir com o receptor de estrogênio humano (REh). Em 

resumo, uma sequência de DNA do receptor de estrogênio humano foi inserida no genoma da 

levedura Saccharomyces cerevisiae com o objetivo de avaliar compostos com atividade 

estrogênica. E depois foi inserido um plasmídeo de expressão com o gene repórter lac-Z. A 

ligação da proteína REh a uma substância com atividade estrogênica causa a expressão do 

gene repórter lac-Z, que expressa a enzima β-galactosidase, que consegue transformar o 

substrato cromogênico clorofenol vermelho-β-D-galactopiranosida (CPRG) em substrato 

clorofenol vermelho (CPR), passando da coloração amarela para a rosa/vermelha, que pode 

ser medido por absorbância a 575 nm. Portanto, quanto maior for a quantidade de substâncias 

com atividade estrogênica maior será a coloração vermelha (ROUTLEDGE e SUMPTER, 

1996).  

Na Figura 19 está apresentado o sistema de expressão estrogênio-induzível na 

levedura Saccharomyces cerevisiae desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996), que foi 

reavaliado no trabalho de Pós-Doc por Sotero-Martins (2016), mostrando que a enzima β-

galactosidase não é excretada ao meio, o substrato cromogênico CPRG entra na levedura pela 

membrana plasmática, e ocorre a mudança para substrato cromogênico CPR, mudando a 

coloração amarela para a vermelha. 
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Figura 19 - Esquema do sistema de expressão do bioindicador (levedura Saccharomyces 

cerevisiae geneticamente modificada) para substâncias com atividade estrogênica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Routledge e Sumpter (1996), reavaliado no trabalho de Pós-Doc. de Sotero-Martins, 2016. 

 

O ensaio YES permite a identificação de substâncias químicas que são capazes de 

interagir com o receptor de estrogênio humano e elucidar uma resposta estrogênica. O método 

conhecido por YES (Yeast Estrogen Screen) vem sendo largamente empregado devido à 

rapidez, à reprodutibilidade e à sensibilidade. O ensaio é prático e altamente sensível, e pode 

detectar concentrações baixas de 17β-estradiol na ordem mínima de 2 ng L-1 (ROUTLEDE E 

SUMPTER, 1996). 

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no processo de transformação foi a 

BJ1991 (BISTAN et al., 2012).  

As análises foram realizadas em microplacas de 96 poços (marca TPP) e preparadas 

em uma capela de fluxo laminar. Para o ensaio YES foram utilizadas duas placas: a placa de 

diluição e a placa de ensaio. Primeiramente cada placa foi identificada com o nome das 

amostras a serem analisadas, assim como o dia e o horário de início do ensaio, e quais foram 

as fileiras nas placas do branco (controle negativo - somente etanol e meio de análise), 

amostra e 17-estradiol (controle positivo). Em cada ensaio uma nova curva padrão foi 

realizada, para isto utilizou-se uma solução estoque na concentração de 54,48 μg L-1 de 17β- 

estradiol (> 98% da marca Sigma-Aldrich) em etanol absoluto grau HPLC (marca Tedia). As 

amostras foram sempre analisadas em duplicata, e intercaladas com uma fileira de branco na 
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placa de ensaio, para garantir que não ocorra contaminação cruzada. Além disso, a fileira do 

branco foi adicionada primeiramente, para reduzir as chances de contaminação.  

 As diluições foram preparadas em microplacas de 96 poços, sendo diluídas na 

proporção 1+1. As amostras e a curva padrão (17-estradiol) foram realizadas da mesma 

forma, onde foram diluídos serialmente, na placa de diluição para isto seguiu-se a seguinte 

metodologia: 

• Adicionar 100 μL de etanol (grau HPLC) nos poços da fileira de diluição do extrato, 

com exceção do primeiro poço; 

• No 1° poço adicionar 200 L de amostra ou padrão de E2; 

• Retirar 100 L da amostra no 1° poço e passar para o 2º poço e agitar ressuspendendo 

com a própria pipeta; retirar 100 L da amostra no 2° poço e passar para o 3º poço e agitar 

com a própria pipeta; e assim, sucessivamente até o ultimo poço da fileira, que ficará com o 

volume final de 200 μL. 

As diluições com as concentrações finais da curva padrão de 17-estradiol ficaram na 

faixa de 2724 ng L-1 a 1,330078 ng L-1, conforme Tabela 6. 

 

Tabela 6 - Concentrações finais da curva padrão de 17-estradiol em cada poço na microplaca 

de diluição. 

Poços Concentração ng L-1 

1º poço 2724 

2º poço 1362 

3º poço 681 

4º poço 340,5 

5º poço 170,25 

6º poço 85,125 

7º poço 42,5625 

8º poço 21,28125 

9º poço 10,64063 

10º poço 5,320313 

11º poço 2,660156 

12º poço 1,330078 

Fonte: Silva (2015). 
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Depois das diluições foram transferidos imediatamente 10 μL das amostras para cada 

poço das placas de ensaio em duplicata. Vale ressaltar que foi importante passar os 10 L ao 

término de cada diluição para somente depois realizar a próxima diluição, pois nessa etapa foi 

necessário minimizar a evaporação para que a concentração dos analitos não seja modificada. 

Posteriormente deixou-se evaporar totalmente. Em seguida foram adicionados 200 μL 

do meio de análise em cada poço com auxílio de uma pipeta multicanal. As placas foram 

fechadas com fita de autoclave e agitadas vigorosamente durante 2 min no agitador de placas 

de 96 poços da marca IKA, modelo MS-3, e foram incubadas em estufa a 30 ºC, por 72 horas. 

Após a incubação, o desenvolvimento da cor do meio foi verificado a uma absorbância de 575 

nm, para cor, e 620 nm para turbidez em espectrofotômetro (Marca Softmax, modelo 

SpectraMax M3). 

Depois do tempo de incubação foi possível verificar a mudança de coloração de amarelo 

a tons de rosa/vermelho nos poços, isto ocorre quando há atividade estrogênica e aumento da 

turbidez nos poços, pois foi resultado da produção da β-galactosidase e do crescimento da 

levedura respectivamente (Figura 20).   

 

Figura 20 – Placa de ensaio mostrando atividade estrogênica na amostra de água de reúso nos 

poços com coloração rosa/vermelho. 

Fonte: própria autora. 

 

 Vale ressaltar que os resíduos contendo o organismo geneticamente modificado foram 

autoclavados antes de serem descartados, a fim de inativar o organismo, de acordo com a 

normativa de biossegurança, Resolução nº 18, de 23 de março de 2018 (BRASIL, 2018). 
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6.9.2.1 Preparo das Soluções do Ensaio YES  

 

 

 Todos os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich, e os recipientes de vidro foram 

rinsados com etanol absoluto da Merck, sendo utilizada água apirogênica (< 0.001 

Endotoxicina / mL) obtida pelo sistema Milli-Q Biocell. O meio mínimo (pH 7,1) é preparado 

para 1L de água ultrapura pela adição de 13,61 g de KH2PO4, 1,98 g de (NH4)2SO4, 4,2 g de 

KOH, 0,2 g de MgSO4, 1mL de solução de Fe2(SO4)3 (40mg/50mL de água ultrapura), 50 mg 

de L-leucina, 50 mg de L-histidina, 50 mg de adenina, 20 mg de L-arginina, 20 mg de L-

metionina, 30 mg de L-tirosina, 30mg de L-isoleucina, 30 mg de L-lisina-HCl, 25 mg de L-

fenilalanina, 100 mg de ácido glutâmico, 150 mg de L-valina, 375 mg de L-serina. A solução 

foi armazenada em temperatura ambiente em frascos de vidro, esterilizadas a 121°C por 10 

min (BILA, 2005). 

 A solução vitamínica foi preparada para 180 mL de água ultrapura pela adição de 8 

mg de tiamina, 8 mg de piridoxina, 8 mg de pantetonato de cálcio, 40 mg de inositol, 20 mL 

de solução de biotina (2 mg/100 mL de água ultrapura). A solução foi filtrada em membrana 

de 0,2 µm estéril, e estocada em frascos de vidro em alíquotas de 10 mL a 4°C. Foram 

preparadas algumas soluções, todas com água ultrapura e armazenadas em frascos de vidro 

âmbar estéreis, as soluções foram: solução de glicose - 20% m/v (20 g/100 mL); solução de 

ácido L-aspártico - concentração de 4 mg.mL-1; solução de L-treonina - concentração de 24 

mg.mL-1 (600 mg/25 mL); solução de sulfato de cobre (II) - concentração de 20 mM 

(0,5g/100mL); Solução de CPRG (Clorofenol vermelho-β-D-galactopiranosida) - 

concentração de 10 mgmL-1. As soluções de L-treonina, vitamina e de CPRG foram 

armazenadas em geladeira a 4ºC, as demais em temperatura ambiente (SILVA, 2015). 

 Foi preparado o meio de cultivo da cepa de Saccharomyces cerevisiae adicionando 5 

mL de solução de glucose, 1,25 mL de solução de ácido L-aspartico, 0,5 mL de solução de 

vitamina, 0,4 mL de solução de L-treonina, 125L de solução de sulfato de cobre (II), 45 mL 

de meio mínimo. Os frascos de cultivo foram incubados a 28 ºC por 24 horas a 150 rpm, em 

incubadora de bancada com agitação orbital (Marca Quimis, modelo Q816M20). E prepara-se 

o meio de análise pela adição de 250 µL de substrato cromogênico CPRG em 25 mL de meio 

de cultivo. O meio foi inoculado com 4 x 107 células de levedura de uma cultura (BILA, 

2005). 
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6.9.2.2 Processos para Análise dos resultados do ensaio YES  

 

 

Foi realizada a correção da resposta estrogênica, por meio do cálculo da absorbância 

corrigida (Abscorrigida) de cada amostra, esta foi aplicada para os dados de cada poço da 

microplaca de ensaio de 96 poços, utilizando os valores de absorbâncias obtidos nos dois 

comprimentos de onda para cada concentração na curva. Para calcular esta correção, utilizou-

se a média dos valores das absorbâncias das duas fileiras de brancos correspondentes às 

amostras, resultando na média de 24 amostras de branco. Também foram calculados os 

desvios padrão de cada curva. Assim, os dados apresentados correspondem à média das 

absorbâncias das amostras analisadas em duplicata, conforme a fórmula 1 de Absorbância 

corrigida da amostra. Dessa forma as medições de absorbâncias foram verificadas em 575 e 

620 nm para calcular atividade estrogênica (FENT; ESCHER; CAMINADA, 2006) 

apresentada abaixo: 

 

Abscorrigida Amostra = Abs575nm da Amostra – (Abs620nm da Amostra – Abs620nm do 

Branco)  

 

A curva padrão, controle positivo 17β-estradiol (E2), foi construída relacionando-se os 

valores de absorbância corrigida de E2, a concentração de E2 (ng/L), o desvio padrão 

(considerando absorbância 575 nm), a absorbância do branco 575nm. Para fazer as curvas 

dose-resposta das amostras foi utilizado o fator de diluição em porcentagem, valores de 

absorbância corrigida das amostras, o desvio padrão (considerando absorbância 575 nm), 

absorbância do branco 575nm, valor de absorbância corrigida de E2, desvio padrão de E2 

(considerando absorbância 575 nm). Para construção das curvas dose-resposta foram 

realizados gráficos por meio do programa Origin 6.0, em escala logarítmica (BILA, 2005).  

Depois da construção das curvas dose-resposta das amostras foram utilizados os 

parâmetros A1, A2, X0 e p obtidos por meio da função sigmoidal da curva padrão de 17β-

estradiol, feita para cada bateria de ensaio, para a realização da fórmula 2 de equivalente de 

17β-estradiol (EQ-E2) nas amostras de água de reúso.  
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O cálculo foi determinado por meio da fórmula que usa o método dos mínimos 

quadrados (BILA, 2005; ROUDLEDGE e SUMPTER, 1996), informada abaixo: 

 

 

Onde: y = valor de Absorbância corrigida da amostra; A1 = máxima indução da atividade 

estrogênica; A2 = limite de detecção; X0 = valor de EC50 (concentração que elucida uma 

atividade igual a 50% do controle positivo 17β-estradiol); p = inclinação da região mediana da 

curva como estimado de uma regressão linear/log da parte linear da curva dose-resposta; X = 

concentração da substância estrogênica no ensaio. 

 

Após a aplicação da fórmula, para se chegar ao valor real de EQ-E2 da amostra foi 

realizado mais um cálculo multiplicando: X (valor encontrado na fórmula 2) x 20 x Fator de 

diluição de cada x fator de concentração da amostra utilizados nos métodos de concentração. 

Foi considerado um ponto central de inclinação da curva sigmoidal dose-resposta para 

determinação do valor real de EQ-E2 da amostra, sendo o ponto que se encontra na faixa de 

linearidade da curva dose-resposta (SANSEVERINO et al., 2009). 

Vale ressaltar que a atividade estrogênica superior a 10% do valor do branco reacional 

foi considerada como positiva (SILVA, 2015). 

Foi realizada um cálculo para verificar se houve inibição do crescimento da levedura 

Saccharomyces cerevisiae, pois compostos presentes em amostras podem ser tóxicos inibindo 

o crescimento da levedura. Foi efetuado o cálculo de acordo com Frische et al. (2009):  

 

Toxicidade = 1 – (Abs620 amostra / Abs620 branco) 

 

No cálculo acima Abs620(amostra) foi a média da leitura a 620 nm da duplicata de cada 

um dos poços da placa de ensaio (24 poços). E o Abs620(branco) foi da mesma forma, porém 

com a média dos poços com o controle negativo (branco) (24 poços). 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

7.1 ANÁLISES BACTERIOLÓGICAS E FÍSICO-QUÍMICAS DAS AMOSTRAS DE 

ÁGUA DE REÚSO E DO SOLO  

 

 

7.1.1 Caracterização Colimétrica e Físico-Química dos Diferentes Tipos de Amostras de 

Água de Reúso 

 

 

 As análises bacteriológicas mostraram que a amostra de água de reúso “clorada” 

apresentou níveis médios de 20 UFC/mL (±3) de coliformes termotolerantes e 40 UFC/mL 

(±5) de coliformes totais, e a amostra “polida” teve ausência de coliformes termotolerantes e 6 

UFC/mL (±2) de coliformes totais, ou seja, as amostras “clorada e polida” estavam com 

qualidade própria, dentro do padrão de qualidade sanitária para reúso agrícola recomendado 

pela Norma NBR nº 13.969/97, que estabelece valor limite, convertido para UFC, de até  23 

UFC/mL de coliformes termotolerantes (ABNT, 1997). No entanto a amostra de água de 

reúso “biológica”, que era amostra composta representativa do tratamento por filtro biológico, 

apresentou 25.800 UFC/mL (±13) de coliformes termotolerantes e 26.600 (±10) UFC/mL de 

coliformes totais, apresentando-se imprópria, ou seja, 1.122 vezes acima do limite 

recomendado para aplicação na agricultura, segundo a Norma NBR nº 13.969/97 (Gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Níveis de contaminação por coliformes termotolerantes (UFC/mL) nas amostras 

de água de reúso de diferentes procedências do Brasil.  

Legenda: “clorada” - a partir de esgoto tratado (ETE) e depois clorado; “polida” - proveniente de esgoto tratado 

(ETE) e tratamento de água de reúso (ETAR - filtração, ultrafiltração e osmose reversa); e “biológica” - a partir 

de águas cinzas tratadas por filtro físico e biológico. Linha de corte em preto é o valor máximo permitido (23 

UFC/mL de coliformes termotolerantes) da qualidade sanitária própria de água de reúso para agricultura, de 

acordo com a Norma NBR ABNT nº 13.969/97, considerando trabalho de Sotero-Martins et al. (2017), baseado 

no estudo de Gronewold Wolpert (2008). Fonte: própria autora. 

  

 Comparando os resultados, com os limites descritos na Resolução estadual do Ceará nº 

2/2017 (CEARÁ, 2017), que determina parâmetros para reúso de água para fins agrícolas e 

florestais, a amostra de água de reúso “biológica” ficou 5.608 vezes acima do limite padrão, 

que seria no máximo 4,6 UFC/mL de coliformes termotolerantes. Além disso, nessa resolução 

esta determinado que deve ter ausência de coliformes termotolerantes em culturas a serem 

consumidas cruas, cuja parte consumida tenha contato direto com a água de irrigação. E 

comparando os resultados com os descritos na Resolução Estadual da Bahia nº 75/2010 

(BAHIA, 2010), que possui níveis menos restritivos de bactérias em comparação com as 

outras normativas, a qualidade sanitária da amostra de água de reúso “biológica” também 

estava imprópria, estando 258 vezes acima do padrão estabelecido. Essa resolução determina 

um valor máximo permitido (VMP) de coliformes termotolerantes de 10 UFC/mL para 

categoria A, que trata da  “Irrigação, inclusive hidroponia, de qualquer cultura incluindo 

produtos alimentícios consumidos crus”, e com irrigação por gotejamento estabelece um 

VMP de 100 UFC/mL; e determina VMP de 100 UFC/mL de coliformes termotolerantes para 

categoria B, que trata da “Irrigação, inclusive hidroponia, de produtos alimentícios não 
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consumidos crus, produtos não alimentícios, forrageiras, pastagens, árvores, cultivos usados 

em revegetação e recuperação de áreas degradadas” (BAHIA, 2010).  

 Segundo a Resolução da Bahia (2010), mesmo sendo feita a irrigação por gotejamento, 

a amostra de água de reúso “biológica” estaria imprópria para irrigação de cultivos, devido os 

níveis de bactérias estarem 258 vezes acima do VMP. A irrigação por gotejamento é uma 

estratégia de rega de água próxima ao solo, deixando a água disponível apenas ao sistema 

radicular das plantas, tornando o risco de contaminação menor (MANCUSO e SANTOS, 

2013). 

 As águas cinzas não são efluentes provenientes de vasos sanitários, por isso não 

possuem contribuição fecal direta, mas podem ser contaminadas com coliformes 

termotolerantes por meio da lavagem de mãos, higienização das partes íntimas durante o 

banho, lavagem de alimentos e de roupas, e até mesmo a lavagem de fraldas (Peters, 2006). 

Segundo Barbosa (2019), que também analisou essa amostra composta de água de reúso 

“biológica”, apesar de ter acompanhamento técnico para o sistema de filtro, possivelmente, 

pode ter ocorrido uma saturação do filtro biológico por conta do grande aporte de água, e ter 

causado a mortalidade das minhocas, que faziam parte do sistema de produção, prejudicando 

o tratamento das águas cinzas. E o resultado encontrado pode ter sido uma condição imprópria 

pontual, no entanto, os gestores de acompanhamento desse sistema de filtro recomendaram 

atenção as famílias durante o tratamento desse efluente, para garantir a qualidade para o reúso 

agrícola, sendo recomendado acrescentar mais um processo de desinfecção. Porém muitas 

famílias não possuíam recursos para essas medidas. Segundo Bakopoulou et al. (2011) o 

tratamento com cloração poderia contribuir para a eliminação de coliformes.  

 Corroborando com o resultado, Dombroski et al. (2013) também realizou estudo 

similar de amostras de água de reúso proveniente de sistema de tratamento de águas cinzas, e 

identificaram 692,82 UFC/mL de coliformes termotolerantes, nível acima do permitido para 

reúso agrícola segundo a Norma NBR nº 13.969/97 (ABNT, 1997).  

 Pesquisas indicam que águas de reúso produzidas por estações de tratamentos de 

esgoto, junto com cloração e/ou realização de tratamento por ultrafiltração conseguem 

diminuir o nível de coliformes na água, reduzindo os riscos associados à presença também de 

outros microrganismos (BAKOPOULOU et al., 2011; YOUN-JOO et al., 2007).  Os dados do 

presente estudo corroboram com os trabalhos desses autores, pois foi demonstrado através das 

análises colimétricas que os tratamentos da água de reuso dos tipos “clorada e polida” foram 

eficazes, tendo em vista que a amostra de água “clorada” apresentou nível de 20 UFC/mL de 
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coliformes termotolerantes, estando 1,1 vezes abaixo do limite da Norma da ABNT nº 

13.969/97, e a amostra de água “polida” teve ausência de coliformes. 

 Como esperado na água potável utilizada como água controle nos experimentos neste 

estudo, não foram identificadas as presenças de coliformes totais e coliformes 

termotolerantes, ou seja, na água potável apresentou ausência dos microrganismos, e estava de 

acordo com o padrão de potabilidade pela Portaria de Consolidação do Ministério da Saúde nº 

5 de 2017 (MOURA, 2019). 

 Quanto as análises físico-químicas os resultados mostraram para todas as amostras, 

que os níveis dos parâmetros cloro residual livre, condutividade, pH, fluoreto estavam de 

acordo com os Valores Máximos Permitidos (VMP) estabelecidos pelas normativas 

brasileiras e internacional: Resoluções estaduais Ceará nº 2/2017 (CEARÁ, 2017), da Bahia 

nº 75/2010 (BAHIA, 2010), Guidelines for Water Reuse - EPA (2012). 

A amostra de água de reúso “biológica” apresentou parâmetros físico-químicos fora do 

padrão, como turbidez, cor aparente, pois apresentou valores 22 e 2,3 vezes, respectivamente 

acima do perimitido, segundo a normativa de EPA (2012). A turbidez indica a presença de 

sólidos suspensos na água e dificulta o processo de desinfecção, podendo estar presentes 

também microrganismos patogênicos (APHA, 2017). O parâmetro cor aparente é um 

indicativo de partículas dissolvidas na água (VON SPERLING, 1996), e sua não 

conformidade não implica necessariamente em risco à saúde, no entanto precisa ser observado 

como indicador de contaminação por esgoto.  

 O parâmetro de condutividade, apesar de estar dentro do VMP segundo a normativa do 

Ceará (2017), que estabelece limite de até 3000 µS/cm, a amostra apresentou valor elevado de 

condutividade, tendo 1017 µS/cm. Nas normativas da Bahia (2010) e EPA (2012) o padrão 

limite para condutividade foi de 1.000 vezes menor do que a normativa do Ceará (2017), 

sendo estabelecido limite de até 3,0 µS/cm. Segundo Ayres e Westcot (1991), as águas de 

reúso com condutividade elétrica na faixa de 700 a 3000 µS/cm são classificadas com 

salinidade moderada, necessitando de moderada restrição de uso para irrigação. A 

classificação moderada de salinidade indica que pode ocorrer uma moderada redução da taxa 

de infiltração de água no solo, portanto, estas águas se tornam mais apropriadas para irrigação 

de solos com culturas tolerantes ao sal. A condutividade é um parâmetro importante para a 

agricultura como uma medida indireta da salinidade, e quanto maior a condutividade da água 

maior o grau de salinidade, o que afeta a disponibilidade hídrica das culturas vegetais (EPA, 

2012). O resultado encontrado de condutividade elétrica foi similar ao valor identificado em 
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estudo de Rolim et al. (2016), que encontrou 1.200 µS/cm, o mesmo também utilizou a 

condutividade como indicador de salinidade.  

A amostra de água de reúso “clorada” foi caracterizada como imprópria para o 

parâmetro de nitrogênio nitrato, com nível de 60,2 mg/L, ou seja, acima do valor padrão 

recomendado pela normativa Guidelines for Water Reuse (EPA, 2012), que estabelece limite 

de até 30 mg/L de nitrato.  

 Os parâmetros nitrogênio nitrato, assim como nitrogênio nitrito são macronutrientes 

importantes para a fertilidade do solo e a produtividade de culturas (ROLIM et al., 2016), 

porém em grandes quantidades, acima de 30 mg/L pode colocar em risco a saúde pública, e 

tornar prejudicial ao desenvolvimento das plantas. Acima desse nível, as plantas podem 

absorver o nitrogênio, sendo muito perigoso para algumas culturas, pois provoca o 

crescimento vegetativo excessivo (AYRES; WESTCOT, 1991). No ambiente, em solos 

arenosos, principalmente, a o nitrogênio consegue atingir o lençol freático mais facilmente, e 

é considerado altamente solúvel em água (MANCUSO e SANTOS, 2013). O resultado 

demonstra que o tratamento por ETE e cloração não apresentou boa eficiência na remoção de 

nutrientes. 

As amostras de água de reúso “clorada” e “biológica” foram caracterizadas como 

impróprias quanto ao nível de turbidez para a finalidade agrícola, segundo EPA (2012), pois o 

padrão de qualidade é de 2 uT. A amostra “clorada” estava 1,3 vezes maior do que o padrão 

recomendado pela normativa, e a amostra “biológica” estava 22 vezes acima do permitido, ou 

seja, mostrou um nível elevado de turbidez, acima do permitido para reúso agrícola. 

Resultados de análises de água de reúso por Rolim et al. (2016) também mostraram níveis não 

aceitáveis para o parâmetro turbidez, com um valor médio de 32,4 uT, e não recomendaram a 

irrigação irrestrita na agricultura, pois não foram próprios para o uso em sistemas irrigação 

por gotejamento ou aspersão.  

 Para a redução de turbidez da água de reúso, segundo Bakopoulou et al. (2011) 

recomenda-se a utilização de tratamento por filtração em areia, pois é considerado um método 

eficaz e essencial antes do processo de desinfecção do efluente. Com uma unidade de filtração 

o tratamento pode resultar em uma melhor retirada de coliformes na etapa de desinfecção 

Bakopoulou et al. (2011). Visto isso, o tratamento para a produção da água de reúso 

“biológica”, que teve nível mais alto de turbidez, precisa ser melhorado, pois não está sendo 

eficaz na sua remoção. Poderiam ser aumentadas as camadas de areias do filtro, e assim 

favorecer também a maior remoção de coliformes na água de reúso. 
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 Os resultados dos parâmetros físico-químicos da amostra de água de reúso “polido” 

mostraram que a mesma se encontra dentro dos VMP segundo as normativas da EPA (2012), 

e do Ceará (2017). Apenas o parâmetro cloreto apresentou-se valor de 16,6 mg/L, estando 

abaixo da faixa de 100 a 350 mg/L, padrão estabelecido pela Resolução da Bahia nº 75/10. E 

estava um pouco acima do limite recomendado por EPA (2012), que é de 10 mg/L. De acordo 

com Ayres e Westcot (1991), a presença de cloreto no nível acima de 10 mg/L, como 

apresentou a amostra de água de reúso “polida”, pode oferecer uma leve toxicidade às plantas. 

Em comparação as outras amostras de água de reúso, a “polida” foi a que teve menor nível de 

cloreto, isto pode ser explicado pelo método de tratamento com a tecnologia de ultrafiltração, 

que segundo Rolim et al. (2016) é considerada eficaz na maior remoção de sais. 

 Os resultados das análises físico-químicas das amostras de água de reúso se encontram 

na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Resultados físico-químicos das amostras de água de reúso e os valores máximos 

permitidos (VMP) para qualidade sanitária, de acordo com as normativas brasileiras. 

 Dados das Amostras VMP 

Parâmetros Clorado Polido Biológico 
*Água 

Potável 

EPA 

2012 

Ceará 

2/2017 

Bahia 

75/2010 

Cloro livre mg/L 0,15 0,05 0 0,19 1 ND ND 

Dureza total mg/L 68,5 14 645 25,8 ND ND ND 

Alcalinidade 

CaCO3 mg/L 
31,8 715 698 8,10 ND ND ND 

Condutividade 

elétrica µS/cm 
554 284 1017 114 3,0 3000 3,0 

pH 7,0 7,0 7,0 6,99 6,5 – 8,4 6,0 – 8,5 ND 

Turbidez uT 2,55 0,3 44 0,30 2 ND ND 

Cor aparente 44,2 19 340 21 150 ND ND 

Fluoreto mg/L 0,61 0,42 0,77 0,57 1,0 ND 1,0 

Cloreto mg/L 97,68 16,6 146,24 12,84 10 ND 100 – 350 

Nitrato mg/L 60,20 1,35 14,34 4,60 30 ND ND 

Nitrito mg/L 0,71 0,06 0 0,00 ND ND ND 

Sulfato mg/L 38,93 22,37 15,56 16,00 ND ND ND 

Resolução CONERH da Bahia nº 75/2010; Resolução Estadual do Ceará nº 2/2017; e normativa internacional 

“Guidelines for water reuse 2012” - EPA - U.S. Environmental Protection Agency. *E dados de água potável do 

estudo de Moura (2019). ND - Não descritos valores máximos permitidos do parâmetro na normativa para reúso 

agrícola. *Análises físico-químicas da água potável realizado por Moura (2019), que foi a mesma fonte de água 

potável utilizada no presente estudo. Fonte: própria autora. 
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Como não há no Brasil padrão para reúso agrícola para parâmetros como dureza total, 

alcalinidade total, nitrito e sulfato (HANDAM et al., 2021b), a análise de normatizações para 

outras finalidades, e também estudos podem indicar o nível de qualidade sanitária em relação 

a estes parâmetros para a finalidade agrícola. Em todas as amostras de água de reúso 

analisadas, os parâmetros nitrito e sulfato estavam de acordo com o padrão de potabilidade 

descrito na Portaria de Consolidação do Ministério da Saúde nº 5 de 2017 (BRASIL, 2017), 

indicando, portanto, ser própria para a agricultura também.  

O parâmetro sulfato, em todas as amostras esteve de acordo com o valor máximo 

permitido estabelecido para potabilidade, Portaria de Consolidação n°5 (BRASIL, 2017), que 

estabelece um limite de até 250 mg/L, indicando ter boa qualidade também para a agricultura. 

A presença de sulfato em águas geralmente se deve às descargas de esgotos domésticos e 

industriais (CETESB, 2014). 

Quanto ao parâmetro nitrogênio nitrito, as amostras apresentaram valores abaixo de 10 

mg/L, que é o padrão de qualidade sanitária de reúso agrícola realizada por gotejamento em 

Bogotá apresentado em EPA (2012), indicando que esse parâmetro das amostras de água de 

reúso do presente trabalho estava próprio. Além disso estava também dentro do padrão de 

potabilidade (BRASIL, 2017). 

A dureza total se apresentou imprópria na amostra de água de reúso “biológica”, se 

fosse considerado o padrão para potabilidade, que estabelece valor máximo de 500 mg/L 

(BRASIL, 2017). Considerando documento da Embrapa (ALMEIDA, 2010) sobre qualidade 

sanitária de águas para irrigação da agricultura, as amostras de água de reúso “biológica e 

clorada” foram classificadas, segundo grau de dureza, como muito duras, pois apresentaram 

valores acima de 54 mg/mL, estando 11,94 e 1,27 vezes maiores, respectivamente. A dureza 

total é definida como a soma das concentrações de íons cálcio e magnésio na água, expressos 

como carbonato de cálcio (FUNASA, 2017).  Quando a água possui dureza total elevada pode 

causar incrustações nas tubulações (ALMEIDA, 2010). Deste modo, para sistemas de 

irrigação por gotejamento pode ser prejudicial, pois o carbonato de cálcio se deposita dentro 

das tubulações em volta dos orifícios dos gotejadores, o que provoca o entupimento, 

impedindo a saída da água. Esse parâmetro químico é de fundamental importância para 

avaliação da qualidade de água para irrigação da agricultura (ALMEIDA, 2010; AYERS e 

WESTCOT, 1991), e que esteja na legislação federal para reúso agrícola no Brasil. De acordo 

com Almeida (2010) para diminuir a dureza da água pode-se fazer aeração, pois induz uma 
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precipitação do cálcio, no entanto, em solos com sódio elevado foi indicado utilizar águas 

com maior grau de dureza. 

  Quanto à alcalinidade total, as amostras de água de reúso “polida e biológica” 

apresentaram níveis elevados, em comparação com a amostra “clorada”, com teores de 715 

mg/L, 698 mg/L, 31,8 mg/L, respectivamente. Este parâmetro possui grande importância para 

a agricultura, pois mostra a capacidade que a água tem de neutralizar ácidos nela existentes, 

que é medida pela concentração total de hidróxidos, carbonatos e bicarbonatos. A presença 

destas substâncias neutraliza os efeitos de substâncias ácidas, por exemplo, devido a 

ocorrência de chuvas ácidas (FUNASA, 2017). E no solo se torna fundamental verificar a 

alcalinidade, pois quando o solo se apresenta ácido as substâncias antes presentes na forma 

mineral se transformam em íons, sendo alguns desses tóxicos para as plantas, como os íons de 

alumínio e cádmio (CARMO et al., 2016; SILVA, 2012).  

 Para produção de água de reúso para a agricultura é fundamental uma lei federal no 

Brasil, contendo formas de tratamento, parâmetros de qualidade sanitária tanto 

bacteriológicos quanto físico-químicos, para que em todo território brasileiro os governos 

tivessem a obrigação de cumprir. Esta lei poderia seguir as normatizações americanas, que 

estão mais aprofundadas e detalhadas em relação a qualidade sanitária da água de reúso para a 

agricultura, pois são estabelecidos parâmetros físico-químicos e microbiológicos, baseados 

em estudos científicos, a fim de garantir a sociedade a qualidade dos alimentos, e evitar danos 

à saúde humana e ambiental (HANDAM et al., 2021b).  

 As análises dos parâmetros físico-químicos da água potável demonstraram que todos 

parâmetros estavam de acordo a Portaria de Consolidação do Ministério da Saúde nº 5 de 

2017, sendo a amostra de água de reúso “biológica” o tipo de água que apresentou níveis mais 

distantes dos níveis apresentados pela água potável (Moura, 2019).  

Outro resultado do presente estudo, que se encontra publicado em artigo de Handam et 

al. (2021b) foi a verificação e comparação dos padrões de parâmetros de qualidade sanitária 

para reúso agrícola de normatizações encontradas no Brasil e dos Estados Unidos da América. 

No Brasil poucas são as regulamentações sobre água de reúso com padrões de qualidade 

sanitária para agricultura, o que dificulta a utilização deste recurso hídrico com segurança no 

território brasileiro, sem causar riscos para a saúde coletiva. As normativas brasileiras 

existentes, em geral, são menos restritivas em relação as normas internacionais. A Resolução 

CONERH da Bahia nº 75/2010 apresentou-se como a mais completa em termos de parâmetros 

de qualidade microbiológicos e físico-químicos. Nesta lei, os padrões de qualidade da maioria 

dos parâmetros físico-químicos estão similares a norma internacional estabelecida em 
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Guidelines for water reuse - EPA (2012), e os parâmetros microbiológicos são os mesmos 

estabelecidos em Guidelines for the safe use of wastewater, excreta and greywater - WHO 

(2006). A Norma da ABNT 13969/97 (ABNT, 1997), que é a única norma em nível federal 

que possui alguns parâmetros de qualidade para utilização de água de reúso, recomenda 

valores máximos permitidos menos restritivos, acima do determinado pelas normativas 

internacionais (HANDAM et al., 2021b).   

Na tabela 8 se encontram os parâmetros físico-químicos comparados entre as 

normatizações nacionais com as principais diretrizes dos Estados Unidos (HANDAM et al., 

2021b).   

  

Tabela 8 - Valores máximos permitidos dos parâmetros físico-químicos e bacteriológico das 

normativas brasileiras sobre reúso agrícola em comparação com as normas dos EUA.  

Parâmetros 
ABNT 

(1997) 

BAHIA 

(2010) 

CEARÁ 

(2017) 
WHO (2003) 

EPA 

(2012) 

Coliformes 

termotolerantes 

(UFC/mL) 

23 100 4,6 10 2 

pH ND ND 6,0 - 8,5 6,6 – 7,0 6,0 – 9,0 

Condutividade 

elétrica 

(dS/cm) 

 

ND 3,0 3000 

< 0,7(B); 

0,7-3,0 (M); 

>3 (A) 

< 0,7 (B); 

0,7-3,0 

(M); 

>3 (A) 

Cloreto 

(mg/L Cl-) 

 

ND 100-350 ND > 3 

< 4 (B); 

4– 0 (M); 

>10 (A) 

Chumbo (mg/L) 

 
ND 5,00 ND 5,00 5,00 

Alumínio (mg/L) 

 
ND 5,00 ND 5,00 5,00 

Arsênio (mg/L) 

 
ND 0,10 ND 0,10 0,10 

Berílio (mg/L) 

 
ND 0,10 ND 0,10 0,10 

Boro (mg/L) 

 
ND 0,5 ND ND 0,75 

Cádmio(mg/L) 

 
ND 0,01 ND ND 0,01 

Cobalto(mg/L) 

 
ND 0,05 ND 0,05 0,05 

Cobre(mg/L) 

 
ND 0,20 ND 0,20 0,20 

Cromo(mg/L) 

 
ND 0,1 ND 0,1 0,1 

Ferro (mg/L) 

 
ND 5 ND 5 5 
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Fluoreto (mg/L) 

 
ND 1 ND 1 1 

Lítio (mg/L) 

 
ND 2,50 ND 2,50 2,50 

Manganês (mg/L) 

 
ND 0,20 ND 0,20 0,20 

Mercúrio (mg/L) 

 
ND 0,002 ND ND 0,002 

Molibdênio (mg/L) 

 
ND 0,01 ND 0,01 0,01 

Níquel (mg/L) 

 
ND 0,02 ND 0,02 0,02 

Sódio (mg/L) 

 
ND 70 ND 

<3 (B); >3 (M) 

<3 (B); 3 – 9 (M); >9 

(A) 

70 

Vanádio (mg/L) 

 
ND 0,10 ND 0,10 0,10 

Zinco (mg/L) 

 
ND 2 ND 2 2 

Fonte: Handam et al. (2021b). 

Normatizações: Norma da ABNT 13969/97; Resolução CONERH da Bahia nº 75/2010; Resolução Estadual do 

Ceará nº 2/2017; EPA - U.S. Environmental Protection Agency; Guidelines for water reuse, 2012; WHO - World 

Health Organization. Guidelines for the safe use of wastewater, excreta and greywater, 2006. Padrões de 

coliformes termotolerantes das normatizações estão em UFC/mL. ND = Não estão descritos padrões nas leis; B= 

risco baixo; M= risco moderado; A= risco alto. Padrões de coliformes termotolerantes da norma ABNT 

13969/97 e da Resolução Estadual do Ceará nº 2/2017 estão em UFC/mL, de acordo com trabalho de Sotero-

Martins et al. (2017), baseado no estudo de Gronewold e Wolpert (2008).  

 

 

7.1.2 Caracterização Colimétrica e Físico-Química do Solo utilizado nos ensaios 

 

 

A análise bacteriológica do solo utilizado nos ensaios, assim como os valores 

máximos permitidos pela lei nº 7666 de 28 de agosto de 2017 (BRASIL, 2017) estão 

apresentados na Tabela 9. Os níveis de coliformes totais e de Escherichia coli ficaram acima 

do padrão de qualidade sanitária estabelecido pela lei. Vale ressaltar, que do ponto de vista 

epidemiológico e imunológico, a presença de microrganismos patogênicos em solos não quer 

dizer que as pessoas vão adquirir doenças (MANCUSO e SANTOS, 2013). Contudo, a 

sinalização de cuidados frente aos riscos para solos contaminados, e com presença de 

potenciais poluentes, que podem ser adicionados no solo com o uso de certos tipos de água de 

reúso, que afetam a vida humana e animal, são dados fundamentais para ações em saúde. Os 

trabalhadores, principalmente, os que lidam continuamente com a agricultura, podem ficar 
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expostos ao solo contaminado com elementos que podem ser carregados através da utilização 

da água de reúso, sendo veículo para transmissão de doenças. No entanto, o risco pode ser 

reduzido através de boas práticas, com uso de equipamentos de proteção individual (EPIs) na 

agricultura (WHO, 2006), por isso é fundamental saber os contaminantes e poluentes que 

possam estar na água de reúso.  

 

Tabela 9 – Resultados das análises bacteriológicas do Solo utilizado no estudo e valores 

máximos permitidos (VMP) pela lei nº 7666 de 28 de agosto de 2017 do Rio de Janeiro. 

Média e desvio padrão. 

Bactérias UFC/g Resultados VMP 

Coliformes totais  220 ± 13   >138,44 

Escherichia coli 30 ± 4 >1,85 

Fonte: própria autora. 

 

 As análises físico-químicas do solo utilizado nos experimentos apresentaram valores 

que não estão, em sua maioria, dentro dos valores estabelecidos aos comparados com as 

normas da Embrapa (2015; 2017). O nível de nitrogênio amônia no solo foi adequado, pois 

apresentou níveis menores que 1 mg/Kg. Comparando os resultados com as normas percebe-

se que o pH apresentou em média o valor de 6,22 mg/Kg, de modo que o solo foi classificado 

como ácido. Os valores ideais para o cultivo são os que apresentam pH na faixa de 6,0 a 9. O 

valor de condutividade foi 297,5 μS/cm, sendo o solo classificado como um solo salino-

sódico. A quantidade de matéria orgânica no solo estava alta com valor de 10,48 dag/Kg, pois 

apresentou valores maiores que 3 dag/kg, demostrando que a presença de grande quantidade 

de nutrientes. Valores acima do indicado pela norma indicam acúmulo de matéria orgânica no 

solo, que pode ser ocasionada por acidez elevada (EMBRAPA, 2015). Além disso, o nível de 

matéria orgânica indica indiretamente a disponibilidade de nitrogênio no solo, macronutriente 

essencial ao crescimento de vegetais (PES e ARENHARDT, 2015). Teores de matéria 

orgânica dentro do recomendado promovem melhorias na estrutura do solo, pois permite uma 

melhor infiltração de água no solo (SÁ et al., 2015).  

Os teores de fósforo presentes no solo foram classificados como médio por apresentar 

o valor de 14,4 mg/dm3, para ser considerada quantidade adequada teria que estar com mais 

de 15 mg/dm3, portanto se aproximou do adequado. Os teores de Magnésio e Cálcio trocáveis 

deveriam apresentar valores até 4 cmolc/kg, mas a amostra de solo utilizada e analisada 

apresentou valores altos e fora da faixa estabelecida. A análise de acidez trocável mostrou que 
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o solo apresentou 11 cmolc/Kg, sendo considerado um resultado alto, tendo em vista que alta 

quantidade de alumínio no solo inibe o crescimento radicular e influenciar na disponibilidade 

de outros nutrientes. Além disso, o percentual de saturação foi de 34,44%, sendo considerado 

baixo havendo a necessidade de correção por calagem, que tem o objetivo de corrigir a acidez 

do solo, e fornecer suplemento de cálcio e magnésio para as plantas (EMBRAPA, 2015) 

(Tabela 10). 

 

 

Tabela 10 - Resultados das análises físico químicas do solo e seus valores de qualidade 

recomendados. Valores de qualidade (VQ).  

 

 

 

2EMBRAPA, Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuária. Manual de métodos de análise de solo. Rio de 

Janeiro: EMBRAPA-CNPS, 3, 2017. 
3EMBRAPA. Guia prático para interpretação de resultados de análises de solos. 2015.  

                        

 

7.2 ANÁLISES DA PRESENÇA DE CONTAMINANTES NA ÁGUA DE REÚSO E 

AVALIAÇÃO INDIRETA DOS EFEITOS NA MICROBIOTA DO SOLO 

 

 

O sistema para ensaio de cultivo de plantas em laboratório foi construído, e permitiu a 

irrigação do cultivo por gotejamento direto ao solo, sem o contato da água com as folhas, 

assim como permitiu uma iluminação controlada, por meio de temporizador digital, com 12 

horas de iluminação direta nos cultivos. Foi possível fazer dois sistemas com as mesmas 

características para comparação com o grupo controle irrigado com água potável (Figura 21). 

Parâmetros Resultados VQ 

pH 6,22 >6 (alto) (3) 

Acidez trocável (cmolc/Kg) 11 0,5 (3) 

Saturação  34,44% <50,0 (baixa) (3) 

Condutividade (μS/cm) 297,5 ≥ 4,0 (3) 

N- amônia (mg/kg) 1,1 0,5 - 2 (2) 

Fósforo (mg/dm3) 14,4 7,1 - 15 (3) 

Matéria orgânica (dag. kg-1) 10,482 > 3 (alta) (3) 

Cálcio + magnésio trocáveis (cmolc.kg-1) 1694,4 >4 (alto) (3) 

Cálcio trocável (mmol.kg-1) 117,81 >3 (alto) (3) 

Magnésio trocável (mmol.kg-1) 51,63 >1 (alto) (3) 
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Figura 21 – (A) Imagem do sistema construído para realização do experimento de cultivo de 

plantas irrigadas com água de reúso em laboratório; (B) Posição do gotejamento de água 

diretamente para o solo através da torneira; (C) Temporizador digital para controlar a 

iluminação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: própria autora. 

 

 

Durante a realização dos três cultivos de salsa irrigados com as amostras de água de 

reúso, as condições físicas do solo mostraram que a perda de volume de solo foi proporcional 

com o tempo, e com o aumento da compactação do solo. Teve diminuição de 19% no peso do 

solo em relação ao inicial, pois apresentou peso médio de 259 g (± 29 g). Houve aumento na 

compactação de 10%, estando depois de 15 dias com altura de 245 cm (± 32 g). A umidade se 

manteve constante ao longo dos ensaios, tendo média de 2,7 cm (± 0,6 cm) de altura que a 

umidade atingiu sobre o papel filtro.  

A quantificação de DNA (ng/μL) das amostras de “água de rega” mostrou que os 

cultivos irrigados com água de reúso “clorada” apresentaram um aumento da microbiota 

B A 
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depois de 15 dias de irrigação, com aumento de 2,01 vezes de DNA total em relação ao 

primeiro dia de cultivo, enquanto que com a água potável (controle) apresentou uma 

diminuição de 1,5 vezes da microbiota do solo. Os cultivos irrigados com água de reúso 

“polida” aumentaram 1,42 vezes o DNA total depois de 15 dias de irrigação, aumentando a 

microbiota do solo, enquanto que os cultivos irrigados com água potável (controle) 

apresentaram uma diminuição de 1,16 vezes da microbiota do solo. Quanto aos irrigados com 

água de reúso “biológica”, os cultivos tiveram aumento de 1,49 vezes de DNA total depois de 

15 dias de irrigação, enquanto que os cultivos irrigados com água potável (controle) tiveram 

uma diminuição da microbiota do solo de 8,63 vezes. O estudo indicou que a água de reúso 

acrescentou uma carga de microrganismos e/ou favoreceu a manutenção e o crescimento dos 

preexistentes no solo devido a entrada de nutrientes, enquanto que os cultivos irrigados com 

água potável tiveram diminuição da microbiota do solo após 15 dias (Gráficos 2, 3 e 4). 

A maior quantidade de microrganismos pode ajudar na decomposição de nutrientes no 

solo e disponibilização de minerais para as plantas, o que favorece o crescimento dos cultivos 

(MANCUSO e SANTOS, 2013). As águas de reúso podem conter grande quantidade de 

microrganismos, em sua maioria não patogênicos, no entanto, podem conter microrganismos 

patogênicos, e por isso possui o risco de transmissão de doenças afetando a saúde humana e 

ambiental (MONTE; ALBUQUERQUE, 2010). A transmissão de doenças se torna menor ou 

mesmo controlada por meio de práticas de irrigação, de cultura e de colheita utilizadas, por 

exemplo, aplicação de irrigação por gotejamento, e uso de equipamentos de proteção 

individual pelos agricultores (MORAIS et al., 2016; MANCUSO e SANTOS, 2013; WHO, 

2006).  

Gatta et al (2016) verificaram que apesar da identificação de microrganismos como E. 

coli e Salmonella spp. em amostras de esgoto por tratamento secundário e terciário, os 

cultivos de alcachofra, irrigados com essas amostras, não foram contaminados. E que a 

redução desses bioindicadores no solo pode ser devido ao sistema de irrigação por 

gotejamento, que evita o contato da água com a planta, e/ou pela morte das bactérias no solo, 

assim como pela barreira por meio das raízes das plantas. Além disso teve aumento na 

produção dos cultivos de 33 a 55% quando comparados com os cultivos irrigados com água 

doce, controle do estudo (GATTA et al., 2016). 

 

 



 114 
 

 

Gráfico 2 - Valores médios da concentração de DNA (ng/μL) de amostras de “água de rega” 

de solos irrigados com água de reúso “Clorada”, e com água potável (controle), no primeiro 

dia e depois de 15 dias de experimento. 

Fonte: própria autora. 

 

 

Gráfico 3 - Valores médios da concentração de DNA (ng/μL) de amostras de “água de rega” 

de solos irrigados com água de reúso “Polida”, e com água potável (controle), no primeiro dia 

e depois de 15 dias de experimento. 

Fonte: própria autora. 
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Gráfico 4 - Valores médios da concentração de DNA (ng/μL) de amostras de “água de rega” 

de solos irrigados com água de reúso “Biológica”, e com água potável (controle), no primeiro 

dia e depois de 15 dias de experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: própria autora. 

 

 

Nos resultados a partir das primeiras PCRs realizadas, as amostras de água de rega 

estavam com níveis altos de DNA, em média acima de 20 ng/μL (± 9,35), e não amplificaram, 

sugerindo a presença de substâncias químicas provenientes da água de reúso e/ou do solo que 

interferiam na reação, inibindo a enzima DNA polimerase, por isto não ocorria à amplificação 

do DNA. O mesmo foi verificado também em trabalho de Rodrigues (2012). Visto isso, para 

padronizar todas as amostras na mesma concentração de DNA genômico capaz de produzir 

amplificação na PCR dos marcadores moleculares foram feitos cálculos para que as amostras 

ficassem na concentração final de DNA de 20 ng/μL.  

Os resultados da PCR dos bioindicadores de contaminação ambiental mostraram que 

os marcadores moleculares como o Adenovírus tipo 40 e 41 (HADv) e E. coli (gene uidA) 

estavam presentes em todas as amostras de água de rega originadas de irrigações com água de 

reúso “clorada, polida e biológica” (Figura 22).  O marcador molecular M. smithii (nifH) foi 

detectado nos cultivos irrigados com amostras de água de reúso “polida e biológica”, sendo 

ausente nas amostras de água de rega dos cultivos irrigados com água de reúso “clorada” 

(Figura 23).  
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Figura 22 – Resultados da PCR dos bioindicadores de contaminação Escherichia coli (600 

pb) e Adenovírus tipo 40 e 41 (137 pb) das amostras de água de rega dos três cultivos 

irrigados com água de reúso “clorada, polida e biológica”. 

 

Legenda: As setas indicam as posições das bandas de 600pb e de 100pb do padrão de peso molecular. PM – peso 

molecular com 100 kb. E. coli e Adenovírus, com 600 pb e 137 pb, respectivamente. Fonte: própria autora. 

 

 

Figura 23 – Resultados da PCR do bioindicador de contaminação Methanobrevibacter smithii 

(221 pb) das amostras de água de rega dos três cultivos irrigados com água de reúso “clorada, 

polida e biológica”. 

Legenda: A seta indica a posição da banda de 100pb de peso molecular. Poços: PM – peso molecular com 100 

kb; M. smithii, com 221 pb. Fonte: própria autora. 
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A irrigação com água de reúso alterou a microbiota do solo, pois passou apresentar 

microrganismos no solo que estavam presentes na água de reúso, ficando retidos no solo 

durante o cultivo.  

Estudo semelhante também encontrou a presença de adenovírus no solo, depois de 

analisar a água que percolou pelo solo (nesse estudo esse tipo de água está sendo chamada de 

água de rega), por meio da técnica de PCR também (MEHNERT, 2003). No estudo dos 

autores comparados acima, foi detectada a presença de adenovírus em uma profundidade de 3 

a 4 metros de solo, simulando o nível do lençol freático (MEHNERT, 2003). Pesquisas 

verificaram a presença de adenovírus no solo, e verificaram que os mesmos podem atingir 

grandes profundidades no solo, sendo possível a contaminação das águas subterrâneas 

(MEHNERT, 2003; DE SERRES, 1999). Ward e Irving (1987) verificaram no solo irrigado 

com água de reúso a presença de vírus depois de 13 dias. Hurst et al. (1980) verificaram o 

deslocamento de vírus de 10 cm no solo a cada 10 dias, diante da lixiviação com ajuda de 

irrigação e chuva. Além disso, Gerba et al. (1981) observaram que as partículas virais em 

geral são adsorvidas pelo solo em 98 a 99%, sendo um filtro frente a contaminação por vírus 

vindos, por exemplo, da água de reúso. O solo age como um filtro que consegue remover 

geralmente microrganismos com tamanhos maiores que 25 µm (bactérias, helmintos, 

protozoários) (MANCUSO e SANTOS, 2013). 

Vale ressaltar que os microrganismos identificados através da amplificação por PCR 

podem não estar viáveis ou infecciosos, no caso dos vírus, e não vivos no caso das bactérias 

E. coli e M. smithii, pois essa técnica permite verificar a presença dos genes estudados em um 

ambiente. 

As plantas conseguem evitar o acesso de microrganismos em seus vasos capilares 

(PASCHOLATI, 1994; AGRIOS, 2004), pois absorvem partículas e solutos encontrados na 

água, como os sais minerais com a dimensão de 0,001 μm, enquanto que as dimensões de 

vírus, bactérias, são respectivamente, 0,1 e 1 μm (SCHÄFER, 1999 apud SCHNEIDER; 

TSUTIYA, 2001). Dessa forma, são mais de 100 vezes maiores do que a dimensão do sistema 

utilizado pelas plantas para absorver, por isso a chance de contaminação dos alimentos 

provenientes da parte interna das plantas é pequena. O risco maior existe do contato da água 

de reúso com a parte externa, de permanecer resíduos contaminantes e poluentes sobre as 

folhas e caules. Segundo WHO (2006) técnicas de irrigação, de forma próxima ao solo, como 

por exemplo, por gotejamento, diminui a chance de contaminação dos cultivos com patógenos 

que estão no solo, pois não ocorre o contato com as partes aéreas superficiais das plantas, 

como as folhas e caules (WHO, 2006). No entanto, os agricultores devem ter cuidado em 
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contato direto com o solo contaminado com microrganismos como adenovírus e E. coli, pois 

podem causar gastroenterites. Por isso, para o reúso agrícola, é essencial um período de 

interrupção entre as culturas irrigadas com água de reúso, para que microrganismos como 

vírus sejam inativados no solo, por meio do próprio tempo de atividade no ambiente de solo, e 

pelas condições de temperatura, desinfecção através do sol, que ocorre com menos de 20 dias, 

segundo WHO (2006). Dessa forma, o agricultor terá mais segurança quando for manusear o 

solo, e o consumidor a segurança da inexistência desses contaminantes, pois garantiria o 

desaparecimento dos patógenos bioindicadores de contaminação no solo, evitando danos à 

saúde dos trabalhadores. Além disso, recomenda-se o uso de equipamentos de proteção 

individual, como luvas, máscaras e botas impermeáveis, para evitar o contato do agricultor 

com o solo irrigado com água de reúso. 

O resultado das análises por PCR da “amostra de água de reúso biológica” mostrou 

que a bactéria E. coli estava ausente nessa amostra (MOURA, 2019). Porém na PCR da 

amostra de “água de rega”, que havia sido irrigada com a água de réuso “biológica”, o gene 

marcador para a presença de E. coli foi amplificado. Apesar desse resultado, a análise 

bacteriológica mostrou que tinha E. coli na amostra de água de reúso “biológica”, pois 

apresentou 25.800 UFC/mL. No entanto, a presença de E. coli na “água de rega” pode ser 

atribuída a presença dessa bactéria no próprio solo, visto que na análise bacteriológica do solo 

também havia a bactéria, tendo 30 UFC/g de E. coli no solo. 

Os tratamentos do esgoto, para produção dos diferentes tipos de água de reúso que 

foram utilizadas nesse trabalho, não conseguiram retirar os traços dos microrganismos 

indicadores de contaminação, como o adenovírus tipos 40 e 41 e a E. coli que são patogênicos 

ao ser humano, causadores de gastroenteritis (MCQUAIG et al., 2012).   

Em outros estudos (MOURA, 2019; JIANG, NOBLE, CHU, 2001; PINA et al., 1998) 

que utilizaram o adenovírus, a E. coli e a M. smithii como bioindicadores de contaminação 

fecal humana em águas, relataram que a presença desses organismos indicam a possível 

presença também de outros microrganismos de origem fecal humana, que podem ser 

comensais ou patógenos, sendo estes últimos um perigo à saúde humana (SINIGALLIANO et 

al., 2010). 
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7.3 AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO DA PLANTA IRRIGADAS COM ÁGUA 

DE REÚSO (INDICADOR INDIRETO DOS BENEFÍCIOS DO USO DE ÁGUA DE 

REÚSO) 

 

 

 Em relação a avaliação da altura média das plantas, comparando o grupo irrigado com 

água de reúso e grupo irrigado com água potável (grupo controle), foi observado ao final do 

experimento que as plantas regadas com água de reúso tiveram uma altura média de 11,3 cm 

(±1,68), enquanto que as irrigadas com água potável com uma altura média de 9 cm (±1,65). 

A utilização da água de reúso pode representar uma fonte de nutrientes disponíveis para 

aplicação na agricultura (SHAER-BARBOSA et al., 2014). Segundo Werner (1999), essa 

adição pode melhorar algumas propriedades físico-químicas como retenção de água, absorção 

de nutrientes e variações de temperatura no interior, e assim favorecer o crescimento dos 

cultivos. Andrade et al. (2012) também verificaram que as plantas irrigadas com água de 

reúso tiveram maiores valores médios de altura (cm) em relação as regadas com água de 

abastecimento. 

Outro fato observado foi o maior desenvolvimento das plantas irrigadas com água de 

reúso, pois as plantas do grupo irrigado com água de reúso ficaram com as folhas mais verdes, 

em comparação com o grupo de plantas irrigadas com água potável. Costa et al. (2012) 

encontraram resultados que também apontam que as plantas irrigadas 100% com água de 

reúso foram as que obtiveram os melhores resultados de desenvolvimento, inclusive de 

tamanho. Isto corrobora com a hipótese da contribuição da presença de mais nutrientes 

provenientes de matéria orgânica que permanece na água de reúso, quando comparada com a 

água potável. E aponta que a água de reúso pode oferecer uma quantidade maior de nutrientes 

que auxiliaram no desenvolvimento das plantas. O solo e os cultivos agem como biofiltros 

naturais, e a utilização de água de reúso na irrigação pode diminuir os gastos com a 

fertilização dos cultivos (HARUVY, 1997).  

Quanto à análise do grau de acamamento, os resultados mostraram que tiveram 

diferenças entre os cultivos irrigados com água de reúso e os regados com água potável 

(controle), tendo em vista que os irrigados com água potável tiveram menor grau de 

acamamento, com notas 4, 1 e 2, em comparação com os irrigados com água de reúso, que 

obtiveram notas 5, 2, 5. Percebe-se que dois dentre os três cultivos irrigados com água de 

reúso, apresentaram maior grau de acamamento, com nota 5 (Tabela 11). Este resultado pode 

se dar pela quantidade maior de nutrientes no solo sendo irrigado com água de reúso, pois 
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segundo Mann et al. (2001), altas doses de fósforo e potássio favorecem o acamamento por 

causar um crescimento vegetativo maior. 

 

Tabela 11 - Notas atribuídas às plantas irrigadas com água de reúso “clorada” e regadas com 

água potável. Os vasos 1, 2 e 3 foram triplicatas de cada condição experimental. 

Tipo de água usada na irrigação Vasos 1º dia 8ª dia 15º dia 

 

Com água de reúso 

1 3 5 5 

2 1 3 2 

3 3 5 5 

 

Com água potável (controle) 

1 2 3 4 

2 1 1 1 

3 2 2 2 

Fonte: própria autora. 

 

 

7.4 ANÁLISE DE DECAIMENTO DE PATÓGENOS AO LONGO DO TEMPO NO SOLO 

 

 

Na análise de decaimento dos patógenos indicadores de contaminação acrescentados 

no solo para acompanhamento (Escherichia coli e Salmonella spp.), foi observado um 

decaimento para E. coli e Salmonella spp. de 106 e 91 dias, respectivamente, no vaso com 

cultivo da hortaliça Petroselinum crispum (salsa) irrigado com água de reúso contendo a 

contaminação artificial. Enquanto que no cultivo irrigado com água potável (controle) exposto 

a contaminação artificial foi observado decaimento para E. coli e Salmonella spp. de 106 e 35 

dias, respectivamente (Gráfico 5). Mostrando que o tempo de sobrevivência do indicador E. 

coli não foi afetado durante o tempo de realização dos ensaios, ou seja, foi similar a curva de 

decaimento, tanto no vaso irrigado com água de reúso quanto com água potável. Porém para o 

indicador Salmonella spp., a curva de decaimento foi 2,6 vezes mais acelerada no vaso 

irrigado com água potável em comparação com o irrigado com água de reúso. 

Em relação aos vasos com cultivos da hortaliça Petroselinum crispum que não tiveram 

contaminação artificial, no vaso irrigado com água de reúso foi verificado decaimento para E. 

coli e Salmonella spp. de 120 e 106 dias, respectivamente. Enquanto que o cultivo irrigado 

com água potável o decaimento foi de E. coli e de Salmonella spp. 120 e 63 dias, 

respectivamente (Gráfico 6). Sempre o decaimento para Salmonella spp. foi mais rápido em 
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comparação ao decaimento de E. coli, ou seja, irrigados com água potável foi 1,7 vezes mais 

acelerado do que com água de reúso.  

 

Gráfico 5 – Análise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp. 

nos cultivos de planta com suplementação artificial de E. coli e Salmonella spp., irrigados 

com água de reúso “clorada” e com água potável (controle). Região de corte do gráfico B 

entre 20 a 25.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: própria autora. 

 

 

Gráfico 6 – Análise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp. 

nos cultivos de planta, sem suplementação, irrigados com água de reúso “clorada” e com água 

potável (controle). Região de corte dos gráficos A e B entre 20 a 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   Fonte: própria autora. 

 

Foi verificado que o tempo de decaimento de Salmonella spp. nos cultivos irrigados 

com água de reúso foi mais lento em comparação com os cultivos irrigados com água potável. 

Em média, o decaimento nos irrigados com água de reúso foi de 98 dias (± 10), e nos vasos 



 122 
 

 

irrigados com água potável tiveram tempo médio de 49 dias (± 19), ou seja, com água de 

reúso foi o dobro do tempo. Isso demonstra que a água de reúso pode estar contribuindo para 

a sobrevivência do microrganismo patógeno indicador, pois pode oferecer mais nutrientes ao 

solo, o que favorece diretamente a manutenção da microbiota. Portanto, os dados 

considerados para o patógeno indicador Salmonella spp., indicam que para utilização de água 

de reúso na agricultura, precisaria de um tempo de interrupção entre os plantios irrigados com 

água de reúso. Esse tempo de espera entre uma cultura e outra, garantiria o desaparecimento 

do patógeno bioindicador de contaminação no solo, e diminuiria o risco de agravos à saúde do 

agricultor que manipularia o solo, e os cultivares. De acordo com Paganini (2003), depois da 

última irrigação nos cultivos, tanto a Salmonella spp. como a Escherichia coli conseguem 

sobreviver por até dez dias. E durante a irrigação do cultivo com água de reúso, o agricultor 

deve ter cuidados, por isso recomenda-se o uso de equipamentos de proteção individual, como 

luvas, máscaras e botas impermeáveis, para evitar o contato do agricultor com o solo irrigado 

com água de reúso. 

O tempo de sobrevivência da bactéria E. coli foi maior em comparação com a 

Salmonella spp., e não teve distinção em relação a irrigação com água potável. Em média o 

tempo de decaimento nos vasos irrigados tanto com água de reúso quanto com água potável 

foi de 113 dias (± 9,8). Portanto, maior tempo de acompanhamento da E. coli seria necessário, 

pois não foi possível estabelecer o tempo de espera (de parada) entre a cultura e a colheita, 

irrigada com esse tipo de água de reúso. Porém, trabalhos como de Faria et al. (2020) 

indicaram que em solo agrícola cultivado com Eucalyptus contendo fertilizantes provenientes 

de esgoto, demoraram 54 semanas, 379 dias para decaimento desse patógeno bioindicador, e 

voltar ao nível de E. coli encontrado no solo. Faria et al. (2020) ressaltam que o tempo de 

sobrevivência de E. coli depende também da temperatura do ambiente, sendo maior em climas 

tropicais em relação a climas temperados. Ngole et al. (2006) e Estrada et al. (2004) 

identificaram em climas temperados Espanha e Botswana, decaimento de E. coli com 90 e 80 

dias, respectivamente. No presente estudo os cultivos estavam em temperatura ambiente 

controlada em 24ºC, possuindo temperatura de clima tropical, o que favoreceu o tempo mais 

prolongado de sobrevivência de E. coli.  

A continuidade no acompanhamento do decaimento do estudo não foi possível, devido 

a limitação do estoque da amostra de água de reúso coletada, com isso não teriam condições 

de acompanhar com o mesmo lote de água. Recomenda-se que novos estudos sejam 

realizados, e que tenham maior tempo de acompanhamento do decaimento de E. coli. 
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Sobre o resultado da análise de decaimento no vaso com solo apenas (solo nu) irrigado 

com água de reúso com contaminação artificial foi observado o tempo de decaimento de E. 

coli e Salmonella spp. de 106 e 35 dias, respectivamente. Enquanto que o vaso com solo nu 

irrigado com água potável com contaminação artificial foi verificado tempo de decaimento de 

E. coli e Salmonella spp. de 134 e 63 dias, respectivamente (Gráfico 7).  

Em relação aos vasos com solo nu que não tiveram contaminação artificial (controle 

negativo), no vaso irrigado com água de reúso foi verificado tempo de decaimento de E. coli e 

Salmonella spp. de 106 e 21 dias, respectivamente. Enquanto que o cultivo irrigado com água 

potável o tempo de decaimento foi de E. coli e de Salmonella spp. 134 e 21 dias, 

respectivamente (Gráfico 8).  

 

 

Gráfico 7 – Análise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp. 

nos vasos com apenas solo, com suplementação artificial de E. coli e Salmonella spp., 

irrigados com água de reúso “clorada” e com água potável (controle). Região de corte do 

gráfico B entre 14 a 20. 

 

 

 

 

 

 
 

     

 

 

 
Fonte: própria autora. 
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Gráfico 8 – Análise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp. 

(UFC/mL) nos vasos com apenas solo, sem suplementação, irrigados com água de reúso 

“clorada” e com água potável (controle). Região de corte do gráfico B entre 5 a 8.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: própria autora. 

 

Observa-se que o tempo de decaimento de Salmonella spp. nos vasos apenas com solo, 

que não foram contaminados artificialmente (controle negativo) foi mais rápido (21 dias) em 

comparação com os vasos contaminados artificialmente, levando tempo médio de 49 dias (± 

19). O decaimento de Salmonella spp. nos vasos com solo nu também foi mais acelerado (3,7 

vezes) em comparação com vasos com cultivos de hortaliça Petroselinum crispum (salsa). Isto 

pode ser devido a maior incidência de luminosidade direta no solo, assim como de infiltração 

mais rápida de água, o que diminui o tempo de sobrevivência desses microrganismos no solo.  

A radiação ultravioleta é considerada um fator abiótico tóxico para microrganismos, e 

interfere no tempo de sobrevivência dos mesmos (THOMAS-SOCCOL et al., 2010; ROZEN 

e BELKIN, 2001). Isto mostra que os cultivos da hortaliça Petroselinum crispum podem ter 

inferido também na sobrevivência de Salmonella spp., pois com a cobertura vegetal fazia 

sombreamento do solo, diminuindo a incidência de luz passagem de luz diretamente ao solo. 

A planta também ajuda para retenção de água no solo, por meio das raízes, o que segundo 

Rosa et al. (2003) pode favorecer a manutenção da umidade do solo, auxiliando na 

sobrevivência dos microrganismos. 

Zaleski et al. (2005) verificaram também em estudo de avaliação do tempo de 

sobrevivência de Salmonella spp.  entre duas e três semanas no solo. Isso corrobora com os 

resultados obtidos nos vasos somente com solo e sem contaminação artificial, que 

apresentaram decaimento de 21 dias. Porém Thomaz-Soccol et al. (2010) relataram que o 

tempo de sobrevivência da Salmonella spp. no solo pode variar de menos de uma semana a 
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até seis meses, dependendo das condições de umidade e temperatura a que estes 

microrganismos estão expostos. Na normativa de WHO (2006) indica que o tempo de 

sobrevivência de Salmonella spp. no solo pode ser por até 70 dias. 

No vaso com planta e no vaso com solo nu, irrigados com água de reúso com 

contaminação artificial não foi possível começar a análise de decaimento na primeira semana, 

pois apresentaram ausência de crescimento de Salmonella spp. na água de rega. Enquanto na 

segunda semana de coleta foram verificados a presença desses microrganismos na água de 

rega. Considerando a segunda semana como o início do acompanhamento do decaimento, os 

tempos de decaimento no vaso com cultivo de hortaliça e no vaso com solo nu ocorreram em 

84 e 28 dias, respectivamente. 

Em estudo de Faria (2015) foram observadas diminuições nos níveis de contagem de 

colônias de Salmonella spp., aumentos nos níveis de unidades de colônias cultivadas ao longo 

do experimento. Isto também foi verificado na maioria dos cultivos no ensaio do presente 

estudo. 

A quantificação da bactéria Escherichia coli nos cultivos com a salsa, no presente 

estudo, apresentou aumento e diminuição nos níveis de contagem de colônias de Escherichia 

coli durante as semanas após o início do experimento. Os níveis aumentados de E. coli podem 

ser justificados segundo Ishii e Sadowsky (2008) pela introdução de mais nutrientes 

originários da água de reúso, que faz com que aumente a concentração de E. coli no solo, e 

com isso parte dessas bactérias conseguem se adaptar no solo e ser cultivada. 

Segundo Edmonds (1976) a mortalidade da Escherichia coli está diretamente 

relacionada com fatores como temperatura, umidade, pH, composição física do solo e 

competição microbiana. Dessa forma, os fatores ambientais pelas condições controladas do 

laboratório sobre os cultivos agrícolas, podem favorecer a manutenção e cultivo da E. coli no 

solo. Scherer (2016) sugere que a irrigação de hortaliças com águas que apresentam altos 

níveis de coliformes podem contribuir para o aumento ou manutenção da população de 

microrganismos. Isto corrobora com o estudo, pois os vasos irrigados com água de reúso sem 

contaminação artificial tiveram níveis médios de concentração de E. coli 1,8 vezes mais 

elevados em comparação ao grupo controle. 
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7.5 AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE POLUENTES NA ÁGUA DE REÚSO 

 

 

 Os resultados das análises de substâncias com atividade estrogênica nas amostras de 

água de reúso demonstraram que as amostras de água de reúso “polida e clorada” não 

apresentaram substâncias com atividade estrogênica, segundo cálculo proposto por Routledge 

e Sumpter (1996), ou seja, com resultados abaixo do limite de detecção (Gráficos 9 e 10; 

Figuras 24 e 25). Dessa forma o resultado pode indicar também a possível inexistência de 

poluentes, advindos do esgoto sanitário, nessas amostras de água de reúso estudadas. No 

entanto, a amostra de água de reúso “biológica” apresentou substâncias com atividade 

estrogênica, com um valor médio de EQ-E2 de 115 ng L-1 (± 24 ng L-1). Atividade 

estrogênica nessa amostra foi verificada nas duas alíquotas analisadas concentradas por dois 

diferentes métodos de concentração. O resultado de 115 ng L-1 foi detectado a partir de 10 mL 

da amostra concentrada por centrifugação a vácuo (50 vezes de concentração), que mostrou 

uma quantidade 5,2 vezes maior de substâncias com atividade estrogênica do que a alíquota 

da mesma amostra concentrada por liofilização, que também mostrou equivalente de estradiol, 

tendo um valor médio de 22 ng L-1 (± 12 ng L-1) (Figura 26 e Gráfico 11). Isto pode ter 

ocorrido, pois a amostra que passou por uma maior concentração, poderia ter maior 

quantidade de poluentes tóxicos que foram capazes de inibir em 21% o crescimento do 

crescimento da levedura utilizada no bioensaio YES. Autores em outro estudo mostraram que 

amostras provenientes de esgoto provavelmente contém compostos tóxicos, e inibiram 50% 

do crescimento da levedura do bioensaio YES (BISTAN; LOGARE; TIŠLER, 2011). 
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Gráfico 9 - Curvas dose-resposta no ensaio YES de amostra de água de reúso “Polida”, 

concentradas por centrifugação a vácuo (SV) e por liofilização (Liof.), 17-estradiol (controle 

positivo), e o controle negativo (Branco). 

Fonte: própria autora. 

 

 

 

 

Figura 24 – Placa de ensaio da análise Yes da amostra de água de reúso “polida”. 

Fonte: própria autora. 
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Gráfico 10 - Curvas dose-resposta no ensaio YES de amostra de água de reúso “Clorada”, 

concentradas por centrifugação a vácuo (SV) e por liofilização (Liof.), 17-estradiol (controle 

positivo), e o controle negativo (Branco). 

Fonte: própria autora. 

 

 

 

Figura 25 – Placa de ensaio da análise Yes da amostra de água de reúso “Clorada”. 

Fonte: própria autora. 
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Gráfico 11 - Curvas dose-resposta no ensaio YES de amostra de água de reúso “Biológica”, 

concentradas por centrifugação a vácuo (SV) e por liofilização (Liof.), 17-estradiol (controle 

positivo), e o controle negativo (Branco). 

Fonte: própria autora. 

 

 

Figura 26 – Placa de ensaio da análise Yes da amostra de água de reúso “Biológica” 

Fonte: própria autora. 

 

Antes de realizar o bioensiao Yes, como dito na metodologia, foi feita a análise de 

toxicidade para verificar possível inibição do crescimento da levedura Saccharomyces 

cerevisiae no ensaio YES, e com isso não seria possível quantificar atividade estrogênica nas 

amostras (BISTAN; LOGARE; TIŠLER, 2011). A análise mostrou que a amostra de água de 

reúso “polida” não apresentou toxicidade. As amostras “clorada e biológica” apresentaram 

toxicidade de 21%, nas amostras concentradas por liofilização, porém segundo Bistan, Logare 

e Tišler (2011) podem ser consideradas não tóxicas, pois ficaram bem próximos dos 

percentuais de até 20%, que não são consideradas amostras tóxicas para o crescimento da 
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levedura, não interferindo no resultado da quantificação de atividade estrogênica. Amostras 

provenientes de esgoto podem conter compostos tóxicos e inibir 50% do crescimento da 

levedura (BISTAN; LOGARE; TIŠLER, 2011). Além disso os autores citados mostraram que 

o percentual de inibição foi maior quando a levedura foi exposta a extratos de amostras mais 

concentradas. Foi o que pode ter ocorrido com a amostra concentrada por liofilização, que 

concentrou 333 vezes, enquanto que a centrifugação a vácuo concentrou 50 vezes.  

A amostra de água de reúso “biológica” foi produzida a partir de esgoto obtido de 

águas cinzas, que são provenientes de pias da cozinha, chuveiros e máquinas de lavar, e 

depois passou por tratamento por um sistema de filtro físico e biológico. Provavelmente as 

substâncias com atividade estrogênica identificadas sejam provenientes de hormônios e 

produtos químicos sintéticos, como produtos de higiene e limpeza, como por exemplo, 

detergentes, sabonetes líquidos, tinturas, produtos para cabelo e banho. Esses produtos 

possuem atividade estrogênica, de acordo com Aquino et al. (2013) e Pessoa et al. (2012). 

Hormônios sintéticos ou naturais nesse tipo de água de reúso, por águas cinzas podem ser 

provenientes das águas de chuveiro, pois as pessoas possuem o costume de urinar enquanto 

tomam banho, e de acordo com Bila e Dezotti (2007) acabam excretando hormônios 

diariamente, tanto hormônios naturais por mulheres e homens, estes últimos em menor 

quantidade, quanto hormônios sintéticos por mulheres que usam anticoncepcional, e assim 

são lançados no esgoto doméstico.  

O estudo mostrou que essa forma de tratamento de esgoto e produção de água de reúso 

não conseguiu eliminar as substâncias com atividade estrogênica da água e possivelmente não 

removeu poluentes químicos, que acabam persistindo na água de reúso. Segundo Aquino et al. 

(2013) tratamento de esgoto e de produção de água de reúso inadequados para a remoção de 

poluentes químicos, permitem a persistência destes na água. 

A amostra de água de reúso “biológica” quando aplicada para irrigação da agricultura 

pode se infiltrar no solo e chegar até as águas subterrâneas, podendo contaminar a água. Nessa 

concentração de 115 ng L-1 de equivalente de estradiol, segundo Sumpter (2005) e Segner et 

al. (2003) se forem hormônios estrogênicos poderiam afetar negativamente os seres vivos. 

Níveis de atividade estrogênica também foram verificados em amostras de água de reúso em 

ETAR na Itália e Holanda, 150 ng L-1 e 200 ng L-1, respectivamente, sendo concentrações de 

17β-estradiol, 17α-etinilestradiol, estrona e estriol (BARONTI et al., 2000; JOHNSON; 

BELFROID; CORCIA, 2000).  

De acordo com Länge et al. (2001) e Routledge et al. (1998) têm sido observados 

efeitos de desregulação endócrina, por meio do hormônio 17α-estradiol, causando a 
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feminização em peixes expostos a concentrações de 1 ng L-1, mostrando que nessa 

concentração pode ser prejudicial à saúde dos seres vivos. Nas normativas relacionadas a 

reúso agrícola no Brasil, não se encontram padrões relacionados a poluentes químicos com 

relação a substâncias com atividade estrogênica, nem portanto não se tem um parâmetro para 

garantir a qualidade sanitária da água de reúso para a saúde ambiental e humana. No entanto 

como concentrações de 1 ng L-1 oferecem prejuízos para a saúde de seres vivos, sugere-se que 

seja um risco para a saúde ambiental e humana o uso de água de reúso para a irrigação com 

nível de 115 ng L-1 de equivalente de estradiol. O valor de 1 ng L-1 equivale a 0,001 µm, que é 

o tamanho de solutos que a planta consegue absorver, como os sais minerais e pesticidas 

(SCHÄFER, 1999 apud SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001).  

 Os pesticidas, que grande parte possui atividade estrogênica, quando entram em 

contato com o solo podem se comportar de diversas formas no ambiente, como por exemplo, 

podem ser absorvidos pelas plantas, pode ocorrer a lixiviação, podendo atingir outras regiões, 

adsorção, volatilização, escoamento superficial (APPLEBY e DAWSON, 1994). 

 Em análises de água de reúso de ETAR na Itália, Holanda foram verificados 150 ng 

L-1, 200 ng L-1, respectivamente, de concentrações de 17β-estradiol, 17α-etinilestradiol, 

estrona e estriol (BARONTI et al., 2000; JOHNSON; BELFROID; CORCIA, 2000).  

O estudo mostrou que os tratamentos de produção das amostras de água de reúso 

“clorada e polida” foram eficazes para a remoção de substâncias com atividade estrogênica na 

água. Segundo autores o tratamento de esgoto (tratamento primário e secundário) e depois por 

tratamentos com membranas, filtração, ultrafiltração e osmose reversa são particularmente 

efetivos na remoção de poluentes inorgânicos (tais como, nitrato, arsênico e flúor) e orgânicos 

(tais como, pesticidas, estrogênios) (MANCUSO e SANTOS, 2013; BOLONG et al., 2009; 

OENNING JÚNIOR e PAWLOSKY, 2007). 

Segundo Chen et al. (2007) os processos de tratamento convencionais de esgoto por 

(coagulação/floculação, sedimentação e filtração) não são eficazes na eliminação de atividade 

estrogênica, porém mostrou que a desinfecção com cloração possuiu potencial para a retirada 

dessas substâncias. A amostra da água de reúso “clorada” durante a sua produção pode ter 

perdido atividade estrogênica ao ser colocada em contato direto com o cloro ativo durante um 

tempo. Segundo Pereira et al. (2011) em seu estudo mostrou que ocorreu a remoção de 97% 

de substâncias com atividade estrogênica em 10 minutos de contato direto com o cloro. 

Westerhoff et al. (2005) verificaram 100% de remoção com tempo de contato por 24 horas, 

utilizando dose de cloro ativo de 3,6 mg.L-1. De acordo com Lee et al. (2004) o cloro é um 

agente ativo e tem maior eficiência na remoção da atividade estrogênica conforme o maior 
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tempo de contato com o mesmo. Dias et al. (2015) também evidenciaram a eficiência da 

cloração para diminuir e remover substâncias com atividades estrogênica, no entanto sugeriu 

mais uma etapa para a completa remoção, como o tratamento por ozonização. 

A forma de desinfecção de água e de efluentes de esgoto mais realizada no Brasil é a 

cloração, pois traz a vantagem se ser econômica e promove a eliminação de compostos como, 

por exemplo, o grupamento fenólico (PEREIRA et al., 2011). A cloração é eficaz na remoção 

de hormônios dependendo da concentração dessas substâncias, da quantidade e do tempo de 

contato de cloro residual livre com as mesmas. Entretanto há evidências de que depois da 

desinfecção por cloração pode ocorrer a produção de subprodutos da oxidação com o cloro 

que apresentam atividade estrogênica (PEREIRA et al., 2011).  

 Outro resultado do presente estudo, que se encontra publicado em artigo de Handam et 

al. (2021a) foi a verificação da eficácia dos métodos alternativos para concentração de 

substâncias com atividade estrogênica em água. O estudo mostrou que dentre os métodos de 

concentração, a técnica por centrifugação a vácuo foi a que menos interferiu com perdas de 

substâncias, tendo maior recuperação de equivalente de estradiol. Dos 2.000 ng L-1 de E2 

inseridos na amostra dopada foi detectado equivalente de estradiol (EQ-E2) de 895 ng L-1 (± 5 

ng L-1), correspondendo a 45% do que foi acrescentado inicialmente. E o método de extração 

em fase sólida recuperou 790 ng L-1 (± 23 ng L-1), 40% de equivalente estradiol (EQ-E2); 

seguido do método por liofilização que recuperou 610 ng L-1 (± 6 ng L-1) 31% da 

concentração de equivalente de estradiol (EQ-E2) acrescentada inicialmente na amostra 

(Tabela 12). As amostras que não foram dopadas apresentaram resultados abaixo do limite de 

detecção, por meio da fórmula matemática segundo Routledge e Sumpter (1996), mostrando a 

inexistência de substâncias com atividade estrogênica na amostra de água de reúso estudada.  

 

Tabela 12 - Percentual médio que cada método de concentração conseguiu recuperar de 

equivalente de estradiol (EQ-E2), que foi inserido nas alíquotas das amostras dopadas 

(concentração final 2.000 ng L-1 de E2), e desvio padrão (DP) dos resultados. 

 

 

 

 

 

Fonte: própria autora. 

 

Métodos Recuperação (%) (EQ-E2) ng L-1 DP 

Centrifugação a vácuo 45 895 5 

Extração em fase sólida 40 790 23 

Liofilização 31 610 6 
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Vale ressaltar, no entanto, que os métodos de liofilização e centrifugação a vácuo 

permitem fazer a concentração total das substâncias estrogênicas (sólidos dissolvidos e 

suspensos), não sendo necessária a filtragem da água antes da concentração (HANDAM et al., 

2021a). As substâncias estrogênicas têm sido encontradas em maior quantidade na fase 

aquosa dissolvida (WILLIANS, 1999), porém a adsorção à fase sólida da matriz não pode ser 

negligenciada, pois as substâncias estrogênicas possuem alta lipofilicidade e baixa 

volatilidade (BIRKETT e LESTER, 2019; DAGNINO et al., 2010; YARAHMADI et al., 

2018). Estudos nacionais e internacionais demonstraram por meio de resultados efetivos a 

importância da análise dos sólidos dissolvidos e sólidos suspensos em matrizes ambientais 

aquosas para a quantificação da atividade estrogênica total (BILA et al., 2019; 

YARAHMADI et al., 2018; DAGNINO et al., 2010).  

 Os métodos de centrifugação a vácuo e de liofilização utilizados para concentrar 

substâncias com atividade estrogênica são métodos que não precisam do uso de solventes 

químicos para a concentração de amostras. Nesse sentido são menos poluentes em 

comparação com o método EFS, em que se utiliza solventes como metanol, hexano 

(HANDAM et al., 2021a). De acordo com o documento FISPQ (2011), os solventes utilizados 

para a realização da extração em fase sólida são produtos inflamáveis e tóxicos, sendo 

poluentes ao ambiente e podem causar agravos a saúde humana e animal. O metanol, por 

exemplo, pode causar cegueira ou até a morte por ingestão de 30 a 100 mL do mesmo 

(FISPQ, 2011). Além disto necessitam de cuidados ao manuseio, em que se deve evitar o 

contato com a pele, olhos e roupas, e ter boas práticas de higiene. 
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8 CONCLUSÕES 

 

 

 De acordo com os resultados das análises físico-químicas e bacteriológicas realizadas 

no estudo, apenas a água de reúso “polida” estava em condições sanitária própria para uso 

agrícola, de acordo com as normativas brasileiras e internacional. As demais amostras de água 

de reúso, “biológica e clorada”, não estavam em condições sanitárias próprias, segundo as 

normas vigentes que determinam padrões para o reúso agrícola. 

 Os resultados das análises colimétricas, físico-químicas e de substâncias com atividade 

estrogênica demonstraram que as metodologias empregadas na produção da amostra de água 

de reúso “biológica”, que utilizaram filtro físico e biológico, não foram capazes de retirar os 

microrganismos e poluentes de forma eficaz. A revisão da literatura e os dados de 

contaminantes e poluentes encontrados na água de reúso “biológica”, permitem sugerir que se 

faz necessário a inclusão de mais uma etapa de tratamento ou mais cuidados na manipulação 

dos cultivares e do solo pelos agricultores. Águas de reúso provenientes de tratamentos 

similares aos empregados na produção das águas de reúso analisadas nesse estudo, podem ser 

empregadas na agricultura desde que passem por um tratamento complementar, com o 

objetivo de reduzir os impactos no solo, e assim garantir um aporte de nutrientes aos cultivos, 

diminuindo custos com fertilizantes artificiais, e garantindo que não irão oferecer riscos à 

saúde pública e ambiental. 

 O estudo da qualidade sanitária das três amostras de água de reúso com procedências 

diferentes, reforça a importância da forma de tratamento e produção de água de reúso para 

que a mesma possua qualidade para utilização segura, e que não afete a saúde pública e 

ambiental. Além disso, a revisão da literatura realizada nesse trabalho sobre os padrões de 

qualidade nacionais e internacionais para reúso agrícola, permitiu verificar o quanto é 

importante a existência de uma legislação a nível nacional, que apresente os parâmetros de 

qualidade sanitária, para minimizar os riscos e garantir o uso de uma matriz sustentável e 

segura para a irrigação agrícola. Dessa forma, por lei cada Estado teria a obrigação de cumprir 

com o padrão de qualidade sanitária da água de reúso, visando evitar danos à saúde humana e 

ambiental.  

Os resultados das análises de substâncias com atividade estrogênica mostraram que as 

amostras de água de reúso “clorada e polida” não apresentaram substâncias com atividade 

estrogênica, o que indica a inexistência de poluentes advindos do esgoto sanitário, e que estas 

formas de tratamento para a produção das águas de reúso foram eficazes para a remoção de 
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poluentes. Como esperado, a amostra “biológica” apresentou substâncias com atividade 

estrogênica, com a concentração média de EQ-E2 igual a 115 ng L-1, pois provavelmente 

poluentes de materiais de higiene e de limpeza dos domicílios persistiram após o tratamento 

de produção da água de reúso. O tratamento para produção dessa água de reúso não se 

mostrou eficaz, e, portanto, a amostra de água de reúso “biológica”, apresentou-se imprópria 

para a irrigação na agricultura. Essa concentração de substâncias com atividade estrogênica 

poderia ser prejudicial à saúde de seres vivos, e poderia ser absorvida pelas plantas. 

As quantificações de DNA mostraram que a água de reúso contribuiu para o aumento 

na quantidade de microbiota no solo, enquanto que os cultivos irrigados com água potável 

tiveram diminuição da microbiota após 15 dias. O resultado indicou que a irrigação diária e a 

composição da água de reúso acrescentou uma carga de microrganismos e/ou favoreceu a 

manutenção e o crescimento dos preexistentes no solo devido a entrada de matéria orgânica 

(nutrientes). O aumento da microbiota do solo pode ajudar na decomposição e 

disponibilização de minerais para as plantas, o que favorece o crescimento das culturas.  

Os resultados da PCR indicaram que ao final dos ensaios os bioindicadores de 

contaminação Adenovírus tipo 40 e 41 e Escherichia coli estavam presentes no solo dos três 

cultivos. E a bactéria Methanobrevibacter smithii estava presente nos solos irrigados com as 

águas de reúso “polida e biológica”. A irrigação com água de reúso alterou a microbiota do 

solo, pois foram amplificados os marcadores dos microrganismos analisados no solo, que 

estavam presentes na água de reúso, ficando retidos no solo durante o cultivo.  A presença dos 

bioindicadores podem indicar a possível existência de outros microrganismos de origem fecal 

humana, por isso deve-se ter cuidado com o contato direto com o solo, pois podem causar 

doenças. Por isso, recomenda-se um período de interrupção entre a irrigação de plantios com 

água de reúso, pois o agricultor terá mais segurança quando for manusear o solo e o 

consumidor a segurança da inexistência desses contaminantes.  

Diante dos estudos realizados nessa pesquisa, assim como pela revisão da literatura, 

sugere-se que a irrigação utilizando água de reúso seja por meio de aplicação por 

gotejamento, onde a água vai direto para o solo, não entra em contato com as folhas das 

plantações. 

A avaliação do desenvolvimento das plantas durante o experimento indicou que a água 

de reúso pode oferecer uma quantidade maior de nutrientes ao solo, o que auxilia no 

desenvolvimento das plantas. Dessa forma, o reúso agrícola poderia diminuir os gastos com a 

fertilização do solo. 
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Os resultados sobre análise de decaimento de Salmonella spp. nos cultivos de 

Petroselinum crispum (salsa), demonstraram que a água de reúso pode ter influenciado na 

manutenção das bactérias, oferecendo mais nutrientes. Para utilização de água de reúso na 

agricultura, o estudo mostrou que se deve ter um tempo de interrupção entre os plantios 

irrigados com água de reúso. Essa espera garantiria o desaparecimento do patógeno 

bioindicador de contaminação no solo, para que não cause danos à saúde dos agricultores que 

manipularia o solo, e os cultivares. Durante o reúso agrícola o agricultor deve ter cuidados, 

por isso recomenda-se o uso de equipamentos de proteção individual, como luvas, máscaras e 

botas impermeáveis, para evitar o contato do agricultor com o solo irrigado com água de 

reúso. 

Os resultados encontrados nos vasos com solo nu demonstraram que o decaimento 

também foi mais rápido em comparação aos vasos com cobertura vegetal (salsa). Isto pode 

indicar que a incidência de luminosidade direta no solo, assim como a infiltração mais rápida 

de água, devido à falta de cobertura vegetal diminui o tempo de sobrevivência desses 

microrganismos no solo. A planta pode ter interferido na sobrevivência de Salmonella spp., 

pois fazia sombreamento no solo, assim como manutenção da umidade do solo, auxiliando na 

sobrevivência dos microrganismos. 

O estudo demonstrou que, se a água de reúso estiver dentro dos padrões de qualidade 

sanitária, se for feita irrigação por gotejamento, e com um tempo de interrupção entre as 

culturas irrigadas com água de reúso, esta representa uma fonte de água segura e sustentável 

para irrigação da agricultura. Independente da origem do esgoto, o tratamento pode produzir 

água de reúso com qualidade para reúso agrícola. Para isso é fundamental a criação de lei 

federal de água de reúso para agricultura, a fim de evitar danos à saúde humana e ambiental. 
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS  

 

 Diante do volume de dados gerados nesse trabalho, e devido a pandemia por 

coronavírus, SARS-CoV-2 (doença Covid-19), que impossibilitou a realização de alguns 

ensaios programados, relato algumas perspectivas futuras que podem ser desdobradas 

futuramente:  

- Realizar experimento a partir das extrações de DNA realizadas das amostras de água de rega 

dos cultivos, utilizando método de RFLP para a avaliação das alterações da microbiota do 

solo antes e depois dos ensaios de rega com água de reúso; 

- Analisar por metagenômica as alterações na microbiota do solo, a partir das amostras de 

água de rega, antes e depois dos cultivos irrigados com água de reúso; 

- Verificar nas amostras de água de rega irrigadas com água potável os biomarcadores 

moleculares; 

- Realizar experimento utilizando amostras de água de reúso de origens industriais para 

irrigação de cultivos;  

- Contribuir para a inclusão de parâmetros de qualidade sanitária na lei federal de água de 

reúso para utilização na agricultura.  
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APÊNDICE A 

Métodos para Análises Físico-químicas do solo 

 

 Os métodos para as análises físico-químicas foram adaptados baseadas nas 

metodologias apresentadas por EMBRAPA (2017). 

1. Condutividade elétrica e % de saturação 

 Saturação por alumínio indica a proporção de alumínio solúvel em relação aos teores 

de bases trocáveis e alumínio na CTC do solo. Saturação por sódio indica a proporção de 

sódio solúvel em relação a CTC total do solo.  

 

1.1 Procedimento para condutividade elétrica  

1. Pesar 180g de solo. 

2. Adicionar 60mL. 

3. Misture até observar que a massa do solo desliza suavemente pela espátula. 

4. Se observar que ainda cabe água sem encharcar, coloque água aos poucos até observar a 

saturação. Salienta-se a importância de registrar o volume adicionado.  

5. Deixar em repouso por 4 horas a noite inteira.  

6. Calcular a % de saturação 

 

 

7. Filtre em kitsato com papel de filtro de 0,8 μM. 

8. Medir a temperatura e ajustar o equipamento no condutivímetro, de modo que fosse 

possível coletar os dados e fazer uma média das amostras.   

 

2. Nitrogênio Amôniacal (N-amônia) 

     Método Nessle adaptado para solo. 

2.1. Reagentes 

1. Cloreto de amônio (  

2. Solução padrão de amônia – 0,5mg/L. É necessário ressaltar que o preparo deve ser feito no 

dia de uso (5mL em 100mL de água). 
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3. Solução A de nessler contendo 36g de iodeto de potássio (KI) em 20mL de água; 13,55g de 

cloreto de mercúrio  em 100mL. Junte as soluções A e B e complete o volume até 1L.  

4. Solução B de nessler: Solução de hidróxido de sódio (NaOH) 30% (30g em 100mL). 

5. Preparar o reagente Nessler no dia de uso: 10mL de solução A e 3mL de solução B.  

6. Reação para o desenvolvimento de cor: Em um tubo de ensaio de vidro: 10mL do padrão 

. Em um tubo de ensaio de vidro: 10mL água (Branco), 10mL amostra do extrato de solo. 

Acrescentar 1mL do reagente e esperar 10 minutos.  

7. Ler no espectrofotômetro em cubeta de 1cm de caminho óptico 425nm.  

8. Calcule 

 

A= N-NH3 padrão (mg/L). 

B= Absorbância de amostra. 

C= Absorbância do padrão 

 

3. Matéria orgânica 

 A amostra é submetida ao processo de combustão com aquecimento programado e 

perda de massa pela incineração em mufla. O teor de matéria orgânica é quantificado pela 

diferença entre a massa do solo seco em estufa e a massa do resíduo obtido após a incineração 

em mufla. 

3.1 Procedimento  

1. Pesar 5,00 g de solo (TFSA)(13), macerado e peneirado a 80 mesh.  

2. Dispor em cadinho de porcelana. 

3.  Deixar para estufa a 65 ºC por 24 horas.  

4. Retirar da estufa e deixar em dessecador até esfriar.  

5. Pesar e anotar a massa do solo seco no cadinho de porcelana.  

6. Retornar o solo seco no cadinho de porcelana para a mufla, regular a temperatura a 600 ºC 

e deixar por 6 horas.  

7. Retirar o cadinho de porcelana e deixar em dessecador até esfriar.  

8. Pesar o resíduo (solo incinerado) no cadinho de porcelana frio. 

9. Calcular através da fórmula.  

 

Em que:  
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MOS – concentração de matéria orgânica do solo, em g kg-1 . 

MS – massa do solo seco em estufa a 65 oC, em g.  

MR – massa do resíduo após mufla a 600 oC, em g. 

Em seguida foi possível calcular seu desvio padrão, bem como a variância. 

 

 

Em que:  

Xi = Massa do solo 

Ma = Média dos resultados 

N= Quantidade de amostras 

 

 

Em que: 

Xi = Massa do solo 

Ma = Média dos resultados 

N= Quantidade de amostras 

 

4. Cálcio + Magnésio Trocáveis  

4.1. Reagentes e soluções 

1. Solução tampão pH 10.  

2. Coquetel tampão (Solução tampão, trietanolamina e cianeto de potássio): Foram utilizados 

100mL deste coquetel.  

3. Solução de EDTA 0,909 mol L-1.  

4. Indicador negro de eriocromo – dissolver 100 mg do indicador em 25mL de álcool metílico 

contendo 16 g de bórax por litro. Essa solução deve ser usada recém preparada devido à 

facilidade de se deteriorar com o tempo.  

5. Murexida – pesar 0,25 g do indicador, colocar em gral de porcelana e misturar com 50g de 

cloreto de sódio seco em pó, triturando bem no grau. Guardar em vidro âmbar.  

6. Solução de KOH a 10% – pesar 10 do sal, colocar em balão volumétrico de 100mL 

contendo água destilada ou deionizada, dissolver completamente e completar o volume. 

Homogeneizar.  

7. Cálculo.  
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8. Como não há cianeto no laboratório será realizada uma comparação entre a metodologia 

Embrapa sem o cianeto e o protocolo do Augusto sobre dureza total a fim de verificar qual 

método é mais efetivo. 

 

5. Cálcio Trocável  

5.1. Reagentes e soluções 

1. Ácido ascórbico  

2. Solução de EDTA 0,0125 mol L-1 – pesar 4,653 g de EDTA p.a. previamente seco em 

estufa e dissolver em água destilada ou deionizada contida em balão volumétrico de 1 L, 

completando o volume. Padronizar a solução conforme item 3.1.3.2.3.1.  

3. Solução de KOH 10% – pesar 100 g de KOH. Passar para balão volumétrico de 1 L, 

adicionar água destilada ou deionizada, homogeneizar e completar o volume com água.  

4. Indicador ácido calconcarbônico + sulfato de sódio – pesar 99,0 g de sulfato de sódio 

anidro p.a. e colocar em gral de porcelana. Adicionar 1 g de ácido calconcarbônico 

(C21H14N2O7S). Triturar bem a mistura até obter um pó fino e homogêneo. Guardar em 

frasco escuro. 

5.2. Procedimento 

1. Em uma das alíquotas de 25,00 mL obtida na extração com KCl 1 mol L-1 (item 3.1.2.3), 

adicionar 3 mL de KOH a 10% e uma “pitada” de ácido ascórbico (aproximadamente 30 mg) 

e uma “pitada” do indicador ácido calconcarbônico + sulfato de sódio.  

2. Titular com solução padronizada de EDTA 0,0125 mol L-1 até virada da cor vermelho 

intenso para azul intenso.  

3. Anotar o volume de EDTA gasto. 

 

6. Acidez Trocável do solo 

 Extração da acidez potencial do solo com acetato de cálcio tamponado a pH 7,0 e 

determinação volumétrica com solução de NaOH em presença de fenolftaleína como 

indicador. 

1. Colocar 10g de solo em erlenmeyer de 125mL e adicionar 50mL de KCl. A amostra deve 

ser pesada e colocada em um tubo falcon e agitado no vórtex a fim de deixá-lo um dia para o 

outro decantando na geladeira ou no tubo falcon em temperatura ambiente.  

Preparo de KCl: 

Regra de 3:                     
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74,5 – 1000 

X    - 100  x= 7,45 

2. Agitar manualmente algumas vezes e deixar em repouso durante 30 minutos. 

3. Filtrar em papel de filtro tipo Whatman nº 42 de 5,5cm de diâmetro. Usar três membranas 

no kitasato no copo de microbiologia. 

4. Adicionar ao filtrado 12 gotas de fenolftaleína com ponteira de 1000 a 0,1% e titular com 

NaOH 1N com pipeta de 25mL e pêra de sucção.  

Cálculo:  

 

 

Em que: 

V = Volume de NaOH gasto na titulação 

N = Normalidade do NaOH  

P = Peso da amostra em gramas  

Obs: Não foi preciso adicionar mais 20mL de KCl após filtrar, pois não alterou a coloração 

rosa verificada após a titulação com NaOH (1N). 

 

7. Fósforo Disponível 

 Fração do teor total de fósforo no solo, correspondente ao teor utilizado pelas plantas. 

Formação de complexo fósforomolíbdico de cor azul obtido após redução do molibdato com 

ácido ascórbico e determinação por espectrofotometria. Baseia-se no princípio da dissolução 

de minerais contendo P e/ou deslocamento de P retido nas superfícies sólidas do solo para a 

solução, por ânions capazes de competir com o P pelos sítios de retenção.  

7.1. Procedimento 

1. 5g de solo em Erlenmeyer + 50mL de solução extratora. 

2. Agitar 5 minutos em agitador 

3. Deixar decantar “overnight”  

4. Pipetar, sem filtrar o ressuspenso; 25mL de extrato  

5. 5mL pipetados do extrato + 10 mL de solução ácida molibdato de amônio. 

6. Deixar formar cor até 1 hora e ler em 660nm.  

7. Caso seja necessário diluir por apresentar grande quantidade de fósforo: 

5+15 =  
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Cálculo P(mg/Kg) 

 

Em que: 

L = densidade óptica em 610nm.  

F= Coeficiente angular da curva padrão 

7.2. Reagentes  

1. Solução extratora: HCl 0,05M +  0,25M.  

2. Solução de molibdato de amônio (concentrada): 0,022g de subcarbonato de bismuto sendo 

necessário secar na estufa, dissolver em 0,3mL de ácido sulfúrico e completar o balão de 

100mL. 

3. Solução ácida de molibdato de amônio (diluída: 25mg/L): 50mL de solução concentrada. 

Adicionar até 100mL e homogeneizar. Guardar em frasco escuro.  

4. Fazer os padrões a partir de 25mg/L.  

a) 1mL em 25mL de solução extratora. 

b) 2mL em 25mL de solução extratora. 

c) 3mL em 25mL de solução extratora. 

d) 4mL em 25mL de solução extratora. 

5.  Solução reagente (Solução de molibdato de amônio ácido): 30mL da solução concentrada 

em balão de 100mL de água e guardar em frasco escuro. 

7.3 Leitura (610nm): 

1. Utiliza-se o espectrofotômetro e a água destilada como branco para zerar. 

2.  Em seguida as amostras foram lidas. 

3. Fazer a diluição 10x das amostras (3mL de amostra e 3mL de água). 

4 – Novamente foi realizada uma leitura obtendo os valores esperados.  

 

7.4. Determinação do Fator 

1. Foi realizada a leitura, bem como foi feito nas etapas anteriores. É necessário salientar que 

foi colocado 5mL de cada padrão diluído no becker e em cada recipiente foi introduzido 

10mL de solução ácida de molibdato de amônio diluída e uma pitada de ácido ascórbico. 

Agite e deixe por 1 hora.  

Cálculo: 

 

Em que: 
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P – Concentração do fósforo disponível no solo em mg/Kg. 

L – Leitura da amostra, em absorbância. 

A – Coeficiente angular da reta dos padrões. 

B - Coeficiente linear da reta dos padrões. 

D - Fator de diluição do extrato. 

Valor 10 – Diluição do solo extrator.  

É necessário salientar que as concentrações foram localizadas no eixo x e as leituras no eixo 

y.  

 

8. Determinação do pH 

 

A análise foi feita por meio do equipamento Medidor de pH (Potenciométrico), que 

através de um eletrodo de vidro imerso na amostra fornece numericamente o fator de pH da 

solução em análise. Na  27 encontra-se o equipamento utilizado no estudo. 

 

 

 

                                            Figura 27 - Medidor de pH. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                   

 

                                    

                                                    Fonte: própria autora. 
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APÊNDICE B 

Protocolo de Extração de DNA com o Kit PowerWater Sterivex modificado para as Amostras 

(Rega de Solo) 

 

Preparo das Amostras 

 

1. Pegar o volume de água de rega que vasar do pote com solo (regado com 100 mL); 

2. Medir o volume e filtrar em 4 membranas de papel filtro 80g. Usar bomba e Kitasato da 

Millipore. Recuperar dentro de um frasco adaptado e passar com pipeta para microtubos 

de 1,5 mL; 

3. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos o volume filtrado; 

4. Concentrar o “pellet” em um só microtubo, lavando de 3 em 3 para um único tubo; 

5. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante; 

6. Ressuspender o pellet (precipitado) no restante de volume que permanecer no frasco mais 

ou menos 0,1 mL (100 mL);  

 

Extração de DNA 

 

7. Preparar a solução ST1B com a adição de ST1A (*). Aquecer as soluções ST2 e ST4 

antes do uso; 

8. Adicionar 10 µl da solução ST1B* na amostra; 

9. Vórtex na velocidade mínima por 3 minutos (até misturar bem o pellet com a solução); 

10. Adicionar direto na amostra 10 µl da solução ST2 (tampão de lise) que deve estar 

previamente quente a 65 °C; 

11. Colocar em temperatura ambiente por 2 minutos; 

12. Vórtex velocidade máxima por 3 minutos; 

13. Adicionar ao lisado (na amostra) mais ou menos 0,1 g das esferas de vidro (1 colher 

baixa) ~10 µl marca; 

14. Vórtex por 3 minutos velocidade máxima; 

15. Centrifugar a 10000 rpm (10600 Xg) por 1 minuto em temperatura ambiente; 

16. Transferir o sobrenadante para novo tubo de 1,5 mL. ~ 0,1 mL (100 µl); 

17. Adicionar 20 µl de ST3. Agitar para misturar e incubar a 4 °C por 5 minutos, colocando 

no gelo (ou overnight na geladeira); 



 175 
 

 

18. Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto em temperatura ambiente. ~90 + 20= 110 µl; 

19. Transferir o sobrenadante para novo tubo de 1,5 mL. Adicionar 150 µl da solução ST4 

(aquecido a 65 °C); 

20. Pegar coluna e acoplar embaixo de um tubo coletor de 2,2 mL (16); 

21. Carregar dentro da coluna a amostra (~260 µl) e tampar; 

22. Centrifugar até chegar a 5000 rpm que dura quase 8 segundos; 

23. Adicionar 40 µl de ST5 (resfriado em banho de gelo); 

24. Centrifugar até chegar a 5000 rpm que dura quase 8 segundos; 

25. Adicionar 40 µl da solução ST6; 

26. Centrifugar até chegar a 5000 rpm que dura quase 8 segundos; 

27. Adicionar 40 µl da solução ST5; 

28. Centrifugar a 14000 rpm por 2 minutos – para secar bem; 

29. Trocar o tubo coletor por um novo de 2,2 mL; 

30. Adicionar 50 µl da solução ST7 no centro da coluna; 

31. Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto; 

32. Fazer novamente o número 30. Adicionar 50 µl de água Milli-Q (fez duas vezes – A) no 

centro da coluna, que será o segundo eluado da coluna; 

33. Adicionar 50 µl da solução ST7 no centro da coluna (no mesmo microtubo, fazer 

novamente); 

34. Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto; 

35. Fechar o tubo e guardar a amostra no freezer -20°C (TP); 

36. No final guardar a resina no freezer. 
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APÊNDICE C   

Atividades e participações em eventos científicos 

 

 

Foi submetido e encontra-se em revisão o Capítulo de livro “Alternativa Hídrica: Água 

de Reúso” no Livro “Água, Saúde Humana e Ambiental” ENSP – FIOCRUZ. Foram 

apresentados Trabalhos em Eventos Científicos: “Indicativos de qualidade sanitária da Água e 

Reúso destinada à agricultura: Parâmetros Internacionais e Nacionais”, no 17º Congresso 

Nacional de Meio Ambiente de Poços de Caldas, realizado em 2020; “Avaliação 

bacteriológica e físico-química de amostras de água de reúso para agricultura” no Congresso I 

Congresso Brasileiro de Ciências Biológicas on-line, CONBRACIB, 2020; “Método 

alternativo de concentração de amostra de água para avaliação da presença de atividade 

estrogênica” no Congresso Ecotox 2018; “Água de reúso: normativas nacionais e do nordeste 

do Brasil” no 30º Congresso ABES 2019; “Qualidade de água de reúso agrícola utilizada em 

comunidade rural do estado do Ceará” no IV Simpósio Brasileiro de Recursos Naturais do 

Semiárido – SBRNS 2019; “Evaluation of bacteriological parameters of reuse water for safe 

use as an alternative source of water” no SIMBAF - IV simpósio e 5º workshop em pesquisa, 

desenvolvimento e inovação em doenças bacterianas e fúngicas 2018; “Soil microbiota DNA 

watered with reuse water” no Brazilian-international Congress of genetics 2017; “utilização 

da água de reuso com alternativa sustentável para sociedade” no I webcongresso internacional 

de direito sanitário 2017.  

 Participação como co-orientadora dos alunos PIBIc, Ana Beatriz Loureiro Gonçalves 

da Silva e Rodrigo Bezerra da Silva. Participação em atividades de extensão como professora 

colaboradora junto a Cooperação Social da Presidência da Fiocruz – no Curso extensão de 

saneamento ambiental e produção Audiovisual de 2020. Participação como professora 

colaboradora no Curso de Especialização em Gestão e Tecnologias do Saneamento de 2019. 

Participação no grupo de pesquisa de Saúde Ambiental e Saneamento da Ensp/Fiocruz com a 

Dra. Adriana Sotero Martins como coordenadora, em atuação na consulta pública online no 

processo de concessão da Cedae (2020), assim como atuação nas análises da qualidade da 

água do Rio Guandu, Rio de Janeiro, em 2020.  
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APÊNDICE D 

Artigos científicos publicados  

 

 

DOI: 10.15406/ijh.2021.05.00262 

 

 

 DOI: 10.15406/ijh.2021.05.00274 
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DOI: https://doi.org/10.1590/S1413-4152202020180201 
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DOI: http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.2703 

 


