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RESUMO

A agua de reuso definida como a reutilizacdo de aguas provenientes de efluentes
tratados, pode ser uma fonte alternativa de &gua para agricultura, porém é importante a
avaliacdo da sua qualidade sanitéria para ndo causar agravos a saude ambiental e humana. O
objetivo foi avaliar a qualidade sanitaria da agua de reuso de diferentes origens para uso na
agricultura com finalidade de emprego sustentavel da agua. Foram coletadas amostras de agua
de retso de diferentes tipos de tratamento, denominadas no trabalho como “clorada, polida e
biolégica”. Foram realizadas analises bacterioldgicas e fisico-quimicas da dgua de reuso, e do
solo. Em sistema construido em laboratério foram cultivados Petroselinum crispum, regados
por gotejamento com agua de relso e agua potavel. Foram feitas extracfes de DNA total para
verificacdo da quantidade de microbiota no solo durante os cultivos. Foi realizada Reacdo da
Polimerase em Cadeia (PCR), para busca no solo dos cultivos, dos bioindicadores de
contaminacdo fecal Escherichia coli, Adenovirus 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 aguas de reuso e potavel (controle). Analises de substancias
com atividade estrogénica foram feitas nas amostras de aguas de relso, por meio do ensaio
YES (Yeast Estrogen Screen). As analises bacterioldgicas e fisico-quimicas mostraram que
apenas a agua de reGso “polida” estava propria para retso agricola, segundo normativas
nacionais e internacional. As quantificacbes de DNA indicaram que as amostras de dgua de
retiso contribuiram para aumento de 1,6 vezes na quantidade de microbiota do solo, enquanto
que os irrigados com agua potavel tiveram diminuicdo de 3,8 vezes. A agua de redso auxiliou
para o0 maior desenvolvimento dos cultivos. A PCR mostrou que as amostras de agua de relso
alteraram a microbiota do solo, pois ficaram retidos durante os cultivos, 0s microrganismos
presentes nas dguas de retso, Adenovirus tipo 40 e 41 e E. coli. O decaimento de Salmonella
spp. nos cultivos irrigados com agua de reuso foi mais lento, em comparacdo com o grupo
controle. A amostra “biologica” apresentou substancias com atividade estrogénica na
concentracéo de 115 ng L. O estudo demonstrou que, se a dgua de reuso estiver dentro dos
padrdes de qualidade sanitaria, se for feita irrigacdo por gotejamento, e com um tempo de
parada entre irrigacdo e colheita das culturas, esta representa uma fonte de agua segura e
sustentavel para irrigacdo da agricultura. Para isso é fundamental a criacdo de lei federal de
retiso agricola, a fim de evitar danos a saide humana e ambiental.

Palavras-chave: Agua de Relso, Agricultura, Retiso Agricola, Satide 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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1 INTRODUCAO

Em meio a escassez de agua doce para abastecimento da populacdo em diversas
regides do mundo e no Brasil, a 4gua de retiso vem sendo estudada e utilizada como uma
fonte alternativa de agua para irrigacdo na agricultura (MORAIS et al., 2016). A 4gua de
retso é definida como a reutilizacdo de aguas provenientes de efluentes tratados (MORAIS et
al., 2016), e pode ser classificada de acordo com a sua origem, como reuso local ou interno -
proveniente de aguas cinzas a partir de residéncias e novos empreendimentos; e redso externo
— proveniente de aguas negras (esgoto bruto) de estacdes tratamento de esgoto e que passam
na sequencia por estacdes de tratamento de dgua de reuso (ETE+ETAR) (Moura et al., 2020).
A &gua de reso € um recurso bastante utilizado na agricultura, porém é fundamental a
realizacdo de estudos que verifiquem quanto o seu uso altera as caracteristicas originais do
solo, alterando o meio ambiente ou mesmo oferecendo riscos na rega de cultivos, ou seja,
quais parametros de qualidade sanitaria poderiam ser verificados para que a utilizacdo deste
recurso seja segura para a saude humana e ambiental.

A agricultura é a atividade que mais consome agua doce no mundo e no Brasil, cerca
de 70% (FAO, 2018), e devido a escassez das fontes hidricas para esta atividade em diversas
regides, a agua de reuso se torna uma alternativa para enfrentamento desse problema
(URKIAGA et al.,, 2008). A irrigacdo da agricultura, geralmente, ndo permite o
reaproveitamento direto da dgua utilizada nas culturas, pois é evapotranspirada pelas plantas e
transformada em vapor d’agua na atmosfera, ¢ também parte da agua se infiltra no solo
chegando na camada subterranea no lencol freatico (CUBA et al., 2015).

A utilizacdo de agua de reso na agricultura pode trazer beneficios como nutrientes e
agua, favorecendo o crescimento de plantas e reduzindo o uso de fertilizantes artificiais (EPA,
2012). A irrigacdo com agua de reuso pode ser uma forma de fertirrigagcdo natural,
proveniente de nutrientes, como nitrogénio, potassio e fosforo, fundamentais no cultivo em
solos pobres (OTENIO, 2015). Além disso, pode diminuir a pressdo da demanda de agua
sobre os mananciais, e reduzir a quantidade de esgotos langados nos rios (MANCUSO e
SANTOS, 2013).

No entanto, a agua de redso deve ser bem gerenciada e com qualidade sanitaria
adequada, para que ndo ofereca riscos a saude humana e ambiental (WHO, 2006). Visto que
dependendo da origem e do tratamento empregado para a producdo da agua de redso, pode ou

ndo ser segura para a saude humana e ambiental. E pode conter poluentes e contaminantes,
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tais como produtos quimicos e microrganismos, que podem causar agravos a salde ambiental
(MOURA et al, 2020). Além disso, a transmissao de doencas pode ser diminuida e controlada
por fatores agronémicos como pratica de irrigacdo utilizada, como por gotejamento, praticas
de cultura e de colheita (MORAIS et al., 2016).

No Brasil existe uma legislacdo federal sobre dgua de redso para agricultura, que € a
Resolugcdo CNRH n° 121 de 2010, no entanto, esta ndo estabelece pardmetros para avaliacéo
da qualidade sanitaria para o retso agricola. Existem padrdes de qualidade em normatizacdes
como a Norma técnica da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), n° 13.969/97
(ABNT, 1997), que traz poucos padrles, e ndo é especifica sobre agua de relso. Ademais,
existem normatizacfes pontuais de alguns estados brasileiros que possuem parametros de
qualidade sanitaria para reuso agricola. Internacionalmente, existem normatizaces 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 agua de reuso,
com parametros fisico-quimicos e bioldgicos, baseados em estudos cientificos, de modo que
esta agua se torne mais segura para aqueles que a utilizam.

A busca por fontes alternativas de agua para a agricultura torna a utilizacdo da agua
de retiso um recurso importante para atingir a sustentabilidade. Com isto, o estudo teve como
objetivo avaliar a qualidade sanitaria da agua de reGso de diferentes origens para uso na

agricultura com finalidade de emprego sustentavel da agua.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESCASSEZ HIDRICA E SEU IMPACTO SOCIAL

A agua € um recurso natural finito, e a agua doce com qualidade sanitéria esta cada
vez mais escassa para atender a demanda crescente para a populacdo. A escassez de agua tem
aumentado em diversos paises, assim como no Brasil, especificamente, nas regides nordeste e
mais recentemente na regido sudeste (HANDAM, 2016).

Até 2030, cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo viverdo em regifes com absoluta
escassez (ONU, 2015). No Brasil existe irregularidade de distribuicdo da disponibilidade
hidrica, por conta dos contextos geograficos. Enquanto que nas regides Norte e Centro-Oeste
se encontram 89% dos recursos hidricos, ao mesmo tempo é onde possui 13% da populagéo
brasileira. Nas regiGes Nordeste, Sudeste e Sul onde se encontram 9% dos recursos hidricos,
se concentram mais de 85% da populacéo e é onde possui as maiores atividades industriais no
Brasil. As condi¢fes mais precérias da qualidade sanitaria e da falta de dgua ocorrem na
regido nordeste, em seguida a regido norte, que é a Unica que aparece com uma situacdo
confortavel, abastecida pelas chuvas da Amazonia e de seus grandes rios (ANA, 2017).

Em diversas areas do mundo a disponibilidade de agua doce excede a demanda
humana, principalmente nas semiaridas ou aridas. Contudo existem locais onde ocorrem altos
indices de precipitacdes pluviométricas, por conta do proprio ambiente e condicdes
geogréficas, no entanto em outras ocorre baixos niveis de chuvas (MANCUSO e SANTOS,
2013).

Em relatorio produzido pelo Fundo das Nagfes Unidas para a Infancia (UNICEF) e
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2019), estudo entre os anos de 2000 e 2017,
demonstrou que cerca de 2,2 bilhdes de pessoas no mundo tém acesso a &gua potavel, 3
bilhdes ndo possuem instalacdes basicas para a higienizacdo pessoal, e 4,2 bilhdes de pessoas
ndo tém servigos de saneamento adequado. Os casos de precariedade no saneamento atingem
especialmente as pessoas em situacdo de pobreza, e os avancos séo lentos para estas regides
(WHO, 2014).

A escassez de agua, segundo a Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel do
Programa das Nacdes Unidas para o Desenvolvimento, acomete mais de 40% da populacéo

no mundo, e devera aumentar por conta das mudancas climaticas e da falta de gestdo
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adequada da agua. Um dos objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS) é o 6 — Agua
Potavel e Saneamento, para assegurar a disponibilidade e a gestdo sustentavel da agua e
saneamento para todos. E possivel atingir este objetivo, por meio da cooperagdo internacional,
protecao as nascentes, rios e bacias e compartilhamento de tecnologias de tratamento de dgua
(PALMA, 2017). Em meio a escassez de agua para o consumo humano, a seca em diferentes
regides, a desigualdade no acesso a &gua com qualidade sanitaria em diversas regifes do
mundo, a dgua de reso vem sendo estudada como uma fonte alternativa e sustentavel para a
sociedade.

A desigualdade na distribuicdo de agua tanto em quantidade quanto em qualidade
sanitaria acometem, principalmente, as regiGes urbanas e rurais de baixa renda
socioecondémica (CUNHA et al., 2012). A diminui¢do da qualidade e da quantidade da agua
doce se deve a méa gestdo dos recursos hidricos por conta de agdes antropicas como, por
exemplo, o lancamento de esgotos domésticos e industriais sem tratamento nos mananciais
(HANDAM, 2016). O despejo de residuos sem tratamento adequado acaba alterando a
dindmica dos ecossistemas, e traz sérios riscos a saude publica como organismos patogénicos,
que podem transmitir doengas (REGO, 2010; SOTERO-MARTINS et al, 2014). A falta de
agua também é causada pelos desmatamentos do entorno dos mananciais, pois as vegetagdes e
florestas sdo fundamentais para a manutencdo das nascentes. Quando chove a agua vai escoar
pela superficie, assim como vai se infiltrar no subsolo, porém quanto mais vegetacdo melhor é
a infiltracdo de 4gua nos mananciais (MMA, 2016).

Em 2010 a legislacdo da Assembleia Geral da Organizacdo das NacBes Unidas,
Resolugcdo A/RES/64/292 (UNGA, 2010), reconheceu e determinou formalmente que a agua e
também o esgotamento sanitario sao um direito a todas as popula¢fes humanas. Apds este
marco, todas as cidades devem proporcionar e garantir o abastecimento de 4agua e o
esgotamento sanitario as residéncias (NEVES-SILVA e HELLER, 2016). A &gua ¢
considerada um direito humano fundamental e se torna mais relevante nos contextos onde a
agua € escassa, e se constitui fonte de disputas que ocorrem em regides do mundo e no Brasil,
principalmente no Semiarido (CAMPOS et al., 2013).

A &gua é utilizada das formas mais variadas, dentre as quais podemos destacar o
abastecimento de agua residencial e industrial, a geracdo de energia, a irrigagdo, a harmonia
paisagistica, a dessedentacdo de animais, a preservacdo da fauna e da flora, recreacdo e a
diluicdo (VON SPERLING, 2005). Dentre estas formas, a agricultura é a responséavel por
cerca de 70% do consumo global de &gua (FAO, 2018).
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Consequéncias da crise hidrica ndo afetam sé o abastecimento, mas também a
economia, a producdo de energia, a producao de alimentos, as industrias que utilizam a agua
como insumo, assim como a salde humana. A qualidade sanitaria da agua se altera
consideravelmente em niveis mais baixos (TUNDISI, 2015).

O uso de agua limpa é fundamental para a higiene pessoal, cultivo, limpeza e
preparacdo de alimentos, além, obviamente, da hidratacdo. Portanto, a situagdo critica da dgua
afeta diretamente a nutri¢do e tem sido um problema delicado, especialmente entre as criangas
(WHO, 2014).

A falta de agua causa diversos impactos negativos, como doencas, e aumentam 0S
gastos publicos e privados em salde para tratamento de doencas, sobrecarregando o Sistema
Unico de Saude (SUS). Estas doencas s&o uma das principais causas de obitos, que poderiam
ser evitados (SIQUEIRA et al., 2017). O SUS possui fundamental importancia no saneamento
e saude ambiental, pois além de outras atribuicdes, ao SUS compete a formulacao de politicas
e execucdo das acOes de saneamento basico (BRASIL, 1988), o que demonstra também as

interrelacGes entre a satde publica e meio ambiente para a satde da populagéo.

2.2 CONSUMO DE AGUA NA AGRICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAQO), da Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) (FAO, 2018), a irrigacdo é maior responsavel pelo consumo de agua
doce no Brasil e no Mundo, aproximadamente, 70%. Verifica-se também que no Brasil, ao
longo dos anos, ocorreu um aumento de 32% de irrigagdo na agricultura em comparagéo ao
ano de 2006 (ANA, 2013). No Mundo, o consumo de agua para a irrigacdo equivale a um
sexto dos solos agricultaveis (THEIVEYANATHANA et al., 2004).

A agricultura constitui uma atividade que possui técnicas aplicadas no solo com a
finalidade de realizar um plantio viavel. Ha varios fatores vinculados a producéo agricola,
como o clima, o solo e a acdo humana. A escassez ou 0 excesso de chuva, e outras variagoes
climaticas, tem efeito direto sobre o plantio. O desenvolvimento da agricultura pode ser
voltado para a subsisténcia local ou para a venda em mercados internos e internacionais
(MACEDO, 2015).

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

destacando como uma tecnologia necessaria. Entretanto, deve-se buscar o uso sustentavel e
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racional da &gua, devido ao fato desta atividade representar o maior consumo dentre todos 0s
setores produtivos (SILVA, 2018).

Atualmente, a agricultura ndo se remete mais somente ao aumento da producéo através
da expansao de terra cultivada. Ha a necessidade especial de uma reformulacdo na gestdo dos
recursos hidricos. Sem essa mudanca, a sustentabilidade da producdo de alimentos ndo podera
ser mantida devido a grande dependéncia de &gua para a irrigacdao (MELO, 2010).

No entanto, apesar do alto consumo de agua na agricultura, por se tratar de um uso
consuntivo, onde a agua utilizada na irrigacdo € evapotranspirada pelas plantas e depois
incorporada ao vapor d’agua da atmosfera, esta &gua ndo pode ser reaproveitada diretamente
pelo homem (CUBA et al., 2015).

Nos dias atuais, ha um efeito direto da falta de dgua sobre as atividades agricolas,
tendo reflexos diretos na economia e no acesso aos alimentos. E importante salientar que a
agua ndo e utilizada somente na irrigacdo, mas também para produzir e higienizar 0s
alimentos (EUFIC, 2015). Devido a escassez de agua em consequéncia da crise hidrica, se
observa varios efeitos diretos sobre a producdo agricola, tais como a reducdo das safras e da
qualidade dos produtos bem como impacto sobre a reducédo da higienizacédo e conservacao das
colheitas. Desta maneira, diversas doencas podem ser transmitidas em qualquer lugar do
mundo pela contaminacdo dos alimentos, se constituindo um grave problema. Tais doencas
sdo ocasionadas geralmente por bactérias, virus, protozoarios ou toxinas. Dentre outras
maneiras, uma forma de evitar estas consequéncias tdo prejudiciais € o planejamento e o
gerenciamento da agua, assim como a utilizacdo de técnicas de irrigacdo, com o objetivo
também de economizar agua nas plantacbes (MACEDO, 2015).

A irrigacdo é uma técnica muito antiga e se baseia na aplicagdo de agua nos plantios.
Tem como finalidade o fornecimento de agua em quantidade necessaria para o plantio e
colheita da cultura. Com o objetivo de verificar o método mais oportuno a cada condi¢do em
particular, os sistemas de irrigagdo devem ser observados frente ao solo e aos produtos
cultivados. A irrigacdo vem sendo uma importante alternativa para atenuar a crise hidrica
como pode ser analisada na regido nordeste do Brasil (SUASSUNA, 1994).

Uma das formas de irrigagdo utilizadas é a irrigacdo por gotejamento, que se
caracteriza pela disposicdo de tubos com pequenos diametros com furos, ou dispositivos que
permitem o gotejamento uniforme, ao longo de toda a extensdo. Dentre as vantagens desta
forma de irrigacdo é permitir a rega proxima ao solo, deixando a agua disponivel ao sistema

radicular das plantas; e reducdo no consumo de agua de irrigagdo. Entretanto possui a
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desvantagem de ocorrer entupimentos dos orificios por onde sai a agua no sistema de
gotejamento (MANCUSO e SANTQOS, 2013).

2.3 AGUA DE REUSO

2.3.1 Conceito de Agua de Reliso

O conceito de agua de reuso tem sido bastante discutido na literatura cientifica, porém
existe discrepancia, o que provoca dificuldade no entendimento da defini¢do do termo.

A definicdo de agua de retso tem sido confundido com o conceito de aproveitamento
de 4gua de chuva, esse Gltimo é um instrumento importante na gestdo de recursos hidricos,
mas ndo deve ser considerado dentro do conceito de agua de redso, pois apds passar pelo ciclo
hidrolégico natural, esta agua captada terd sua primeira utilizacdo (FIORI; FERNANDES;
P1ZZ0, 2005).

A agua de retso é definida como o aproveitamento das aguas anteriormente utilizadas,
uma ou mais vezes, para atender atividades humanas, no seu uso original ou em outras
demandas de uso (LAVRADOR FILHO, 1987).

A agua de retso pode ser entendida também de forma mais simplificada, como a
reutilizacdo de aguas, estas provenientes de efluentes tratados (MORAIS et al., 2016).

Sao considerados efluentes as aguas cinzas e aguas negras. As aguas cinzas sao 0S
esgotos oriundos dos chuveiros, lavatorios, tanques e maquinas de lavar roupa (FIORI,;
FERNANDES; P1ZZO0, 2005). Enquanto que as aguas negras sdo 0s esgotos provenientes dos
vasos sanitarios, que possuem principalmente fezes e urina (GONCALVES, 2009; AL-
HAMAIEDEH, 2010; GHUNMI et al., 2011).

Para a producdo de agua de redso, um dos exemplos pode ser aquela resultante do
tratamento do esgoto doméstico que passa por uma Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) e
depois por mais etapas de tratamentos complementares em uma Estacdo de Tratamento de
Agua de Relso (ETAR) (MOURA et al., 2020; MANCUSO e SANTOS, 2013; JORDAO e
PESSOA, 2014; OENNING-JUNIOR e PAWLOSKY, 2007).

Existem outros dois termos importantes, sdo eles: quando se faz o redso interno de

agua de reuso proveniente de atividades realizadas no proprio empreendimento € chamado de
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redso interno de agua; e quando se faz o uso de efluentes tratados provenientes de estagdes de

tratamento administradas por prestadores de servi¢os de saneamento basico ou terceiros, cujas

caracteristicas permitam sua utilizacdo é chamado de retso externo (CEARA, 2016).

Neste trabalho foi considerado o conceito de adgua de reuso como a reutilizacdo de

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

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

“(i) Reuso local ou interno, o proveniente de aguas cinzas a partir de relso
residencial (casa ou prédio) e retso de novos empreendimentos comercias ou néo.
Considerando que segundo Fiori et al. (2005), as &guas cinzas sdo aquelas
provenientes dos lavatérios, chuveiros, tanques e maquinas de lavar roupa e louga;
(if) ReUso externo, o proveniente de dguas negras (esgoto bruto) a partir de estacGes
tratamento de esgoto e que passam na sequencia por estacdes de tratamento de agua
de redso (ETE+ETAR). Considerando que, de acordo com Gongalves (2009), as
aguas negras sdo efluentes provenientes dos vasos sanitarios, contendo basicamente
fezes, urina e papel higiénico ou proveniente de dispositivos separadores de fezes e
urina, tendo em sua composi¢do grandes quantidades de matéria fecal e papel
higiénico, por isto apresentam elevada carga orgéanica e a presenca de solidos em
suspensdo, em grande parte sedimentaveis; (iii) Retso industrial, o proveniente de
aguas a partir de atividades industriais do proprio empreendimento (redso direto

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

As possibilidades de utilizacdo de agua de retso podem ser divididas em duas grandes

categorias: nao-potavel e potavel. As mais proeminentes na categoria de nao-potavel sdo

retso agricola, industrial, municipal e recreacional/ambiental. E na classificacdo como reuso

potavel as principais formas sdo recarga de aquiferos para retso potavel indireto, e fonte de

agua para consumo humano, como relso direto potavel, como ilustrado na Figura 1
(KUBLER; FORTIN; MOLLETA, 2015).

Figura 1 - Classificagdes de agua de reso e principais aplicagdes.

gg A Reuso Potavel
ﬁ Estacao de Indireto: fonte de agua
“Purificagao” potavel (represas,

Direto: diretamente na
rede de agua bruta ou
- o

Reuso Nao-Potavel
Retso Agricola

Retso Municipal
=™ Redso Industrial
.

Melhorias Recreacionais e
Ambientais

aquifero, etc..)

Nota: “Purificagdo” é a palavra que o publico mais facilmente entende e apoia, particularmente para reuso potavel
(baseado em estudos sobre aceitagdo social feitos pela CH2M como parte de varios projetos, incluindo NEWater e o
projeto de reuso potavel indireto em Perth).
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Fonte: Kubler; Fortin; Molleta (2015).

A 4gua de reuso pode ser conceituada como relso indireto ou direto, decorrendo de

acOes planejadas ou nao planejadas (MORAIS et al., 2016). Sendo classificada em:

1) ReUso Indireto

Ocorre quando a agua usada anteriormente, uma ou mais vezes para uso doméstico ou
industrial € descarregada nas aguas superficiais ou subterraneas e utilizadas novamente a
jusante, de forma diluida (WHO, 1973). O relso pode ser adotado de forma planejada ou ndo
planejada:

* Relso planejado: ocorre quando h& conhecimento de que o estd sendo realizado, e
com isso, todos os cuidados necessarios para sua pratica sdo previstos (RODRIGUES,

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

planejada nos corpos de aguas superficiais ou subterraneas, 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 retso objetivado (CETESB, 2018).

* ReUso ndo planejado: normalmente ocorre quando ha o redso indireto, e aqueles que
fazem uso das aguas a jusante dos lancamentos de efluentes, ndo tem consciéncia

desta ocorréncia (RODRIGUES, 2005). Outra forma de definicdo deste conceito é

guando sdo os lancamentos de esgotos (tratados ou ndo) e a coleta a jusante para

tratamento e abastecimento publico, praticados em cadeia, por diversos municipios

(HESPANHOL, 2015).

No mundo em diversas cidades no Brasil e no mundo, por conta da falta de
saneamento, ocorre a pratica de despejo dos esgotos, tratados ou ndo, em corpos hidricos,
estes mesmos servirdo posteriormente como mananciais para obtencdo de &gua para
abastecimento da populacgéo, ou seja, acabam consumindo um tipo de agua de redso indireto
(SOTERO-MARTINS et al, 2021). Esta préatica se trata do conceito de reuso de agua indireto
ndo planejado, sendo reutilizada por diversas vezes, pelas cidades, industrias, agricultura, e
por todas as atividades que necessitam de agua. Mujeriego et al. (2017) mostraram que em
diversas cidades no mundo utilizam agua de reuso de forma indireta ndo planejada

(MUJERIEGO et al., 2017). No Brasil, em geral, regides realizam este tipo de pratica, como €
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0 caso no estado do Rio de Janeiro, que os esgotos sao despejados no Rio Paraiba do Sul, e
depois a estagdo de tratamento de &gua capta &gua no mesmo rio para abastecimento
(MANCUSO e SANTOS, 2013). Nesse caso, 0 Rio Paraiba do Sul também foi afetado com
0s rejeitos de minérios, pelo crime do rompimento de barragens de rejeitos de mineracao nos
municipios de Mariana e Brumadinho, Estado de Minas Gerais (OLIVEIRA, 2019). Outro
caso de retso indireto ndo planejado ocorre no Rio Guandu, Rio de Janeiro, onde a estacdo de
tratamento de agua (ETA Guandu), acaba captando a &gua contaminada e poluida para tratar e
abastecer a populacdo (SOTERO-MARTINS et al, 2021). Embora existam exemplos no
mundo do reuso indireto ndo planejado, também existem exemplos de redso indireto
planejado, como ocorre no estado da California, onde possui uma legislagdo para recarga
gerenciada de aquiferos para fim potavel. A lei estabelece uma retencdo de seis meses da dgua
no manancial, baseada na hipdtese de que cada més de retencdo proporciona a reducdo de
uma ordem de magnitude (99%) de virus (CDPH, 2008). Esta préatica poderia ser avaliada e
adaptada para condigdes brasileiras. O relso indireto planejado também ocorre na cidade de
Catalunha na Espanha, onde acontece o langamento de esgotos tratados no corpo d’agua

(MUJERIEGO et al., 2017).

2) Reuso Direto

Segundo WHO (1973) a modalidade de reuso direto € definida como o uso planejado e
deliberado de esgotos tratados para certas finalidades como irrigacdo, uso industrial, recarga
de aquiferos e agua potavel. E possivel produzir dgua potavel por meio de agua de retiso com
tratamentos avancados de purificacdo da agua, este conceito é definido como a reutilizacdo do
esgoto para fins potaveis sem dispd-lo antes no meio ambiente (MANCUSO e SANTOS,
2013). No entanto, também o relso direto pode ser utilizado na modalidade de reso para fins
ndo potaveis para uso urbano, industrial e agricola. Neste tipo de reiso os esgotos séo tratados
com qualidade inferior ao uso potavel e podem ser utilizados para (MANCUSO e SANTOS,
2013):

. Irrigacdo de parques, pragas, jardins, areas verdes publicas e parques esportivos;
. Lavagem de veiculos, ruas e pisos;

. Ornamentacéo, fontes, cachoeiras, lagoas;

. Producdo de concreto;

. Controlar incéndios;

. Descarga de aparelhos sanitarios (aguas cinzas);
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. Processos industriais de resfriamento; Lavagem de equipamentos e instalagdes;
Aplicacdo em processos industriais;
. Irrigacdo de culturas alimenticias, ndo alimenticias, processadas, de forrageiras para

consumo animal e hidroponia.

3) Reciclagem de Agua

Outra forma de redso é chamada de Reciclagem de Agua, segundo a OMS (1973) é
quando ocorre o relso da agua internamente a instalaces industriais, tendo como objetivo a
economia de agua e o controle da polui¢do. Atualmente autores dizem que € a utilizacdo da
agua internamente para outros usos além do industrial (MONTGOMERY, 1985). Entretanto,
Jiménez-Cisneros (2014) define como a utilizacdo de efluentes tratados ou ndo pra 0 mesmo
uso que o0 gerou, ou seja, nao envolve mudanca de uso, por exemplo, a recirculacdo de dgua
em torres de resfriamentos, a utilizacdo de efluentes de esgoto sanitario para alimentar
reatores anaerobios. Segundo Lavrador-Filho (1987) é um relso interno em que recupera 0S
esgotos gerados por um uso para atender ao mesmo uso. E de acordo com Moura et al. (2020)
é considerado um reuso industrial, em que &guas de atividades industriais do prdprio

empreendimento (reuso direto interno) sao reutilizadas.

2.3.2 Importancia da Utilizacdo da Agua de Reliso

O incentivo a utilizacdo da agua de reuso esta incluida dentro dos objetivos do
desenvolvimento sustentivel. Dentre estes estdo, reduzir & metade a proporcdo de &guas
residuais ndo tratadas, e aumentar substancialmente a reciclagem e reutilizacdo segura
globalmente, e o apoio ao desenvolvimento de capacidades para 0s paises em
desenvolvimento em atividades e programas relacionados a dgua e ao saneamento, incluindo a
reciclagem e as tecnologias de retso (PALMA, 2017).

A agua de reuso tem potencial para ser utilizada em diversas atividades como, por
exemplo, na agricultura, na industria, em atividades domésticas, lavagem de carro, limpeza
urbana, rega de canteiros (ABNT, 1997). Um dos possiveis beneficios do uso da agua de
re(so é o emprego na agricultura, que é a atividade econdmica do pais que mais demanda

agua, e devido a escassez das fontes de agua para esta atividade em diversas regides do pais,



30

seria uma alternativa para enfrentamento desse problema. Além disto, a d4gua de relso
representa uma alternativa para diminuir a pressdo da demanda sobre os mananciais
(URKIAGA et al., 2008).

Paises no mundo tém utilizado dgua de retso para diversas aplicacdes. E na agricultura
paises tem utilizado como Chipre, Israel, Estados Unidos, México, China, Jordénia, Turquia,
Espanha, Franca, Grécia, Italia, Portugal, Australia. Sdo paises populosos, porém possuem um
historico de escassez hidrica. E com a crescente demanda de agua pela populacdo, uma das
formas de obtencdo de agua € o uso de esgotos tratados e ndo tratados, que é utilizado
principalmente na agricultura e na conservacao paisagistica. Adotam estas medidas também,
pois outro objetivo é diminuir o volume dos esgotos produzidos pela populagdo, sendo ideal
ser contabilizado, tratado e reintroduzido com seguranca sanitaria nos mananciais de agua
para futura utilizacdo (MOURA et al., 2020).

Além disto, diversos paises como Estados Unidos, Israel, Cingapura e Europa estéo
transformando a &gua de Relso em &agua potavel com a utilizagdo de tecnologias de
membranas, porém sdo necessarios altos investimentos para a obtencéo deste produto.

O interesse em utilizar a &gua de ReUso nas praticas agricolas 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 opcéo importante, pois pode reduzir a
quantidade de residuos pelo lancamento do esgoto tratado nos corpos hidricos, permitindo a
utilizacdo mais racional dos recursos hidricos, e sendo uma fonte alternativa de agua
disponivel (MARTINEZ et al., 2013). Com isto, 0 uso deste recurso pode se tornar importante
ferramenta na gestdo da agua, e contribuir para transformar a imagem negativa do esgoto em
uma préatica economicamente e ambientalmente segura, no sentido de preservar 0S recursos
hidricos (HESPANHOL, 2002). A utilizacdo da 4gua de Relso pode representar uma fonte de
agua e de nutrientes disponiveis para aplicacdo na agricultura, mesmo durante os periodos de
seca (SHAER-BARBOSA et al., 2014).

No Brasil a Companhia de Saneamento Béasico do S&o Paulo (Sabesp) utiliza agua de
re(so para a indastria (SABESP, 2019), e a concessionéria responsavel pelos servigos de
saneamento basico dos municipios de Cabo Frio, Bazios, Iguaba Grande, Arraial do Cabo e
Sdo Pedro da Aldeia — Rio de Janeiro (PROLAGOS), vem utilizando este tipo de 4gua para
algumas atividades como rega de grama e atividades industriais (PROLAGOS, 2019).

Além disso, a utilizacdo de agua de redso pode ser uma fonte de criacdo de
empregos, renda, e economia de recursos financeiros para 0os municipios (ASSANTI,

2020). E no Brasil, por exemplo, onde o setor da agricultura possui o maior poder
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econdmico (MOURA et al., 2020), com a utilizacdo de agua de redso, pode-se ter uma
economia na préatica agricola, pois ao invés da compra de &gua potavel, poderia ser
produzida e utilizada agua de re(so para irrigacdo na agricultura. Em municipios, onde
existe uma estacdo de tratamento de esgoto (ETE), o planejamento de producéo de agua de
reiso se torna mais fécil, tendo menor custo, e pode diminuir custos para a sua
implementacdo. Em médio e longo prazo, com a produgdo e uso de &gua de relso, teria
retorno financeiro ao municipio, no sentido de utilizar uma fonte alternativa de 4gua com
custo menor (ASSANTI, 2020). O retorno econdmico 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 distancia de
110 km no estado do Rio de Janeiro, por exemplo, entre o produtor de agua de redso e o
comprador desse tipo de agua, possui vantagem econdmica da compra de agua de reso ao
invés da compra de agua potavel. O preco de agua de retso no Rio de Janeiro chega ser 11,8
vezes inferior ao preco para compra de agua potavel, na cidade existem duas ETES que
produzem agua de reuso, que sdo as ETEs Alegria e Penha.

Entretanto, esta alternativa é questionavel, se a analise da qualidade sanitaria da agua
de reuso for realizada por técnicas tradicionais que avaliam apenas os coliformes totais e a
Escherichia coli (E. coli), pois micropoluentes de dificil deteccdo, como virus e produtos
quimicos tém 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
agua, sendo importante a realizacdo de pesquisas com relacdo a qualidade da agua de redso
para prevenir problemas a salde publica e a0 meio ambiente. Para tanto, se faz necessaria a
criacdo de normas para regulamentar o relso de aguas residudrias, a determinacdo de
pardmetros de andlise para garantir a qualidade da &gua e a criacdo de um arcabouco legal
especifico a fim de que esta solucdo ndo se transforme em outro problema, disseminando
doencas e comprometendo a saide humana (ALMEIDA, 2011). Pois dependendo da origem e
do tratamento empregado para a producdo da agua de re(so pode ser ou ndo segura para a
salde humana e ambiental (MOURA et al, 2020).

Cabe ressaltar que estudos de revisdo da literatura mostram que em regides mais
desenvolvidas os empreendimentos de reuso normalmente sdo de grande porte, com
tecnologias mais avancadas, objetivando menores riscos associados a pratica. Nestes paises,
nem sempre 0s casos de reliso estdo associados a escassez hidrica, mas pelo desenvolvimento
social e econdmico da regido. Enquanto que em paises menos desenvolvidos, esta pratica

normalmente envolve usos menos nobres e tecnologias mais simples para tratamento do
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efluente que serd reusado. E geralmente aplicam o re(so, quando se encontram em situagdo de
escassez hidrica (SILVIA; SANTOS; SANTOS, 2016).
Contudo a utilizacdo da agua de redso ainda pode enfrentar o problema do preconceito

por parte da populacdo, no entanto:

“A agua deve ser julgada por sua qualidade, e ndo por sua origem, portanto, sob o
ponto de vista estritamente de tecnologias existentes, pode-se afirmar que é possivel
converter todo o efluente de uma industria ou cidade em agua de alta qualidade que
pode ser amplamente reutilizada.” (VALLERO, 2015).

Para a conscientizacdo da populacdo, a mesma deve aumentar o conhecimento sobre o
tema e sobre 0s processos de tratamentos para a producdo da dgua de relso. Em paises como
Singapura, projeto NEWATER, e nos EUA, Denver, estes possuem um centro de visitantes
com o objetivo de mostrar as formas de tratamento da dgua de retso produzida pelos mesmaos,
e com isto conscientizar a populagdo de que as formas de tratamento produzem uma agua
segura de ser utilizada para os fins que se propde. Com o aumento da aceitacdo popular,
consequentemente ocorrerd o aumento de utilizacdo de agua de reldso no decorrer dos anos
(KUBLER; FORTIN; MOLLETA, 2015).

A educacdo ambiental deve propor o debate com a sociedade de modo que evite o
preconceito do uso desse tipo de agua, como também o conhecimento seguro por parte da
populacdo, para ter a seguranca sobre a qualidade sanitaria desse subproduto do esgoto
tratado. Vale ressaltar que em diversos paises, como Estados Unidos (EPA, 2004), Israel
(FRIEDLER, 2001) e paises europeus (MONTE, 2007), a tecnologia empregada na producdo

de &gua de redso € tdo avancada que este tipo de agua se torna potavel.

2.3.3 Reuso Agricola

O reGso da agua para a irrigacdo na agricultura remete a Grécia antiga (3000 a 1200
a.C), sendo os primeiros registros conhecidos sobre este tema. Estdo associados as
construgdes dos sistemas de esgoto dos palacios e das cidades antigas da Civilizagcdo Minoica,
na llha de Creta (FELIZATTO, 2001). Atualmente, no Brasil e no Mundo, observam-se
varios exemplos da utilizacdo de dgua de retso na agricultura. A regido semiarida do Nordeste
no Brasil é a que mais utiliza 4gua de reGso para a irrigacdo da agricultura. E uma regifo

caracterizada por apresentar longos periodos de seca, temperatura elevada, alta taxa de
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evaporacao, e deficiéncia hidrica no solo para a agricultura, e por isto utiliza a 4gua de reiso
na agricultura para obter fonte de dgua para a cultura das vegetacdes, estas que sdo fontes de
renda para a populacéo e também de alimento para o gado e outros animais. Além disto, esse
recurso hidrico alternativo também atenua o problema da escassez hidrica no semiarido
brasileiro, para utilizacdo em outros fins, como limpeza de quintais, e uso em descargas dos
vasos sanitarios (MANCUSO e SANTOS, 2013; SOUSA et al., 2003).

Israel é um pais que tem uma atuacdo importante no redso de dgua para a irrigagéo,
assim como a Tunisia, Chipre e Jordania (ANGELAKIS e BONTOUX, 2001). Mais de 60%
do volume total do esgoto urbano de Israel vem sendo reutilizado na irrigacdo de plantagdes,
jardins publicos e revitalizacdo de rios. O estudo realizado pelo projeto da regido de Dan,
sobre a viabilidade de conversdo do deserto de Neguev em area fértil e produtiva para a
agricultura, por meio do aproveitamento das aguas residudrias estd proporcionando o
adiamento dos grandes investimentos feitos para dessalinizacdo da agua do mar (VOMERO et
al., 2000).

No Meéxico, o retso de agua € uma atividade difundida. De acordo com Galan (2006),
no Mundo, o pais mexicano s6 perde para a China no que diz respeito a utilizacdo de aguas
residuarias na agricultura, sendo que 83% do efluente recuperado é utilizado na irrigacéo,
10% em atividades urbanas e 7% na inddstria. Segundo Tomaz (2001), o México foi o
primeiro a realizar projeto de retso de agua utilizando esgoto sanitario na agricultura. Em
todo o pais, segundo dados de 1995, sdo irrigados 257.000 hectares com vazdo de 102m3/s,
correspondendo a 8.812.000.000 L/dia. A utilizacdo das aguas residudrias na agricultura teve
seu inicio no Vale do Mezquital, localizado na bacia vulcanica central do altiplano México,
no final do século XIX, tendo sido utilizado um volume de 1.356 milhGes m3 de esgotos
tratados a cada ano, correspondente a 43 m3/s, sobre uma area de 70 mil hectares, onde se
encontram 45 mil familias de agricultores (LEON e CAVALLINI, 1999).

Dos efluentes tratados em sistemas de reuso na Arabia Saudita, cerca de 130 mil
m3/dia, 91% sdo destinados ao relso agricola, 7% para sistemas de refrigeracdo no setor
industrial e os demais 2% para re(so urbano. A proposta de estratégia para o desenvolvimento
de Riad, capital do pais, é que no ano de 2021 aproximadamente 50% do re(so de agua seja
destinado ao setor urbano (LEWIN et al, 2002). Em 2001, no Chipre, eram utilizadas cerca de
16 milhdes de m3 de aguas residuarias tratadas, principalmente na capital do pais (Nicosia).
Nesta, aproximadamente 11 milhdes de ms3/ano sdo reutilizados na agricultura com a
finalidade de destinar 40 volumes de agua de fontes convencionais para atender as demandas

domésticas e industriais, que necessitam de dgua com qualidade sanitaria melhor (AEMA,
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2001). No continente europeu, a agricultura também é o maior alvo das aguas residuarias.
Entretanto, a pratica de retso urbano ndo potavel e industrial € uma realidade em varios
paises, que exercem essa pratica de maneira extensiva.

Nos Estados Unidos, diversos exemplos de retso de agua na irrigacdo sédo conhecidos,
como por exemplo, na cidade de Bakersfield localizada no Estado da California. Nesta cidade,
efluentes domeésticos sdo empregados na irrigacdo desde o ano de 1912, nas formas de esgoto
bruto, efluente priméario e atualmente na forma de efluente secundario. Numa fazenda em
Lubbock, Texas, se utiliza efluentes secundarios na irrigacdo desde o ano de 1938. Em
Orange County, Florida, um projeto chamado de CONSERV Il vem fornecendo, desde 1986,
agua residuaria para irrigacdo. Na cidade de Monterey County, California, em uma estaca
com capacidade de 110 mil m®/d, a &gua que passa por filtracdo e desinfec¢cdo € empregada na
irrigacdo de plantacbes que sdo comidas cruas, como alface, brocolis e morangos, apds a
seguranca desta pratica ter sido comprovada através de estudos (KUBLER; FORTIN;
MOLLETA, 2015). Em 2010, na Florida, foram reutilizados cerca de 2,5 milhdes m3d de
efluente tratado. Mais da metade desse volume foi destinado a irrigacdo e paisagismo (NRC,
2012).

A utilizagdo de &gua de reuso traz diversos beneficios a agricultura como fonte de
nutrientes que auxiliam o crescimento de cultivos e de &gua, entretanto deve-se ter seguranca
da qualidade sanitaria para ndao prejudicar a saide humana e ambiental. A agua de reliso pode
conter micropoluentes, tais como produtos quimicos e microrganismos, podendo oferecer
riscos a saude publica e ambiental. Ao aplicar este recurso no solo, sem critérios agrondmicos
e ambientais, a agua de reGso pode se infiltrar até atingir o lencol freatico; pode ser
incorporado pela vegetacdo, ou para a atmosfera pela transpiracdo; pode ser incorporada ao
solo, por rea¢des quimicas ou na forma de umidade, podendo ser transitoria ou permanente;
ou pode ser evaporada diretamente para a atmosfera (MANCUSO e SANTOS, 2013). No
entanto se a irrigacdo for feita de forma planejada e de forma segura, pode trazer beneficios
como nutrientes e agua para plantas, reducdo do uso de fertilizantes (ERTHAL et al., 2010).

Estudos realizados para verificar os feitos da utilizacdo da 4gua de retso na microbiota
do solo, que podem ou ndo beneficiar estes organismos do solo, variando de acordo com a
quantidade aplicada e composigdo da agua de retso. Quando aplicada em alta quantidade e
possuir uma grande carga de nutrientes como fosforo e nitrogénio, patdégenos, metais pesados
e antibioticos, o solo ndo consegue realizar a sua fungdo de reciclabilidade, e assim pode
alterar as caracteristicas do solo (MATOS, et al., 2004; LIU et al., 2013).
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Alves et al. (2008) mostraram que a utilizacdo de agua de rediso no solo provocou uma
diminuicdo na densidade de microrganismos em relagdo a andlise inicial, sugerindo que 0 uso
continuo de &gua de retso no solo tenha modificado progressivamente as caracteristicas
fisico-quimicas do solo e tenha sido prejudicial a sobrevivéncias dos organismos vivos.

De acordo com Guidolin (2006), e Erthal et al. (2010), o reuso agricola, sendo
realizado de forma adequada possui varias vantagens sob a oOtica econémica, social e
ambiental. Alguns exemplos sdo: a recuperacdo e economia de agua, tendo em vista que o
consumo médio per capita de adgua é de e 110 litros/pessoa/dia (ONU, 2015); a reducéo dos
custos da producéo agricola com fertilizantes quimicos; a maior fertilidade dos solos através
das incorporagdes de matérias organicas presentes nos esgotos brutos, de nutrientes esséncias
aos vegetais, como o nitrogénio, fosforo e potassio; Aumento da producdo agricola (EPA,
2012).

A prética de reuso agricola assume grande importancia, devido a fatores como:

“dificuldade crescente de identificar fontes alternativas de &guas para irrigacéao;
custo elevado de fertilizantes; a seguranga de que os riscos de salde publica e
impactos sobre o solo s&o minimos, se as precaucdes adequadas sdo efetivamente
tomadas; os custos elevados dos sistemas de tratamento, necessarios para descarga
de efluentes em corpos receptores; a aceitacdo sociocultural da pratica do redso

agricola; o reconhecimento, pelos 6rgdos gestores de recursos hidricos, do valor
intrinseco da pratica.”(HESPANHOL, 2002, p. 81).

2.4 NORMATIZACOES SOBRE A QUALIDADE SANITARIA DA AGUA DE REUSO
PARA FINS AGRICOLAS

2.4.1 NormatizacOes Brasileiras

No Brasil ainda ndo ha uma legislacdo federal especifica de agua de reuso, que
estabeleca os critérios e parametros de avaliacdo da qualidade sanitaria para a agricultura,
como os bioldgicos e os fisico-quimicos. Isso reflete a uma baixa maturidade do sistema
brasileiro quanto ao controle de poluentes hidricos e aproveitamento de aguas residuais.

Atualmente no Brasil, assim como ocorre para dgua de redso, em normativas como na
Portaria de Consolidagdo n° 5 de 2017 (BRASIL, 2017), e nas Resolugcbes CONAMA
357/2005 (BRASIL, 2005) e 396/2008 (BRASIL, 2008), que tratam da qualidade das aguas
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potével, superficiais e subterrneas, respectivamente, os pardmetros para avaliacdo da
qualidade de aguas também se encontram deficitarios. Estas ndo possuem pardmetros
importantes suficientes para avaliacdo da qualidade sanitaria da &gua para consumo humano, e
que deveriam estar contemplados, como por exemplo, 0s contaminantes quimicos. Dentre 0s
poluentes quimicos que sdo lancados nos corpos hidricos diariamente no Brasil, apenas cerca
de 7% (27) de aproximadamente 380 poluentes, contém seus valores maximos permitidos nas
legislacBes brasileiras, Portaria de Consolidacdo 5/2017 e/ou nas Resolucbes CONAMA
357/2005 e 396/2008. Além disto, a producdo destas substancias quimicas € mais rapida do
que o tempo de estudos dos testes toxicoldgicos sobre 0s impactos que estas podem causar a
salide humana e ambiental. Ademais, ndo sdo considerados nas mesmas leis os interferentes
enddcrinos nos padrdes de qualidade sanitaria da agua, assim como ndo consideram os efeitos
estrogénicos dos poluentes, pois se fossem considerados os valores maximos permitidos
deveriam ser até mil vezes menores que os valores atuais nas normativas vigentes citadas
acima (MONTAGNER; VIDALA; ACAYABAB, 2017).

Dentre as normatizac@es nacionais para aplicacdo de agua de redso existe a Resolugédo
do Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH) n° 54, de 28 de novembro de 2005, que
estabelece modalidades, diretrizes e critérios gerais para regulamentar e estimular a pratica de
retiso direto ndo potéavel de dgua, em todo territério nacional. E traz em seu Art. 3° sobre as
modalidades do relso direto ndo potavel de agua, e dentre estas uma modalidade se refere ao
uso para a agricultura: “II - reuso para fins agricolas e florestais: aplicagdo de &gua de reuso
para producdo agricola e cultivo de florestas plantadas” (BRASIL, 2005). Esta normativa
apenas estabelece a modalidade de utilizacdo de dgua de re(so na agricultura, porém ndo traz
0s parametros de qualidade para relso agricola.

Em 16 de dezembro 2010 a Resolugdo CNRH n° 121 estabeleceu as diretrizes e
critérios para a pratica de retso direto ndo potavel de 4gua na modalidade agricola e florestal,
incentivada pela Resolucdo CNRH no 54, de 28 de novembro de 2005. Nesta normatizagéo
possui informacdes especificas sobre a utilizacdo de agua de reliso na agricultura e em cultivo
de florestas plantadas. No entanto, ndo trata sobre os padrdes para a avaliacdo da qualidade
sanitaria da agua de reiso para a agricultura, apenas diz que “as caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas para a agua em todos os tipos de reuso para fins agricolas e florestais
deverdo atender os limites definidos na legislagdo pertinente” (BRASIL, 2010). Para a
caracterizagdo e monitoramento peridédico da agua a lei recomenda que seja realizado de
acordo com os critérios do 6rgdo ou entidade competente, que no caso € o produtor da agua de

ret1so o responsavel, e que observe: a natureza da agua de reuso; a tipologia do processo de



37

tratamento; o porte das instalagdes e vazdo tratada; a variabilidade dos insumos; as variagoes
nos fluxos envolvidos; o tipo de cultura. Nesta norma € apresentado que a utilizacdo da agua
de reuso para fins agricolas e florestais ndo pode oferecer riscos ou causar danos ambientais e
a saude coletiva. No entanto, em caso de acidente ou impacto ambiental que comprometa os
demais usos da agua no entorno, devido a aplicacdo da agua de relso, o 6rgdo ou entidade
competente e o respectivo Comité de Bacia Hidrogréfica, deve ser informado imediatamente
pelo produtor, manipulador, transportador e ou responsavel técnico. No art. 6° da legislacéo
diz que “as concentragdes recomendadas de elementos e substancias quimicas no solo, para
todos os tipos de reGso para fins agricolas e florestais, sdo os valores de prevencdo que
constam da legislagdo pertinente” (BRASIL, 2010). Além disso, recomenda que o solo que
recebe a dgua de retso também deve ser caracterizado e monitorado periodicamente de acordo
com critérios definidos pelo 6rgao ou entidade competente, sendo o produtor da agua de reiso
o responsavel. Os métodos de analises da dgua e do solo devem atender as normas nacionais
que disciplinem a matéria (BRASIL, 2010). Esta legislacdo ndo deixa claro sobre quais sdo as
legislacBes pertinentes que devem ser acessadas para verificar os métodos de analises da agua
e do solo, e sobre os limites maximos permitidos dos parametros fisicos, quimicos,
bioldgicos. Entretanto, acredito que a Resolucdo CNRH n° 121/10 esteja se referindo a
parametros e métodos que estejam na legislacdo sobre agua potavel estabelecida na Portaria
de Consolidagdo 5/2017 e normativas regionais, pois ndo existe legislacdo nacional, sobre a
qualidade sanitaria do solo, apenas leis pontuais como a Lei n® 7666 de 28 de agosto de 2017
(R10 de JANEIRO, 2017), do Estado do Rio de Janeiro, que estabelece valores de referéncia
de satde ambiental para a qualidade das areias utilizadas em parques, pracas, tanques, clubes,
creches e escolas para fins de lazer, recreagéo e atividades educativas, esportivas e culturais,
em areas publicas e privadas do estado do Rio de Janeiro. Enfim, fica evidente que € uma
normativa nacional que esta incipiente e precisa fornecer mais informacdes e estabelecer o0s
parametros e métodos para avaliacdo da qualidade sanitaria da agua de redso e do solo que a
recebe para a agricultura e para cultivo de florestas plantadas.

No Brasil existem poucas regulamentagdes sobre agua de reuso com padrdes de
qualidade sanitaria, o que dificulta a utilizagdo deste recurso hidrico com seguranga no
territorio brasileiro, sem causar riscos para a saude coletiva. Foram encontradas apenas
normativas pontuais de alguns estados brasileiros, que contém os parametros de qualidade
microbioldgicos, fisicos e quimicos de agua de redso para a agricultura, sdo estas as leis:
Norma da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 13969/97 (ABNT, 1997);
Resolucdo Estadual do Conselho Estadual de Recursos Hidricos (CONERH) da Bahia n° 75
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de 2010 (BAHIA, 2010); e Resolucéo do Conselho Estadual do Meio Ambiente (COEMA) do
Ceara n° 2 de 02 de fevereiro de 2017 (CEARA, 2017).

A Norma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 13969 de 1997,
que dispde sobre “Tanques sépticos - Unidades de tratamento complementar e disposi¢édo
final dos efluentes liquidos - Projeto, construgdo e operagdo”, ndo trata especificamente sobre
agua de relso, porém traz alguns padrGes para utilizacdo na agricultura (ABNT, 1997).
Fornece instrucBes para “relso de agua servida” ¢/ ou de esgotos tratados para o Brasil, além
disto, a normativa define parametros de avaliacdo da qualidade da agua de reuso de acordo
com a classe de uso, seja para lavagem de carros, lavagem de pisos, uso em vaso sanitario e
rega de hortalicas. Nesta, a utilizacdo de agua de reuso para irrigacdo da agricultura se
caracteriza como reuso local, que se trata da reutilizacdo do esgoto doméstico para fins que
exigem qualidade de agua ndo potavel. No entanto, indica que mesmo realizada a desinfeccédo
da agua de redso, esta ndo deve ser usada para irrigacdo de frutas de ramas rastejantes (por
exemplo, meldo e melancia) e de hortalicas. E permite a rega de cultivos como trigo, milho,
arroz, café e outras arvores frutiferas, por meio de escoamento no solo, desde que tenha o
cuidado que seja interrompida a irrigacdo com pelo menos 10 dias antes da colheita (ABNT,
1997).

Alguns parametros da qualidade sanitaria da agua de relso e diretrizes para irrigagcdo
da agricultura estdo definidas na classe 4 da norma:

“Classe 4: reiso nos pomares, cereais, forragens, pastagens para gados e outros
cultivos através de escoamento superficial ou por sistema de irrigacdo pontual.
Coliforme fecal inferior a 5000 NMP/100 mL e oxigénio dissolvido acima de 2,0
mg/L. As aplicagBes devem ser interrompidas pelo menos 10 dias antes da colheita.”
(ABNT, 1997).

Na Bahia o Conselho Estadual de Recursos Hidricos (CONERH) publicou a
Resolucao Estadual n® 75 de 2010, que estabelece procedimentos para disciplinar a pratica de
retso direto ndo potavel de agua, na modalidade retso para fins agricolas e/ou florestais:
aplicacdo de agua de relso para produgdo agricola e cultivo de florestas plantadas. A lei
utiliza as caracteristicas microbiologicas recomendadas pela OMS para dgua em todos 0s
tipos de retso para fins agricolas e/ou florestais, portanto quantifica os coliformes por
UFC/100 mL, sendo dividido em duas categorias:

e Categoria A (Irrigacdo, inclusive hidroponia, de qualquer cultura incluindo produtos

alimenticios consumidos crus) - 1x10% UFC de coliformes termotolerantes por 100

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

gotejamento, de cultivos que se desenvolvem distantes do nivel do solo ou técnicas
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hidropbnicas em que o contato com a parte comestivel da planta seja minimizado o

limite é até 1x10* de UFC coliformes termotolerantes por 100 mL, ou seja, 10.000

UFC/100 mL.

e Categoria B (Irrigacdo, inclusive hidroponia, de produtos alimenticios ndo consumidos
crus, produtos ndo alimenticios, forrageiras, pastagens, arvores, cultivos usados em
revegetacio e recuperacdo de areas degradadas) - 1x10* UFC de coliformes
termotolerantes por 100mL, ou seja, 10.000UFC/100 mL. Porém, pode ter até 1x10°
por 100mL, ou seja, 100.000/100 mL no caso da existéncia de barreiras adicionais de
protecdo ao trabalhador (Barreiras adicionais de protecdo encontradas em agricultura
de elevado nivel tecnoldgico, incluindo o emprego de irrigacdo localizada e
equipamentos de protecdo individual. Exclui-se desta nota a irrigacdo de pastagens e
forrageiras destinadas a alimentac&o animal). E facultado o uso de efluentes (primarios
e secundarios) de técnicas de tratamento com reduzida capacidade de remocdo de
patdgenos, desde que associado ao método de irrigacdo subsuperficial (neste caso ndo
se aplicam os limites estipulados de coliformes e ovos de helmintos, sendo a qualidade
do efluente uma consequéncia das técnicas de tratamento empregadas).

A lei define ainda outros parametros fisico-quimicos para relso agricola que sao:
cloreto com faixa limite de 100 a 350 meg/L; aluminio até 5 mg/L, arsénio até 0,10 mg/L,
berilio até 0,10 mg/L, boro até 0,5 mg/L, cddmio 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, litio até 2,50 mg/L, manganés até 0,20 mg/L, mercurio até 0,002 mg/L,
molibdénio até 0,01 mg/L, niquel até 0,20 mg/L, selénio até 0,02 mg/L, sédio até 70,0 mg/L,
vanadio até 0,10 mg/L e zinco até 2 mg/L (BAHIA, 2010). Ademais a resolucdo define que o
monitoramento deve ser periddico, com definicdo do periodo pelo 6rgdo competente. E a
aplicacdo em solos agricolas e/ou florestais deve ser obrigatoriamente condicionada a
elaboracdo de projetos que atendam aos critérios estabelecidos pela resolugdo (BAHIA,
2010).

No estado do Ceara foi aprovada a Lei n° 16.033 de 20 de Junho de 2016, que dispbe
sobre a politica de retso de agua ndo potavel no ambito do estado do Ceard, estabelece
critérios para o redso de agua ndo potavel, com o objetivo de viabilizar e estimular a sua acao
no Estado do Ceara. Define as modalidades de relso de agua: para fins urbanos, agricolas,
florestais, ambientais, industriais e na aquicultura. Responsabiliza a Secretaria de Recursos
Hidricos a fiscalizar a gestdo e infraestrutura relativa a agua de retso. A fiscalizacdo da

qualidade sanitéaria da dgua de reuso é de competéncia da Secretaria do Meio Ambiente e da
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Superintendéncia Estadual de Meio Ambiente. Cita que todos os equipamentos, tubulacdes e
instrumentos utilizados com agua de redso, devem ser identificados e diferenciados daqueles
que utilizam agua potavel. Cria um selo de redso para usuarios de agua de relso interno e
externos devidamente licenciados. E compete a Fundacdo Cearense de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — FUNCAP, a responsabilidade por criar um
programa de apoio ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico das praticas de redso de agua.
No entanto esta lei ndo possui parametros de qualidade para avaliacdo da agua de redso
(CEARA, 2016). Parametros de qualidade em relagio a reliso externo para fins agricolas e
florestais no Estado do Ceara podem ser encontrados na Resolugdo do Conselho Estadual do
Meio Ambiente (COEMA) n°® 2 de 02 de fevereiro de 2017, que dispde sobre padrdes e
condicbes para lancamento de efluentes liquidos gerados por fontes poluidoras (CEARA,
2017). Nesta lei, retso externo ¢ “o uso de efluentes tratados provenientes das estacGes
administradas por prestadores de servicos de saneamento basico ou terceiros, cujas
caracteristicas permitam sua utilizacdo”. Os parametros estabelecidos para reliso externo para
fins agricolas e florestais sdo (CEARA, 2017):

e Coliformes termotolerantes: Culturas a serem consumidas cruas cuja parte consumida
tenha contato direto com a agua de irrigacdo, ndo pode ser detectado coliformes
termotolerantes (auséncia). Enquanto que as demais culturas podem conter até 1.000
NMP/100 mL;

e Ovos de geohelmintos: Culturas a serem consumidas cruas cuja parte consumida tenha
contato direto com a agua de irrigacdo, ndo pode ser detectado ovo de helminto. Nas
demais culturas, pode até 1 ovo geohelmintos/L de amostra;

e Condutividade elétrica: até 3000 puS/cm Ill. pH entre 6,0 e 8,5;

¢ Razdo de Adsorcdo de Sodio - RAS: (15 mmolcL-t) /2,

Para a utilizacdo da &gua de reuso para agricultura é fundamental a criagdo de
legislagdo de nivel nacional, para se sejam cumpridas pelos gestores e para evitar riscos a
salde humana e ambiental. A falta de legislacdo traz um desafio para a aplicacdo da &gua de
retso, devido a inexisténcia de orientacdes tecnicas para a implantacdo dos sistemas de redso
e sua fiscalizacdo. A legislacdo federal sobre agua de redso deve possuir a origem da agua de
redso, os padrdes de qualidade sanitaria, bem como as formas de tratamento para producdo da
mesma (MOURA et al., 2020).

Além disso é importante também em uma legislacdo, citar como devera ser 0s

diferentes sistemas de reuso: projetar sistema de abastecimento duplo, um para agua potavel e
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outro para agua de redso; cisternas e reservatorios separados, tubulages independentes
identificadas com cores diferentes. Todo o conjunto deve receber sinalizagdo indicando que

aquela tubulacéo ou torneira fornece agua nao potavel (SOTERO-MARTINS et al., 2019).

2.4.2 NormatizagOes Internacionais

Internacionalmente, existem normatizacfes como as da United States Environmental
Protection Agency (EPA) de 2012, e da World Health Organization (WHQO) de 2006, que
tratam de forma mais completa sobre agua de redso para agricultura, com parametros fisico-
quimicos e bioldgicos, baseados em estudos cientificos, de modo que esta dgua se torne mais
segura para aqueles que a utilizam (HANDAM et al., 2021b).

A OMS reconheceu a importancia de se criar diretrizes sobre a utilizagdo da agua de
re(iso para a prevencao de agravos a saude coletiva em 1971. E em 1989 estabeleceu critérios
de qualidade sanitéaria da dgua de reuso, apos periodos de estudos epidemioldgicos, voltados
para a agricultura e aquicultura, intitulado “Health Guidelines for use of Wastewater in
Agriculture and Acquaculture”. Depois foi realizada uma reunido para revisdo da normativa
que abarcou o uso de aguas residuarias, excretas e dguas cinzas, chamado de “Guidelines for
the safe use of Wastewater, Excreta and Greywater” (WHO, 2006). Quanto aos parametros
microbiolégicos (WHO, 2006) estéo:

“Para a irrigagdo de culturas que sdo ingeridas cruas, campos esportivos e parques
publicos devem ter < 1 ovo de nematdide/L, e < 1000 UFC de Coliformes

fecais/100mL; Para Irrigacdo de culturas cerealiferas, a serem industrializadas,
forragens, pastagens e arboreas devem ter < 1 ovo de nematoide/L.” (WHO, 2006).

A EPA estabeleceu em sua normativa chamada “Guidelines for Water Reuse” (EPA,
2012, pag.131), os tipos de usos possiveis e recomendacdes de parametros de qualidade
sanitaria para reGso agricola. Segundo EPA (2012), a agua deve ter concentragdo de
coliformes termotolerantes de até 200/100 mL, e na irrigacdo de cultivos por aspersdo deve ter
auséncia de coliformes termotolerantes. Para usos em que a agua terd provavel contato direto
ou indireto recomenda-se a desinfeccdo para produzir agua de relso com auséncia de
coliformes fecais e totais detectaveis por 100mL (EPA, 2012, pag.131).

Quanto aos parédmetros fisico-quimicos, de acordo com EPA (2012): o cloreto em
irrigacdo de superficie para valores < 4 meg/L ndo apresentam riscos, de 4 a 10 meg/l o risco
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€ moderado e >10 meq/l o risco é alto; para irrigacdo por aspersdo valores abaixo de 3 meg/I
ndo apresentam riscos e acima de 3 meg/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 irrigacdes em superficie para valores < 3 meg/L nédo
apresentam riscos, e > 3 meg/L apresentam um risco de leve a moderado; faixa de pH é 6,5 -
7,0; cloro residual livre < 4 meg/L ndo apresenta riscos, de 4 a 10 meg/L apresenta risco de
leve a moderado e > 10 meg/L apresentam altos riscos.

O parametro condutividade elétrica EPA (2012), WHO (2006), os valores abaixo de 0,7
dS/m ndo possuem riscos, de 0,7 dS/m até 3,0 dS/m é moderado e valores >3 dS/m sdo de alto
risco. A condutividade elétrica indica indiretamente a concentracdo total de sais na agua, e
geralmente é o pardmetro escolhido para verificar a salinidade da agua (SILVA, 2018).
Quanto maior a condutividade elétrica, maior é o grau de salinidade e a capacidade de
infiltracdo de agua no solo, o que afeta a disponibilidade hidrica para as culturas agricolas
(EPA, 2012).

Outros locais também desenvolveram diretrizes como o Estado da Califérnia, pelo
Departamento de Salde do Estado, que estabeleceu padrGes de qualidade sanitaria para
irrigagdo da agricultura em 1918, intitulada “Wastewater Reclamation Criteria”. Esta exige
que a agua de relso para irrigacdo da agricultura tenha menos de 2,2 UFC/100mL de
coliformes termotolerantes. Atualmente é considerada a normativa mais restritiva e complexa
em relacdo as outras normas sobre retso agricola (HESPANHOL, 2002).

Outro pais que foi um dos precursores da utilizacdo da agua de redso é Israel, que
possui a normativa para a irrigacao de vegetais que podem ser comidos crus, intitulado “The
Environment in Israel 2002”. Neste documento mostra que é permitida a pratica de reuso
agricola, e possui alguns pardmetros de qualidade como sélidos suspensos, DBO, presenca de
cloro e salinidade, mas ndo ha nenhum padrdo quanto a presenga de microrganismos
patogénicos (ASANO, 1998).

O México também possui uma legislagdo para retiso agricola chamada “Mexican
Standard NOM-001-ECOL-1996”, no entanto ndo possui parametros de qualidade sanitaria
(MOURA et al., 2020).

Na Jordania possui apenas parametros fisico-quimicos da agua de reuso para a
irrigacdo 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 retso de agua foi reconhecido em 1991, por meio da norma “Water
Pollution Control Regulations”, permitindo o uso para agricultura, com parametros de
qualidade microbioldgicos e fisico-quimicos (KRAMER e POST, 2001).

2.5 DOENCAS E AGRAVOS POR EXPOSICAO A AGUA DE REUSO CONTAMINADA

2.5.1 Contaminantes Bioldgicos

A avaliacdo da qualidade sanitaria dos esgotos brutos e tratados pelos parametros
microbioldgica em funcdo apenas da presenca ou auséncia de indicadores de contaminacgdo
fecal como coliformes termotolerantes e Escherichia coli ndo é satisfatdria, pois outros
patdgenos como protozoarios e virus podem estar presentes. A presenca de protozoarios,
por exemplo, em recursos hidricos superficiais em varias regides do pais esta relatada na
literatura, mostrando que estes sdo disseminados em diversas fontes de abastecimento de
agua do Brasil (INCT, 2018).

McQuaig, Griffith e Harwood (2012) indicaram que virus entéricos podem estar
presentes na agua mesmo com a auséncia de coliformes totais e de E. coli. Com isto,
possivelmente, pode ter a presenca também de outros microrganismos patogénicos
incultivaveis, sendo capaz de acessa-los apenas pelas técnicas de biologia molecular.

Uma das formas de maior perigo para contaminagdo por patégenos aos consumidores,
assim como aos trabalhadores rurais estdo relacionados a utilizacdo de agua de redso na
irrigacdo de lavouras (WHO, 2006).

No entanto com a utilizagéo de efluentes de esgotos tratados como € o caso da agua de
retso, conjuntamente com a aplicacdo de irrigacdo por gotejamento, este perigo de
contaminagdo se torna menor (MANCUSO e SANTOS, 2013). A transmissdo de doencas é
controlada também por fatores agrondmicos como préatica de irrigacdo utilizada, praticas de
cultura e de colheita (MORAIS et al., 2016; AYRES e WESTCOT, 1991). Assim, a utilizagédo
de a&gua de reuso na agricultura se torna uma fonte de agua alternativa importante,
favorecendo o desenvolvimento social e econdémico dos agricultores nas regides rurais, que

possuem escassez de agua (MORAIS et al., 2016).
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Cairncross e Feachem (1993) fizeram uma classificagdo das doengas relacionadas
ao saneamento ambiental inadequado (DRSAI), que podem ser veiculadas pela agua
contaminada. As DRSAIs ocorrem quando ha falta ou precariedade no saneamento
ambiental e de moradias. Nesta classificacdo possuem as principais doencas infecto-
parasitarias veiculadas pela &gua (CAIRNCROSS e FEACHEM, 1993), e pode ser utilizada
em relacdo a 4gua de rediso também.

A &gua de reuso, assim como outros tipos de dgua como, por exemplo, para consumo
humano e para balneabilidade, se ndo for tratada adequadamente, de forma a retirar
microrganismos e, inclusive, poluentes quimicos (como serd mostrado no item 2.5.2) pode
transmitir doengas e agravos a satde humana e ambiental. Na Tabela 1 se encontram algumas
das doencas relacionadas com o saneamento inadequado (DRSAIs) que podem afetar

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

humanos veiculadas pela agua de retso contaminada, dependendo da origem e da forma de

tratamento para a producdo de agua de reuso.

Microrganismos Patogénicos

Doenca Associadas

Escherichia coli
Campylobacter jejuni/ coli
Legionella spp.
Salmonella typhi/ paratyphi
Salmonella spp.*

Shigella spp.

Vibrio cholera

Yersinia enterocolitica
Adenovirus (40y 41)*
Agente Norwalk
Astrovirus

Calicivirus

Entamoeba spp.*

Giardia spp.*
Cryptosporidium spp.*
Ascaris spp.*

Ancylostoma*

Gastroenterite

Gastroenterite

Doenca Respiratoria

Febre Tifoide

Salmonelose, Gastroenterite (diarreia, vomito, febre)*
Desinteira

Colera

Gastroenterite

Doenca respiratoria, infecgdes oculares, gastroenterite*
Gastroenterite

Gastroenterite

Gastroenterite

Amebiase (desinteira amebiana) *

Giardiase (gastroenterite) *

Cryptosporidiase, diarreia, febre*

Ascaridiase*

Ancilostomiase*

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

2.5.1.1 Marcadores Moleculares Indicadores de Contaminacao Fecal

Os estudos sobre a qualidade sanitaria de amostras ambientais tém utilizado analises

de biologia molecular, por exemplo, a avaliagdo de marcadores moleculares de contaminagéo

pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Com o auxilio de técnicas de

biologia molecular como esta, podem ser identificados microrganismos bioindicadores de

contaminacéo fecal, e dessa forma ficam mais evidentes 0s perigos eminentes, e assim poder
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realizar medidas para a preven¢do da saude humana e ambiental (MCQUAIG et al., 2012;
WOLF et al., 2010).

Os microrganismos que podem ser cultivaveis, 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 ndo consegue identificar muitos microrganismos que nao
sdo cultivaveis. Por meio da biologia molecular é possivel a deteccdo de microrganismos que
ndo sao cultivaveis. Estudos utilizam marcadores moleculares (detectam a presenca dos genes
de microrganismos nas amostras) que podem indicar contaminagdo fecal, assim como a
possivel existéncia de outros microrganismos (SANTOS et al., 2009; AMANN et al., 1995).

A PCR é uma técnica moleculares independente de cultivo, que permite detectar a
presenca de genes marcadores para verificacdo da presenca de microrganismos nas amostras
A realizacdo desse método é feita apds a etapa inicial de extracdo do DNA total da amostra a
ser analisada. A PCR envolve a utilizacdo de oligonucleotideos (primers), que sdo sequéncias
de nucleotideos complementares a sequéncias especificas para amplificacdo, que € a sintese
de milhdes de copias de sequéncias de genes alvos de DNA. Para a PCR sao utilizados
componentes basicos, que sdo enzima DNA polimerase, magnésio, iniciadores (primers), agua
ultrapura, tamp&o. Na metodologia envolvem as etapas de desnaturagdo, anelamento e
extensdo das sequéncias de DNA alvo (YE et al., 2012; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).

Como marcadora molecular, a bactéria coliforme termotolerante, Escherichia coli tém
sido utilizada como bioindicadora de contaminacdo por analises biologia molecular, por meio
da PCR, e usualmente utilizadas em andlises colimétricas. Esse microrganismo € uma
bactéria, que faz parte do grupo dos coliformes termotolerantes, e possuem a capacidade de
fermentar a lactose com producido de acido e gas em 24 horas a 42 °C. E considerada a
principal espécie, mais encontrada, dos coliformes termotolerantes, e também é especifica
indicadora de contaminagéo fecal recente, sendo abundante em fezes humanas e de animais.
Por isso € bastante encontrada em esgotos, efluentes, aguas 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 sdo patogénicas 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 contaminacéo
fecal em amostras ambientais ¢ a Methanobrevibacter smithii (SIDHU et al., 2013), pois é
arqueobacteria anaerdbica, comuns no trato intestinal humano (MCLELLAN e EREN, 2014;
JOHNSTON et al., 2010). E sdo importantes bioindicadoras de possivel presenca de outros
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microrganismos de origem fecal, pois quando saem do hospedeiro é improvavel que consigam
persistir no ambiente (MCLELLAN e EREN, 2014).

A deteccdo de virus também é de fundamental importancia em saude publica, e como
bioindicador de contaminacdo fecal (SILVA et al., 2010), e tém sido utilizados em estudos em
matrizes de esgoto e efluentes como em pesquisa realizada por FONG et al., (2010), pois séo
considerados uns dos mais prevalentes em amostras ambientais e em esgotos (PARASIDIS et
al. 2013). Os adenovirus sdo considerados um dos principais agentes virais encontrados em
amostras ambientais contaminadas, € um dos maiores responsaveis por surtos de
gastroenterite de veiculacdo hidrica no mundo. Fazem parte do grupo dos virus entéricos,
presentes no trato gastrointestinal humano, e por meio da transmissdo fecal-oral podem causar
infeccdes gastrointestinais (BOSCH et al., 2008). Especificamente, os adenovirus sorotipos 40
e 41 humanos (HAdVs), que foram os utilizados como bioindicadores moleculares no
presente estudo, sdo da familia Adenoviridae, género Mastadenovirus (KING et al., 2011),
ndo sdo envelopados, possuem 90 nm de didmetro, simetria icosaédrica, e genoma de DNA
fita dupla (WOLD et al., 2013). Sdo patogénicos, causam doenca respiratoria, infeccdes
oculares, gastroenterites em humanos (EPA, 2012; MENA e GERBA, 2009). Cabe destacar
que a deteccdo molecular de adenovirus ndo significa a presenca de patdgenos vidveis ou
infecciosos, pois a técnica de PCR detecta acidos nucleicos (DNA ou indiretamente de RNA),
podendo detectar apenas um fragmento, e ndo a particula viral (KONEMAN et al., 2014).

Pesquisas vém sendo feitas utilizando bioindicadores moleculares de contaminacgéo
fecal em amostras de agua, como adenovirus 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 Quimicos

Os poluentes quimicos sdo continuamente e diariamente excretados no esgoto, e 0s
tratamentos convencionais ndo foram projetados especificamente para elimina-los, por isto as
estacOes de tratamento de esgoto e de agua ndo conseguem remover completamente estas
substancias (LUO et al. 2014; MIEGE et al., 2008), e estes so lancadas nos recursos hidricos,
afetando a comunidade aquatica, podendo contaminar as fontes para abastecimento de agua da
populacdo (AQUINO et al., 2013). Visto isto, € importante o monitoramento destas
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substancias nos recursos hidricos para poder prevenir maleficios para a salide humana e
ambiental.

A presenca destas substancias em agua tém sido verificada nas ultimas décadas, sendo
uma preocupacdo mundial (SANTOS et al., 2013). Houve uma maior incorporagdo do niumero
de substancias em legislacbes ao longo do tempo no Brasil e no mundo, no entanto é
infactivel contemplar todos os poluentes quimicos que oferecem maleficios a salude em
normatizacdes, pois a velocidade com que se produz e disponibiliza estes poluentes é muito
mais rapida do que a realizacdo de todos os testes toxicologicos (MONTAGNER; VIDALA,
ACAYABAB, 2017). Estes podem afetar tanto os receptores humanos e ambientais atraves de
uma variedade de mecanismos, incluindo disfuncdo enddcrina, citotoxicidade e aumento da
resisténcia aos antibioticos (FENT et al., 2006; PRUDEN et al., 2006, SCARPA et al., 2011).
Os hormonios presentes na agua, por exemplo, podem causar desequilibrios hormonais e
reprodutivos nos seres humanos e nos animais (PESSOA et al., 2012).

Formas de tratamento de esgoto empregadas, e de producdo de agua de redso
inadequadas para a remocao dos poluentes quimicos, permitem a persisténcia destes na agua,
podendo ser encontrados hormdénios e produtos quimicos sintéticos: medicamentos
(analgésicos, antibidticos, reguladores lipidicos, anti-inflamatorios, horménios sintéticos),
substancias utilizadas em produtos de limpeza e higiene pessoal; compostos aplicados na
producdo de resinas e plasticos, além de horménios naturais (AQUINO et al., 2013).

Dentre os poluentes quimicos, grande parte possui capacidade de desregular as
funcBes do sistema enddcrino (desreguladores enddcrinos), causando efeitos adversos para a
satde animal, humana, ou em seus descendentes. Mesmo em baixas concentra¢des (da ordem
de ug L-1 e ng L-1) os poluentes quimicos apresentam risco potencial para a saide humana e
para 0 meio ambiente (GORE et al., 2014; BILA e DEZOTT]I, 2007). Ademais, possuem uma
grande quantidade de substancias quimicas, o que torna um desafio para identificacdo,
quantificacdo, regulamentacdo e, principalmente, para o tratamento dessas substancias
(INCT, 2018).

Os desreguladores endocrinos sao definidos como “um agente exdgeno que interfere
na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminagdo dos hormonios naturais no corpo
que sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e/ou
comportamento” (USEPA, 1998). Os mecanismos dos desreguladores endocrinos s&o:
bloquear a acdo natural desses hormonios (antagonistas); substituir os hormonios naturais do

organismo (agonistas) ocorrendo respostas diferentes e fora do tempo as células; aumentar ou
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diminuir a quantidade natural de hormonios (KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015;
GHISELLI, 2006; SANTAMARTA, 2001).

Neste grupo dos desreguladores enddcrinos destacam-se na literatura as substancias
com atividade estrogénica, estas podem interagir com receptores de estrogénio e podem
exercer efeito adversos sobre um organismo (GHISELLI e JARDIM, 2007). Segundo Daston
et al. (1997), é conceituada como a capacidade de producdo de respostas bioldgicas
qualitativamente similares aquelas produzidas pelos hormoénios enddgenos, como o 17f-
estradiol.

As principais moléculas encontradas, em aguas residuais e que possivelmente podem
ser encontradas em aguas de reuso, que apresentam alta atividade estrogénica sdo 0s
hormonios naturais estrona (El1) e 17B-estradiol (E2), e o hormonio sintético 17a-
etinilestradiol (EE2), que é a principal substancia ativa do contraceptivo oral (PESSOA et al.,
2012), e alquilfendis e etoxilatos de alcalfenol (TESKE S.S., ARNOLD, 2008). No entanto,
0s estrogénios sintéticos apresentam maior atividade estrogénica em comparacdo com 0S
horménios naturais (SVENSON et al., 2003). Outras substancias também possuem atividade
estrogénica como as utilizadas ou produzidas por industrias, tais como bifenilas policloradas,
pesticidas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, ftalatos, alquilfendis, e tém sido
encontradas em aguas naturais e esgoto (bruto e tratado) (GHISELLI e JARDIM, 2007).

Para analisar a presenca e quantificacdo de substancias com atividade estrogénica em
amostras de adgua, Routledge e Sumpter (1996) desenvolveram um método de anélise in vitro,
gue é o método empregado no estudo. Essa técnica utiliza a levedura Saccharomyces
cerevisiae geneticamente modificada. Este ensaio permite a identificacdo de substéncias
quimicas que sdo capazes de interagir com o receptor de estrogénio humano e elucidar uma
resposta estrogénica. O método conhecido por YES (Yeast Estrogen Screen) vem sendo
largamente empregado devido a rapidez, a reprodutibilidade e a sensibilidade.

Antes das andlises de atividade estrogénica em amostras de agua é preciso fazer
previamente a concentragcdo dessas substancias. O método comumente utilizado para
concentracdo é realizado através de cartucho (com matriz adsorvente), pelo método de
extragdo em fase solida (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 satde humana (ASSIS et al., 2017; FREITAS e ARCURI, 2000).
Outros métodos tém sido utilizados para concentracdo de substancias (ANDRADE et al.,
2017; BARTOLOMEU, 2014; BONATO et al.,, 2014; RODRIGUES JUNIOR, 2011;

XAVIER, 2006), que sdo os métodos de liofilizacdo e de centrifugacédo a vacuo, que foram
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testados nesse estudo. Esses possuem principios semelhantes no sentido de preservar a
composi¢do quimica da amostra, apenas a &gua é retirada.

Em relacdo ao método de liofilizacdo, segundo Bartolomeu (2014), o processo é
realizado a baixa temperatura, e esta € mantida durante todo o processo, evitando qualquer
alteracdo quimica das substancias sensiveis ao calor e umidade. Por este motivo, um produto
concentrado por esta técnica mantém inalterado a composi¢do quimica original.

A liofilizacdo € um processo no qual uma substancia é previamente congelada e entdo
a quantidade de solvente (geralmente agua) é reduzida, primeiro por sublimacdo e
posteriormente por dessor¢do, para valores tais que impecam a manutencdo de atividade
biolégica e reacdes quimicas; e passam pelos processos de congelamento inicial,
concentracdes primaria e secundaria (MARQUES, 2008).

De acordo com Terroni et al. (2011) a principal area de aplicacédo da liofilizacao é na
producdo de bio-produtos ndo vivos, como: enzimas, hormoénios, antibidticos, vitaminas,
hemoderivados, anticorpos, vacinas inativadas, farmacos. Xavier (2006) realizou liofilizacdo
para desidratacdo de amostras contendo genisteina, que é o flavonoide da soja, que possui
atividade estrogénica.

Quanto ao método de concentracdo por centrifugacdo a VvAacuo, esse possui uma
tecnologia de centrifugacdo para remover solventes e concentrar amostras, mantendo a
integridade da amostra. Este oferece rapida e eficaz concentracdo e secagem de pequeno
volume de amostras, geralmente empregado para concentrar DNA ou RNA (SPEEDVAC,
2011). As referéncias de centrifugacdo a vacuo, consistem geralmente de amostras de DNA
(BONATO et al., 2014), RNA (RODRIGUES JUNIOR, 2011) e proteinas (ANDRADE et al.,
2017).

Dentre os riscos a saude, diversos estudos tém verificado problemas relacionados a
exposicdo a poluentes quimicos, tais como: canceres (SOTO e SONNENSCHEIN, 2010),
infertilidade em seres humanos e animais (LAGOS-CABRE e MORENO, 2012), feminizacao
de peixes (BARBER et al., 2012), resisténcia bacteriana (KUMMERER, 2009), sindrome do
ovario policistico, diminuicdo da producdo de espermas no homem (TESKE e ARNOLD,
2008).

Dentre os disturbios mentais, estdo incluidos: atencdo transtorno do déficit de
hiperatividade (TDAH) e transtorno do espectro do autismo (TEA), bem como depresséo e
outros transtornos de humor, dificuldades de aprendizagem, fungdo executiva déficits e
transtornos de conduta. Como classe, os PCBs tém as associagbes mais fortes e mais

conhecidas com as doencas neurologicas (GORE et al., 2014).
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Na Tabela 2 se encontram alguns dos agravos a salde humana e ambiental causadas

pela &gua de reliso contaminada.

Tabela 2 - Doencas e/ou agravos que podem afetar a saude humana e ambiental, veiculadas

pela agua de redso poluida por agentes quimicos.

Agentes Quimicos Maleficios para a saide humana e ambiental
Matéria Orgéanica Eutrofizagdo de corpos d'agua

Oleos, gorduras, celuloses, ligninas e etc. Condic¢bes Andxias para ecossistema aquatico
Micronutrientes (B, Ca, Cu, Fe, Mg, Na, Coe Acumulo no solo é tdxico para as plantas e
etc.) para a salde humana

Metais (Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Todxico para plantas, biota aquatica, e para a
Zn e etc.) salde humana

A salinidade no solo pode causar estresse
Sais Inorgénico (Cloridos, sulfuricos, nitratos osmético para as plantas, salinizacdo dos
e etc.) solos, salinizacdo de aquiferos e risco a saude
humana

Residuos Industriais

Defensivos agricolas . . < s
Efeitos cancerigenos, mutacao genética, risco

Quimicos Naturais (Hormonios, para sadide humana (ciano toxinas),
fitoestrogénios e etc.) . bioacumulagdo, txicos para as plantas,
Drogas Farmacéuticas e metabolicas infertilidade em seres humanos e animais?,
(antibidticos, antiepiléticos, analgésicos, feminizacdo de peixes?, resisténcia
anticonceptivos, antidepressivos e etc.) bacteriana®

Produtos de cuidados pessoais (fragrancias,  ajém de varios efeitos nio explorados.
pigmentos e etc.)

Produtos de limpeza doméstica

Fonte: Sanz e Gawlik (2014), adaptado; a — Lagos-Cabré e Moreno (2012); b — Barber et al. (2012); ¢ -
Kummerer (2009).

2.6 PROCESSOS DE TRATAMENTO PARA A PRODUCAO DE AGUA DE REUSO NO
BRASIL E NO MUNDO

As tecnologias de tratamento sdo fundamentais, permitindo a reutilizacdo da agua,
consequentemente ocorre a reducdo da escassez hidrica, e produz recursos hidricos com
qualidade sanitaria para abastecer as popula¢cbes (MANCUSO e SANTOS, 2013). Contudo

possuem atualmente custos elevados para a purificacdo do esgoto, porém com a falta cada vez
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maior de agua, se torna fundamental a utilizacdo de &gua de redso de forma direta, € 0
monitoramento da qualidade da mesma é essencial para que seja um recurso hidrico seguro e
acessivel (LEVERENZ et al., 2011).

As tecnologias de tratamento das aguas necessitam de um conjunto de processos
fisico-quimicos com o objetivo de retirar matéria orgéanica, particulas suspensas e coloidais,
microrganismos e outras substancias prejudiciais & saide humana (LIBANIO, 2010).

Para tanto as Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) e de Agua (ETA) brasileiras
ndo conseguem retirar totalmente os microrganismos e ndo foram projetadas especificamente
para eliminar poluentes quimicos, tornando estas espécies quimicas capazes de serem
transportadas através do sistema de tratamento sem sofrer acdo dos mecanismos de remogé&o.
Geralmente, sdo empregados nas ETES processo primario, secundario e, opcionalmente,
processos terciarios de tratamento. Este Gltimo é utilizado quando se faz necessario um
efluente de melhor sanitaria, como relso de agua, pois ainda consegue remover patdgenos
mais resistentes as etapas anteriores. Mesmo assim, ndo se demonstra eficaz para a total
remocao de poluentes quimicos, como poluentes organicos (LUO et al. 2014).

Uma das formas de tratamento para a producdo de agua de redso é a partir de uma
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) e depois por uma Estacdo de Tratamento de Agua de
Reuso (ETAR). O processo comumente utilizado para tratar o esgoto sanitario passa pelas
etapas de uma ETE da seguinte forma: tratamento preliminar (remocéo de solidos grosseiros,
areia e gordura); tratamento primario (sedimentacao, flotacdo, digestdo do lodo, secagem do
lodo), tratamento secundario (filtracdo bioldgica, lodos ativados, decantacdo intermediaria ou
final, lagoa estabilizacdo aerdbia, remocdo da matéria organica) e tratamento terciario (lagoas
de maturacdo, remocao de nutrientes como fosforo e nitrogénio, filtracdo final, desinfec¢do), e
apos a avaliagdo microbioldgica e fisico-quimica, de acordo com a Resolucdo 357/2005, este
se torna apropriado para retornar ao ambiente. Para o esgoto tratado ser transformado em agua
de redso, 0 esgoto precisa passar por mais etapas de tratamento, que comumente, sdo
realizadas em Estacbes de Tratamento de Agua de Reuso (ETARs) (MOURA et al., 2020;
JORDAO e PESSOA, 2014; OENNING JUNIOR e PAWLOSKY, 2007). Existem diversos
tratamentos nas ETARs, tais como: cloragdo; separagcdo por membranas (microfiltracéo,
ultrafiltracdo, nano-filtracdo e osmose reversa); oxidacdo com ozonio; dioxido de cloro e
peréxido de hidrogénio, adsorcdo em carvdo ativado; troca ionica; destilacdo; eletrolise
reversa e precipitacdo quimica (PROLAGOS, 2018; MIERZWA, 2005; MANCUSO e
SANTOS, 2013; METCALF e EDDY, 2003).
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Segundo a norma NBR 13969/97 da ABNT todos os efluentes que tenham como
destino final o retso devem sofrer desinfeccdo. A &gua de reliso deve passar pelo processo de
desinfeccdo por adicdo de cloro. Os métodos de cloracdo podem ser por gotejamento
(hipoclorito de sodio) e por pastilha (hipoclorito de célcio), ficando a agua em contato com o
cloro por no minimo 30 minutos, contudo no caso de hipoclorito devem ser observadas as
especificacbes encontradas na NBR 11887 (ABNT, 2003). Ao final o periodo da cloragdo, o
esgoto clorado deve conter uma concentracao de pelo menos 0,5 mg/L de cloro livre.

Entretanto, além da cloracdo, a norma recomenda que podem ser feitos outros
processos de desinfec¢do da agua de retiso (ABNT, 1997).

O processo de desinfeccdo mais difundido no Brasil é a cloracdo, por apresentar
vantagens econémicas e favorecer a remoc¢do de microrganismos e compostos quimicos.
Através do tempo de contato do cloro com o efluente é possivel a remocao de horménios 17p-
estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona (PEREIRA, 2011; CHEN et al., 2007), e remocéo e/ou
transformacdo quimica de compostos como sulfametoxazol, bisfenol A, trimetoprim,
acetaminofeno, nonilfenol e triclosan (CHEN et al., 2007; HUBER et al., 2005; ALUM et al.,
2004). A remocdo de hormdnios através da cloracdo esta diretamente relacionada a
concentracdo inicial da substancia, com o tempo de contato e da presenca de cloro residual
livre (PEREIRA, 2011). Em Monterey County (CA), nos Estados Unidos a 4gua de relso para
a irrigacdo de agricultura que sdo consumidas cruas como alface, brécolis, morangos é tratada
por filtracdo e desinfecdo em uma estacdo com capacidade de 110 mil m3/d (KUBLER;
FORTIN; MOLLETA, 2015).

No entanto outras tecnologias sdo mais eficientes para remocdo tanto de
microrganismos como de poluentes quimicos, como é o caso da 0zonizagcdo e processos
oxidativos avangados, que apresentam resultados bem sucedidos também para o tratamento de
aguas residuais contendo produtos farmacéuticos e produtos para cuidados pessoais e
compostos quimicos desreguladores endocrinos (OLLER; MALATO; SANCHEZ-PEREZ,
2011; VIRKUTYTE; VARMA; JEGATHEESAN, 2010). Outra tecnologia para remog¢édo dos
microrganismos e poluentes quimicos da agua sdo os processos de filtragdo com membranas
por microfiltracdo, ultrafiltragdo, nanofiltracio e osmose reversa, que sdo eficientes na
retirada de poluentes inorganicos como, por exemplo, nitrato, arsénico e fltor; e organicos
como, por exemplo, pesticidas, estrogénios (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 construcdo, operacdo e
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manutencdo dos sistemas, o que dificulta a sua implementacdo em paises em desenvolvimento
(PRADO e SATO, 2017)

2.7 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS DO SOLO PARA
USO NA AGRICULTURA

Estima-se que existam mais de 4000 espécies de microrganismos por gramas de solo
(MONTESINOS, 2003), dentre estes estdo bactérias, fungos, protozoarios, algas e nematoides
(HINSINGER et al., 20011), sendo as bactérias os organismos de maior nimero no solo, estas
podem ser encontradas em nimero de 1014 por m? de solo representando a aproximadamente
50 g de biomassa (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). As bactérias sao um dos organismos
responsaveis pela ciclagem de nutrientes no solo para liberacdo as plantas (DOBBELAERE;
VANDERLEYDEN; OKON, 2003).

Um grupo expressivo de bactérias no solo sdo os coliformes, estes sdo, inclusive,
bioindicadores de contaminagdo por fezes nos esgotos domésticos, pois estdo presentes nas
fezes humanas, e indicam outros microrganismos patogénicos como virus e outras bactérias
(CUTOLO e ROCHA, 2000). A concentragéo dos coliformes totais e termotolerantes no solo
tem grande importancia como bioindicadores da existéncia de outros microrganismos
causadores de doencas como, causadores da febre tifoide, febre paratifoide, disenteria bacilar
e cllera (CUTOLO e ROCHA, 2000). Dentre os coliformes estdo as bactérias Escherichia
coli, que conseguem sobreviver e multiplicar-se em temperaturas de 22 a 37 °C por um
periodo de até dois meses no solo (ELVING, 2009). Segundo Mubiru et al. (2000) em solos
umidos 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 sobrevivéncia destas bactérias depende de diversos fatores
como o tipo e a densidade dos microrganismos no solo, condic@es fisico-quimicas do solo,
condicBes atmosfeéricas, interagdes bioldgicas (UNC et al., 2004).

O solo possui uma rica microbiota especializada em processos de mineralizacdo da
materia organica para disponibilizar nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas.
Como o solo é formado por parte organica e inorganica provenientes das rochas e minerais
também, os microrganismos presentes no solo sdo responsaveis pelas rea¢des quimicas para

decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes. Por isto, o solo tem grande
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capacidade de inativar substancias potencialmente prejudiciais ao ambiente, através de

reacOes quimicas e de processos microbioldgicos de decomposicdo (ERTHAL et al., 2010).

“A remog¢@o de microrganismos como bactérias, virus, protozoarios e¢ helmintos
(ovos), contidos nos esgotos, por meio da disposicdo no solo, é efetuada por
sedimentacdo, filtracdo na camada orgénica superficial do terreno e da vegetagéo,
por adsorcao as particulas do solo, por dessecacdo durante os periodos secos, pela
radiacdo, pela predacdo e pela exposicdo a outras condi¢cdes adversas” (MANCUSO
e SANTOS, 2013, p. 383).

Além disto o solo por meio da filtracéo fisica consegue remover microrganismos com
tamanhos maiores que 25 pm (bactérias, helmintos, protozoarios). E no caso dos virus, a
adsorcéo as particulas do solo é eficiente para a remocdo destes microrganismos. Outro fator
importante € a competicdo que ocorre com 0S microrganismos nativos do solo, que
conseguem eliminar os novos que foram inseridos, por meio de esgotos, por exemplo. E
depois de eliminados sdo convertidos em nutrientes ao solo como dioxido de carbono e
amonia. Nas camadas mais superficiais do solo a acdo dos microrganismos decompositores é
mais eficaz por conta dos processos aerébios mais intensivos (MANCUSO e SANTOS,
2013).

As plantas conseguem adquirir os nutrientes do solo mediante o crescimento de suas
raizes que podem interagir com os componentes bidticos e o abidtico do solo como o0s
nutrientes. Esta interacdo se da de acordo com as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
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, virus e helmintos (PASCHOLATI, 1994). As
plantas ndo possuem sistema imunolégico, e possui caracteristica de imobilidade, por isto
desenvolveram em suas células defesas contra patogenos (HAMMOND-KOSACK; JONES,
2000), por meio das suas caracteristicas estruturais que sdo barreiras fisicas; reacOes
bioquimicas e produzem substancias que sao tdxicas ou inibem o patégeno (AGRIOS, 2004).

No ambiente os microrganismos sofrem com as condi¢des ambientais que nem sempre
séo favoraveis aos mesmos, por isso acaba ocorrendo o decaimento natural no ambiente. Com
relacdo ao decaimento bacteriano no solo algumas condi¢6es favorecem como: radiacao solar,
temperatura, condic¢des fisico-quimicas do solo, toxicidade de outras bactérias, predacéo.
Essas condigdes sao variaveis dependendo do clima de cada local, e favorecem o decaimento

natural de bacterias, principalmente, a temperatura e a radiacdo solar (BEDA, 2011). Por isso
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estudos de decaimento de bactérias sdo fundamentais para conhecer o comportamento desses
microrganismos em cada ambiente.

A decomposicdo do material parental do solo e matéria organica resultam em
propriedades quimicas do solo de extrema importancia para fertilidade e fornecimento de
disponibilidade de nutrientes as plantas (SCHOENHOLTZ, MIEGROET, BURGER, 2000).
Os parametros quimicos relativos a fertilidade sdo os teores de nitrogénio, fosforo, potéssio,
calcio e magnésio e os outros sdo acidez, capacidade de troca de ions, matéria organica do
solo, saturacdo bases, entre outros. Um elemento essencial é o nitrogénio, sendo importante
para aumentar o desenvolvimento dos vegetais, pois esta relacionado com a producdo de
novas células e crescimento dos tecidos vegetais, por isto é bastante importante para a
producdo agricola ter a presenca deste elemento no solo (SOUZA e FERNANDES, 2006).
Outro nutriente fundamental as plantas se trata do fosforo, pois estd envolvido com o0s
processos metabdlicos como transferéncia de energia, sintese de acidos nucléicos, glicose,
respiracdo, ativacdo e desativagdo de enzimas (FERNANDES, 2006). Quando o solo esta
acido tem maior capacidade de reter o fosforo, enquanto que em solos alcalinos, a fixacédo
ocorre devido a presenca de calcio, causando baixa eficiéncia na solubilizacdo de fertilizantes
fosfatados (GYANESHWAR et al., 2002).

Nesse sentido, nota-se que as analises fisico-quimicos do solo sdo necessarias para
caracterizacdo e analise do comportamento do solo no longo prazo, tendo em vista que isso
auxilia no uso e manejo do solo, além de estratégias para corre¢cdo do mesmo (BARRIOS,
COUTINHO, MEDEIROS, 2011).

E necessario salientar que os processos bioldgicos sdo afetados diretamente por muitas
propriedades quimicas. Assim, esses processos juntamente com o0s processos fisicos
determinam se o solo é capaz de fornecer e reter nutrientes, além da mobilidade e
disponibilizagdo de agua. O solo pode apresentar ndo sO boas condigdes, como mas em
virtude da degradagdo em funcéo das acdes antropicas (VEZZANI e MIELNICZUK, 2009).
A degradacdo do solo pode ser ocasionada pela falta de conservacéo, seja pelo mau uso ou
ocupacdo desordenada, o que influenciam gerando problemas como erosdo, poluigéo,
deslizamentos ou assoreamento de cursos d’agua (MUGGLER, PINTO-SOBRINHO,
MACHADO, 2006). Como o solo é considerado um vetor de transmissdo de doencas,
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, ndo ha uma normativa sobre a qualidade sanitaria do solo no Brasil, assim como nao ha
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para utilizag&o na agricultura. Existem apenas legislacGes pontuais normativas regionais como
a Lei n° 7666 de 28 de agosto de 2017, do Estado do Rio de Janeiro, que estabelece valores de
referéncia de salde ambiental para a qualidade das areias utilizadas em parques, pracas,
tanques, clubes, creches e escolas para fins de lazer, recreacdo e atividades educativas,
esportivas e culturais, em areas publicas e privadas do estado do Rio de Janeiro.

Existem indicadores de qualidades do solo que podem ser classificados como fisicos
(CRITTENDEN et al., 2015), quimicos (CHERUBIM et al., 2015), bioldgicos (GARBISU et
al, 2011) e visuais (MELLONI et al., 2008; NIERO et al., 2010), sendo o ultimo um dos
métodos mais simples, pelo fato de apresentarem resultados objetivos e satisfatérios
(ARRUDA et al., 2012). As evidéncias visuais indicam se a qualidade do solo estd ameacada
ou ndo, 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 Ultimo
é um fator definido que é caracterizado pela queda ou arqueamento das plantas, sendo
ocasionado pela flexdo da haste ou ma ancoragem das plantas provocando uma maior
proximidade da planta ao solo (BALBINOT-JUNIOR, 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

Ha grande urgéncia em buscar fontes alternativas seguras de agua para a realizacdo das
atividades humanas frente a escassez de agua para abastecimento pablico, bem como para
promover a sustentabilidade. As préticas agricolas sdo responsaveis pelo grande consumo de
agua doce disponivel no Brasil e no mundo, assim a utilizacdo da agua de reuso na agricultura
pode se tornar uma importante estratégia na gestdo da agua (HANDAM et al., 2021b). Além
disto, a 4gua de relso possui caracteristicas como matéria organica e nutrientes que podem,
com o manejo adequado, trazer beneficios quando aplicados na producdo agricola (EPA,
2013). Este trabalho pode contribuir para uma melhor destinacéo da agua de retso, com dados
sobre a seguranca para uso na agricultura. Trata-se de um estudo pioneiro no Brasil, que
oferece perspectivas para uma mudanca nas politicas publicas voltadas para dguas e efluentes
que pode ser destinado para o agronegocio.

Vale ressaltar que a dgua para ser utilizada no consumo humano deve estar dentro de
padrdes de qualidade sanitaria estabelecidos em leis. Contudo, no Brasil ainda ndo ha uma
legislacdo especifica para adgua de relso, que determine padrdes adequados para avaliar a
eficiéncia do tratamento. A pesquisa pode auxiliar com dados para subsidiar uma legislagéo
nacional de agua de reso para utilizagdo na agricultura, que contenha os padrdes de
qualidade sanitaria, e formas de tratamento para sua producdo. E uma vez implementada a
legislacdo, os Estados deverdo adotar medidas e politicas publicas para produzir e utilizar
agua de reuso, resultando no aumento de adgua para irrigacdo da agricultura, assegurando uma

fonte alternativa de agua segura que nao afete a salde humana e ambiental.
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4 PERGUNTA DA PESQUISA

O emprego da agua de retso na agricultura altera a qualidade sanitaria do solo e a

saude ambiental?
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade sanitaria da &gua de reuso de diferentes origens para uso na

agricultura com finalidade de emprego sustentavel da dgua de efluentes.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar os parametros bacteriologicos e fisico-quimicos das amostras de dgua de reliso
e do solo utilizado;

o Analisar a presenca de bioindicadores moleculares de contaminacdo na agua de reuso
e indiretamente avaliar os efeitos desse tipo de 4gua sobre a microbiota do solo;

o Avaliar o desenvolvimento da planta (hortalica, Petroselinum crispum) durante o
cultivo como bioindicadora indireta da qualidade de nutrientes no solo;

o Avaliar o decaimento de bactérias (Escherichia coli e Salmonella spp.) no solo
irrigado com agua de redso;

o Avaliar a presenca de poluentes na dgua de reiso como resquicio de elementos do

esgoto sanitario.
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6.1 FLUXOGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS DURANTE A METODOLOGIA DO

ESTUDO

Coleta das amostras de Aguas de Reiiso e Potavel

(controle)
l - Avaliagio || Decaimento Irrigacao de Cultivos Avaliacio de
An:_llls’e . da Planta || deE. colie J micropoluentes
Bactel:l?loglca Salmonella Coleta de agua da na agua de
e F’lSl.CO- L spp. no solo “Rega” redso
quimica Altura e i i}
Grau de ——1| Extraciio de DNA
Agua || Solo acamamento | Suplementagao i Substancias
de de bactérias no - . . .
¢ solo PCR para amplificagio || ¢om atividade
Reiso de Adenovirus, estrogénica -
J’ Escherichiacoli e Ensaio YES
Avaliacao Methanobrevibacter
bacteriolégica smithii

|

Eletroforese em gel
de agarose 2%

6.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUA DE REUSO, DE AGUA POTAVEL E DO
SOLO UTILIZADO NOS ENSAIOS

As amostras de agua de relso obtidas foram coletadas de trés procedéncias diferentes,

e por razdes legais ndo foram descritos os nomes das empresas, foram denominadas nesse

trabalho da seguinte forma:

o “Amostra de agua de reuso clorada” — foi a proveniente de uma estacdo de tratamento
de esgoto (ETE) da cidade do Rio de Janeiro, RJ, cujo efluente tratado dentro da ETE

(tratamentos priméario e secundario) foi na sequéncia submetido ao processo de
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cloracdo dentro de carro-pipa da companhia de saneamento (desinfeccdo com o cloro

ocorre em um periodo de no minimo 30 minutos, na concentracdo final de 0,5 ng/L,

conforme Norma ABNT (1997). A amostra foi coletada no dia 15 de marco de 2017.

o “Amostra de agua de reuso polida” — foi a obtida de uma estacdo de tratamento de
agua de reuso (ETAR) da Regido dos Lagos do Rio de Janeiro, RJ, cujo o efluente do
esgoto tratado em ETE (tratamentos primario e secundario), e passou por mais trés
etapas de tratamento (filtrag&o, ultrafiltracdo e osmose reversa). A amostra foi coletada
no dia 22 de novembro de 2017.

o “Amostra de adgua de retso bioldgica” — foi a proveniente de quatro sistemas de filtro
biologico e fisico (quatro residéncias que tinham sistema para tratamento de &guas
cinzas), de projeto de utilizacdo de dgua de retso em agricultura familiar do Estado do
Ceard, essa amostra se caracterizou como uma amostra composta, sendo coletada no
dia 10 de outubro de 2017. Para producgdo desta 4gua de reuso, as aguas cinzas (esgoto
vindos de chuveiro, lavatério, pia de cozinha, tanque ou maquina de lavar, com
excecao de vaso sanitario), passaram por um sistema de filtragem por mecanismos
fisicos (camada de raspa de madeira, areia lavada, brita e seixo) e bioldgicos, sendo a
matéria organica biodegradada por populacdo de microrganismos e minhocas (Eisenia
foetida), em que ocorreu a retirada de poluentes e depositada em reservatorio
(POBLETE, 2010).

E foi coletada e utilizada dgua potavel como controle nos experimentos, proveniente
da agua potavel da torneira do Laboratério de Biotecnologia e Saide 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 agua de relso e de dgua potavel coletadas em
galGes de polipropileno, que possui a composicao de polipropileno, devidamente esterilizados
(sabdo extran 5% enxague 10 vezes, para total remocdo do sabdo; rinsado acetona P.A;
enxaguado 5 vezes com agua deionizada; rinsado com etanol P.A.; enxague 3 vezes com agua
deionizada), para serem utilizados para a irrigagdo dos cultivos.

Para as analises fisico-quimicas foram coletadas amostras de agua de re(so em
garrafas plasticas de 500 mL, e armazenadas em geladeira até 0 momento das analises. Para
analises colimetricas 100 mL de &gua foram coletados em tubos tipo falcons estéreis, e
armazenados em geladeira por até duas semanas. Para a determinacdo da presenca de
substéncias com atividade estrogénica foram coletados 2 litros de amostras em frasco de vidro
ambar, e foram mantidas em freezer -40 °C no laboratorio, para realizacdo das analises. Todas

as amostras foram transportadas para o laboratério dentro de caixa de transporte, contendo
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placa de gelo para melhor conservagdo, no caso de permanéncia de mais de 4 horas em
campo. Vale ressaltar que as coletas das amostras foram por amostragem de conveniéncia,
mas que garantiram trés diferentes tipos classicos de origens de agua de reuso, apenas o tipo
de origem industrial ndo foi considerado nesse trabalho (Figura 2).

Foi utilizado solo comercial da marca Terral (terra preta), proveniente da cidade de
Ihauma, Minas Gerais, MG. Todo o0 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 realizacédo das analises, 0 mesmo foi homogeneizado dentro do saco.

Figura 2 — llustragdo do momento da coleta de uma amostra de &gua de reuso.

Fonte: prépria autora.

6.3 PROCESSAMENTO LABORATORIAL PARA ANALISES BACTERIOLOGICAS E
FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE AGUA DE REUSO

As analises bacterioldgicas e fisico-quimicas das amostras de agua de reuso coletadas
foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Salde e Saneamento
Ambiental (DSSA) da ENSP, FIOCRUZ, e no Laboratorio de Biotecnologia e Salde
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 Analises Bacteriologicas das Amostras de Agua de Re(so

Apols a coleta de agua de reuso foi realizada analise bacterioldgica - niveis de
coliformes totais (CT), de Escherichia coli (EC). A metodologia foi realizada conforme o
Manual da Merck (2010), utilizando o meio de cultura cromogénico 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 diluicbes da seguinte forma: “amostra de agua de relso biologica” -
passou por diluicdo de 1/500, que consistiu de 5 mL de amostra em um falcon contendo 45
mL de agua fosfatada, na sequéncia, uma aliquota de 1 mL desta primeira diluicdo foi
transferida para outro falcon contendo 49 mL de &gua fosfatada, de acordo com Handam et al.
(2020); “amostras de agua de retso clorada e polida” passaram por uma diluigdo de 1/10, que
consistiu de 5 mL da amostra de 4gua em um falcon com 45 mL de agua fosfatada
(HANDAM et al., 2020) (Figuras 3 e 4). Foi retirada aliquota de 10 mL para andlise pelo

método de membrana filtrante.

Figura 3 — Dilui¢des das amostras de agua de relso para analise bacterioldgica.

Dilui¢do em Série

Agua de Reuso 0 L L
"Biologica" - s mL - 1 mL .

10X S00X

45 mL 49 mL

Amostra de dgua - T -

dgua fosfatada
(fosfato monopotassico + cloreto de magnésio)
- ) (] ™
Aguas de Reuso e smL =
"Clorada e Polida" —

l 10X

Y ) 45 mL de dgua tostatada
Amostra de dgua

Fonte: prépria autora.
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Figura 4 — Equipamentos para a realiza¢do da analise bacterioldgica: membrana quadriculada,

meio de cultura, copo para sistema de filtracdo, e bomba a vacuo.

Fonte: prépria autora. -

No momento da leitura 0 meio de cultura cromogénico Chromocult da Merck®
diferencia as colonias, sendo de Escherichia coli com coloracdo azul/violeta, os coliformes
totais com coloracdo salméo/avermelhado. O total de col6nias nas coloragdes vermelhas e
azuis representam a quantificagdo dos coliformes totais. Os coliformes podem ser
identificados pela capacidade do substrato enzimatico de detectar f-D-galactosidase (APHA,
2017), enquanto que E. coli produz as duas enzimas 3-D-galactosidase e R-D-glucuronidase, e
sdo facilmente diferenciadas dos outros coliformes pela coloracdo azul (MANAFI, 2000;
MERCK, 2010) (Figura 5).

Figura 5 — Membrana quadriculada com coldnias de Escherichia coli com coloracdo

azul/violeta, os coliformes totais com coloracdo salmao/avermelhado.

Fonte: prépria autora.
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Os dados da contagem das colonias de coliformes totais e E. coli foram inseridos em
planilna Excel, considerando as diluicbes nos calculos estatisticos que foram realizados
(média e desvio padrdo). A quantificacdo bacterioldgica foi realizada por unidades
formadoras de col6nia (UFC) por mL de 4gua de amostra analisada (HANDAM et al., 2020).

Foi verificado o resultado da analise bacterioldgica da agua potavel, realizado por
Moura (2019), que foi a mesma fonte de dgua potavel utilizada no presente estudo como agua
controle dos ensaios. Este resultado foi comparado com as qualidades sanitarias dos tipos de

amostras de agua de reuso “clorada, polida e biol6gica”.

6.3.2 Procedimentos para Analises dos Parametros Fisico-Quimicos das amostras de

Agua de Relso

As amostras de agua de relso coletadas para as realizacdes dos experimentos do
estudo foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do DSSA/ENSP, FIOCRUZ.

As avaliagBes fisico-quimicas da &gua de reGso foram realizadas de acordo com
Standard Methods for the Examinition of Water and Wastewater (APHA, 2017). Os
parametros fisico-quimicos avaliados nas amostras de agua de retso foram: pH, alcalinidade
total, turbidez, cloro residual livre, nitrogénio nitrito, cloretos, dureza total, condutividade,
fluoreto, nitrogénio nitrato, e sulfato.

Em campo no momento da coleta de agua de retso foram realizadas as medidas de pH
e dosagem de cloro total e residual livre. Os outros pardmetros fisico-quimicos foram
realizados em laboratorio.

As metodologias correspondentes a cada parametro fisico-quimico foram: Titulometria
com indicadores para alcalinidade total; Titulometria com Sal Dissddico de Etilenodiamina
Tetracético (EDTA) para dureza total; Metodologia instrumental para pH; Comparagéo visual
— DPD para cloro total e residual livre; Diazota¢do para nitrogénio 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 andlises fisico-quimicas da &gua potavel
realizado por Moura (2019), que foi a mesma fonte de agua potavel utilizada no presente
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estudo como &gua controle nos ensaios. Este resultado foi comparado com as qualidades

sanitérias dos tipos de amostras de agua de reuso “clorada, polida e biologica”.

6.3.3 Processo de Avaliacdo da Qualidade Sanitaria da Agua de ReUso para Agricultura

de acordo com Normatizacgdes Brasileiras e Internacional

Para verificar a qualidade sanitaria das amostras de agua de relso para a irrigacdo da
agricultura, quanto aos parametros colimétricos e fisico-quimicos, foi verificado o trabalho de
levantamento das normativas nacionais e internacionais realizado por Moura et al. (2020).

Depois, foram verificados e comparados os parametros de qualidade sanitaria
(microbioldgicos e fisico-quimicos) para reuso agricola descritos nas normativas do Brasil e
nas principais normativas dos Estados Unidos, pois estas Ultimas normativas sdo mais
completas quanto a qualidade sanitaria de agua de redso para agricultura. Dessa forma, para
os critérios de elegibilidade utilizados para inclusdo de normativas brasileiras foram
consideradas as normatizacGes dos trés niveis federal, estadual e municipal, em vigéncia até o
periodo de consulta (junho de 2021), e que tivessem descritos parametros de qualidade
(microbiolégicos e fisico-quimicos) para reluso agricola. Foram utilizados os seguintes
descritores: “4gua de reuso e agricultura” e “retiso agricola”, “uso de aguas residuais”. Os
critérios de exclusdao foram as normativas que ndo possuiam parametros de qualidade
microbioldgicos e fisico-quimicos, e que continham os termos e palavras-chave na lingua
portuguesa brasileira “agua de chuva”, “agua pluvial”, “agua reciclada” (HANDAM et al.,
2021b).

As normativas americanas consideradas na compara¢do 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 padrbes de
qualidade foram: Norma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR
13969/97 (ABNT, 1997); Resolugdo Estadual do Conselho Estadual de Recursos Hidricos
(CONERH) da Bahia n° 75 de 2010 (BAHIA, 2010); e Resolucdo do Conselho Estadual do
Meio Ambiente (COEMA) do Ceara (CEARA, 2017) n° 2 de 02 de fevereiro de 2017
(HANDAM et al., 2021b).
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Mediante o estudo mencionado acima, os resultados bacteriol6gicos encontrados nas
amostras de &gua de retso foram avaliados, de acordo com o padrdo nacional existente,
estabelecido na Norma NBR da ABNT 13.969/19997 (ABNT, 1997), classe 4, que define
padrdo de coliformes termotolerantes (Escherichia coli) para retso agricola. E para fins de
comparacao e discussdo, os resultados foram comparados com a Resolucdo Estadual do Ceara
2/2017 (CEARA, 2017), e a Resolucio Estadual da Bahia n° 75 de 2010 (BAHIA, 2010). Os
valores dos padrdes da norma ABNT (5.000 NMP/100 mL) e da Resolucdo do Ceara 2/2017
(1.000 NMP/100 mL) foram convertidas para valores em UFC/mL, considerando que a
quantificacdo em numeros mais provaveis (NMP) é 2,167 vezes maior do que em UFC
(SOTERO-MARTINS et al., 2017), conforme dados estatisticos observados no trabalho de
Gronewold e Wolpert (2008). Portanto, o padrdo de coliformes termotolerantes da Resolucao
do Ceard 2/2017 foi convertido para 4,6 UFC/mL, e da norma ABNT 13.969/97 foi
convertido para 23 UFC/mL. Como o padréo estabelecido na Resolucdo Estadual n° 75 de
2010 da Bahia estd em UFC/100mL, o valor foi convertido para UFC/mL, ou seja, foi
convertido para 100 UFC/mL.

Os resultados das analises fisico-quimicas foram comparados com as normatizacfes
que possuem padrdes dos parametros estudados. Por isso foram utilizadas como referéncias as
normatizagdes estaduais brasileiras - Resolucio estadual do Ceara n° 2/2017 (CEARA, 2017),
e Resolugcdo Estadual da Bahia n° 75/2010 (BAHIA, 2010). Quando nédo existia padrdes
nacionais recomendados para 0s parametros estudados foi utilizada como referéncia a
normativa internacional dos Estados Unidos da América “Guidelines for Water Reuse” da U.
S. Environmental Protection Agency - EPA (EPA, 2012), que possui mais parametros de
qualidade sanitaria de &gua de reGso para agricultura. Estes padrGes podem auxiliar a
elaboracdo de padrdes de qualidade de &gua de reGso para agricultura para a normativa
Brasileira, pois sdo estabelecidos baseados em estudos cientificos. E como ndo haviam
padrdes para reuso agricola dos parametros estudados dureza total, alcalinidade total,
nitrogénio-nitrito e sulfato, utilizou-se como indicadora de qualidade, a lei de potabilidade,
Portaria de Consolidagdo do Ministério da Saude n° 5 de 2017 (BRASIL, 2017). Para o
pardmetro dureza total foi verificada classificagdo do grau de dureza, por meio do documento
da Embrapa “Qualidade da Agua para irrigacdo” (ALMEIDA, 2010), que foi utilizado para

avaliacdo do mesmo.
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6.4 PROCESSAMENTO LABORATORIAL PARA ANALISES BACTERIOLOGICAS E
FISICO-QUIMICAS DO SOLO UTILIZADO NO ESTUDO

As andlises bacteriologicas e fisico-quimicas do solo utilizado no estudo foram
realizadas no Laboratorio de Avaliagdo e Promo¢do da Salude Ambiental (LAPSA) do
Instituto Oswaldo Cruz (10C), FIOCRUZ.

Foi utilizado solo comercial da marca Terral (terra preta), proveniente da cidade de
Ihauma, Minas Gerais, MG. Todo o0 experimento foi conduzido com o mesmo solo
proveniente do fornecedor, da cidade de lhauma, Minas Gerais, MG, do mesmo lote.

Foi realizada analise bacterioldgica do solo (CORREA, 2015), através da técnica de
membrana filtrante (APHA, 2017), usando meio de cultura cromogénico 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
realizacdo do método de membrana filtrante, o solo foi homogeneizado dentro do saco, sendo
retirado 30 g de solo, e em duplicata, foi feita diluicdo inicial em 200 mL de solucdo tampéao
de &gua fosfatada, e depois por diluicdo em série de 1/500, conforme descrito em Handam
(2016). O resultado foi quantificado em Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/g (Figura
6).

Figura 6 — Diluicdo em série do solo para andlise bacterioldgica.

Dilui¢do Inicial s =
Diluigdo em Série

| = o
. SmL - 1 mL e
Solo = : =
|
|
—
10X S00X
30 g amostra de solol 45 mL 49 mL

Amostra de solo em 200 mL de dgua fostatada

(fosfato monopotassico + cloreto de magnésio)

Fonte: prépria autora.
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Foram realizadas analises fisico-quimicas por meio de metodologias adaptadas
baseadas no “Manual de métodos de analise de solo” (EMBRAPA, 2017) (APENDICE A).
Os parametros fisico-quimicos avaliados foram: calcio e magnésio trocaveis, calcio trocavel,
Magnésio trocavel; pH; Nitrogénio amoénia; Condutividade; Acidez trocavel; Saturacdo;

Fosforo; e Matéria organica (Figura 7).

Figura 7 - lustracdes de métodos fisico-quimicos realizados para solo.

Legenda: (A) Matéria Orgénica; (B) Célcio e magnésio trocéaveis; (C) Fosforo; (D) Nitrogénio Ambnia; (E)
Acidez Trocével. Fonte: propria autora.

Foi comparado o resultado bacteriol6gico de acordo com o padrédo estabelecido na Lei
n° 7666 de 28 de agosto de 2017 do estado do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2017). Esta
lei estabelece padrBes de pardmetros microbioldgicos e parasitarios para avaliacdo da salude
ambiental relacionada a qualidade das areias utilizadas para recreagdo no estado do Rio de
Janeiro, ndo sendo especifica para a agricultura. Esta lei foi utilizada, pois ndo ha lei federal
no Brasil sobre a qualidade sanitaria exigida para o solo utilizado na agricultura.

Os resultados das analises fisico-quimicas foram comparados com os valores de
qualidade recomendados pelos documentos da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria
— Embrapa: “Guia Pratico para Interpretacdo de Resultados de Analises de Solo”
(EMBRAPA, 2015), e “Manual de métodos de analise de solo” (EMBRAPA, 2017).
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6.5 PROCEDIMENTOS PARA ANALISES DO EFEITO DA IRRIGACAO COM AGUA
DE REUSO EM SOLO DE CULTIVO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e Saide Ambiental
(BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), para simulacdo, em ambiente controlado, da utilizacdo da dgua de retso em

irrigacao voltada para a agricultura.

6.5.1 Cultivo de Plantas em Laboratoério

Foi elaborado um sistema, construido com estrutura de madeira, com rede elétrica e
hidraulica adaptado para a bancada do laboratorio, com vasos para cultivo de plantas,
contendo irrigacdo por gotejamento e iluminacdo controlada, conforme citado abaixo.

Os cultivos foram realizados com temperatura ambiente controlada através de ar
condicionado (24°C), e foi verificada por meio de termémetro, e foto periodo de iluminagéo
por vaso (300 Lumens, produzidos especificamente por lampada de Led de poténcia 3 Watt)
controlados. De acordo com Rothenberger (2021), a distancia de 30 cm entre a planta e a
fonte de luz, e pelo menos 260 Iimens de iluminacdo é favoravel ao crescimento das plantas.
Os cultivos ficaram 12 horas expostos a iluminacéo direta e 12 horas sem receber iluminacéo
direta (luzes do sistema apagadas).

Os vasos utilizados foram frascos de vidro esterilizados (dimensdes: altura 10 cm,
largura 8 cm, diametro 8 cm), e possuiam uma abertura de 0,5 cm de diametro na parte
inferior, para o escoamento da agua de irrigacdo que passou pelo solo, sendo denominada de
agua de rega. Embaixo de cada vaso foi colocada uma base para apoio para 0 vaso, essa
estrutura era constituida em plastico maleavel, e permitiu o posicionamento do vaso na altura
da torneira, para receber o gotejamento no nivel do solo, e ainda permitiu colocar um
recipiente em embaixo do vaso de cultura, para receber a agua proveniente da rega.

O sistema de irrigacdo foi por gotejamento controlado, direcionado para irrigacdo do
solo dos cultivos. Previamente foi realizado um experimento de padronizacdo de gotas por
segundos, avaliando a umidade do solo. Foi feito calculo de gotejamento realizado com todas

as torneiras gotejando por 5 minutos (1 gota de agua por 40 segundos) e ao final foi realizada
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uma média, e depois foi feito o célculo matematico, regra de trés, para que o valor do
gotejamento seja extrapolado para o dia inteiro de cultivo. O controle do gotejamento de agua
por vaso foi realizado de modo a fornecer 15,59 mL (z 6,22) de 4gua ao longo de 24 horas de
cultivo, sempre mantendo o solo Umido. A cada dois dias de experimento foi feita a
verificagdo para que todas as torneiras estivessem gotejando da mesma forma, de modo a
garantir um volume médio de agua de rega uniforme em todos os vasos, e o volume de agua
dentro do reservatério fosse suficiente para a realizacdo do experimento em batelada
(processo de um conjunto continuo).

Os experimentos foram realizados com o cultivo da hortali¢ca Petroselinum crispum,
popularmente chamada de salsa. Cada vaso continha 320 g de solo comercial da marca Terral
(terra preta), proveniente da cidade de lhauma, Minas Gerais, MG. Todo o experimento foi
conduzido com o mesmo solo proveniente do mesmo fornecedor, da cidade de IThauma, Minas
Gerais, MG, do mesmo lote.

A hortalica salsa (Petroselinum crispum) foi escolhida para os experimentos de cultivo
agricola, devido a sua resisténcia as condi¢cBes ambientais adversas como, por exemplo, a
variacdo de temperatura (entre 10 a 24°C) e iluminacdo (EMBRAPA, 2013). Além disto, 0
cultivo desta planta pode durar de dois a trés anos (ZARATE et al., 2003; FILGUEIRA,
2007). Portanto, a utilizacdo desta planta foi ideal para os periodos que foram conduzidos o0s
experimentos durante a realizacdo do trabalho de avaliacdo das culturas. A salsa ou salsinha,
pertence ao grupo de hortalicas da familia das Apiaceas, e € consumida como um dos
principais condimentos na culinaria brasileira (ESCOBAR et al., 2010).

O sistema para ensaio de cultivo de plantas em laboratdrio foi construido de modo
ficar disposto em duas bancadas do laboratério com as mesmas dimensdes (Figura 8).
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Figura 8 — Dimensé&o do sistema elaborado para o desenvolvimento dos ensaios de cultura de

plantas controlada em bancada de laboratério.

29 cm

42cm |57 cm

-

100 cm

Fonte: prépria autora.

O sistema construido permitiu o cultivo simultaneo de um grupo de dez vasos, cinco
vasos para o grupo experimental (irrigado com agua de redso), e cinco vasos para 0 grupo
controle (irrigado com agua potavel, proveniente da torneira do laboratério). De modo geral, o
sistema montado para acompanhamento do efeito da irrigacdo com agua de reiso em solo
submetido ou ndo ao cultivo foi constituido de:

e 8 mudas da hortalica 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 resolucdo SMA 08/2008, com registro no Ministério da Agricultura (RENASEM
012117/2007). As mudas foram germinadas no proprio viveiro da empresa com a
semeadura de sementes, e foram colhidas para comercializagdo, quando chegam a um
tamanho de mais ou menos 30 cm (AGROMINEIRA, 2014);

e 2 recipientes de vidro com torneira com capacidade para 3,5 litros cada, para o
armazenamento de agua que seria conduzida até o solo dos vasos por gotejamento pelo
sistema hidraulico acoplado;

e 10 vasos de vidro contendo 10 cm de altura, 6,5 cm de didmetro de porcdo superior

aberta, com capacidade para 300 mL;
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e 10 lampadas de LED da marca Led Spot light (300 Lumens, produzido por lampada de
Led de poténcia 3 Watt) com iluminacdo branca fria, ficando disposta uma lampada
acima de cada vaso por 20 cm de distancia da parte superior do vaso;

e 1 Temporizador digital da marca Exatron, para controlar a iluminagdo, que permitiu
realizar os ensaios mantendo 12 horas de iluminagdo continua e 12 horas sem iluminagéo
direta na planta ou solo, pelo sistema. O temporizador foi conectado a iluminacdo da
estrutura para realizacdo dos ensaios simultaneos;

e 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 &gua com as folhas das plantas;

e 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;

e 2 placas de Madeira do tipo Pinus, com as seguintes medidas: 1 metro de comprimento
por 20 cm de largura, para fazer a colocacdo das lampadas de Led (parte de cima da
estrutura);

e 4 placas de madeiras do tipo Pinus com 50 cm de comprimento por 20 cm de largura,
destinadas a sustentacdo das luminarias;

e Pregos e cantoneiras para conectar as madeiras utilizadas para a disposicao das lampadas;

e 10 torneiras do tipo para jardim da marca Plastilit, que foram utilizadas para fazer a

irrigacdo por gotejamento.

Durante os cultivos da hortalica Petroselinum crispum foram avaliadas as condigdes
fisicas do solo, descrita abaixo, a cada dois dias de experimento com o cultivo, e ao final
foram calculadas as médias e desvios padrdo. As condicdes do solo avaliadas foram:

o Peso por gramas de solo (g) - os vasos de vidro foram pesados com auxilio de balanga
(balanca eletronica de precisdo 1kg x 0,29, marca marte cientifica) sem o cultivo, e durante o
experimento foram anotados os pesos encontrados com o cultivo.

o Nivel de compactacdo (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 auxilio de uma marcacéo realizada previamente no vaso de vidro;

o 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 utilizacdo do papel-filtro foi empregada para medir a
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umidade do solo, baseada no principio de que quando o solo Umido entra em contato com o
material poroso do papel filtro, ele adsorve a &gua, 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 ANALISES DE CONTAMINANTES NA AGUA DE
REUSO E AVALIACAO INDIRETA DOS EFEITOS NA MICROBIOTA DO SOLO

As andlises foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia e Saude Ambiental
(BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ).

Para verificar a presenca de contaminantes na agua de redso, e indiretamente avaliar os
efeitos desse tipo de agua sobre a microbiota do solo foi verificada a presenca e auséncia de
indicadores de contaminacdo, 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 extracbes de DNA das amostras de agua de rega,
provenientes dos cultivos de hortalicas Petroselinum crispum irrigados com &gua de relso
“clorada, polida e bioldgica”, assim como dos irrigados com 4gua potavel (controle). Para
isso, no primeiro e apds 15 dias dos ensaios de cultivo de plantas, os vasos foram irrigados
com 80 mL de 4gua de 10 em 10 mL diretamente no solo, assim que o primeiro volume era
absorvido totalmente pelo solo. Para a coleta de dgua de rega, embaixo de cada vaso, no dia
da coleta, foi colocado frasco de vidro esterilizado para receber a dgua de rega que saia pelo
orificio do vaso. Foi recuperado, para realizacdo dos ensaios, volume médio de 60 mL de
amostras de agua de rega (desvio padrdo +17,7), 4gua depois de ter passado pelo solo, dos
vasos regados com agua de reuso e de vasos regados com agua potavel (controle dos
experimentos). Como ndo passavam o mesmo volume de agua de rega em todos 0s vasos, 0
volume minimo coletado foi de 30 mL de agua de rega, portanto para a analise de biologia
molecular por PCR foram utilizados 30 mL de agua de rega de cada cultivo.

Depois das coletas, os 30 mL de amostras de dgua de rega de cada vaso do cultivo,
foram filtrados em um conjunto de quatro membranas de papel filtro (especificacdo técnica do
papel 80 @), para a retirada dos residuos grosseiros, com auxilio de bomba a vacuo.

Posteriormente, o volume filtrado de 30 mL de amostra foi destribuido em microtubos com
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capacidade de 1,5 mL (total de 20 microtubos), e depois as aliquotas dos 30 mL da amostra
foram centrifugadas a 14.000 Xg, por 5 minutos a 25°C, por meio de centrifuga da marca
Eppendorf Centrifuge 5417C. Depois, em cada microtubo, foram descartados 0s
sobrenadantes, e o0s precipitados foram passados para um (nico microtubo, e foram
armazenados em freezer a -20°C até 0 momento da extracdo de DNA da amostra.

As extracdes de DNA das amostras da &gua de rega foram realizadas através do Kit
“PowerWater Sterivex™ DNA Isolation Kit Sample da marca MO BIO Laboratories®
(Catalog n° 14600-S), de acordo com as instrucdes do fabricante adaptadas. O protocolo
completo se encontra descrito no APENDICE B. Foi necesséria adaptacio, pois dentro do Kit
de extracdo ndo estava incluido o filtro Sterivex™, indicado pelo fabricante. Para realizar a
etapa de filtragem indicada pelo fabricante, esta foi realizada conforme esta descrito no item
6.4.2. E todos os reagentes do Kit, e as demais recomendacdes do protocolo do fabricante
foram consideradas para a extracdo de DNA das amostras. Sempre que possivel foi
quantificado o DNA pelo equipamento NanoDrop™ 1000 spectrophotometers (Figura 9), de
modo ter a menor perda possivel de material do ensaio, utilizando para quantificacao apenas 2

pL de amostra.

(=

Legenda: (A) Filtracdo das amostras utilizando membranas de papel filtro 80g com auxilio de bomba a vacuo;
(B) instrumento para centrifugacdo das amostras da marca Eppendorf Centrifuge 5417C; (C) exemplo de pellet
que é acumulado durante a centrifugacdo em microtubo de 1,5 mL; (D) Espectrofotdmetro da marca
NanoDrop™ 1000 para quantificagdo do DNA. Fonte: prépria autora.
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Foram realizadas Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se iniciadores
(primers) especificos de microrganismos associados a contaminagdo hidrica por esgoto
domeéstico (Moura, 2016), que foram: Escherichia coli (E. coli), Adenovirus 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
agua de reuso, realizado por Moura (2019), que foram as mesmas amostras de agua de relso
utilizadas no presente estudo (Figura 10). Nessa Figura 10 mostra os padrdes de bandas
esperados, mostrando a presenca de cada microrganismo indicador de poluicdo, que foram
avaliados ap0s eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo (0,5pug/mL).
Este perfil foi utilizado para comparacdo com os resultados de PCR e eletroforeses das
amostras de “agua de rega” coletadas ap0s 15 dias de irrigacdo com agua de relso nos vasos
planta, que foram dois cultivos irrigados por cada amostra de agua de retso “clorada, polida e

biologica”, totalizando 6 amostras.

Figura 10 — Padrfes de bandas produzidos nas Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) nas
amostras de agua de retso “bioldgica, clorada e polida” (MOURA, 2019), que foram
utilizadas para comparacdo com os resultados de PCR das amostras de agua de rega nos
ensaios de cultivo do presente trabalho.
E. coli Adenovirus PM M. smithii
PM ! PM

———

600=> !

PR—

100 = —

Legenda: Padrdo de bandas mostrando presenca de Methanobrevibacter smithii, com 221 pb; Escherichia coli,
com 600 pb; e Adenovirus, com 137 pb. Peso molecular de 100 kb nos géis de agarose 2%, corados com
brometo de etideo (1 ug.mLY). Fonte: Moura (2019).

Os pares de iniciadores e protocolos das Reacbes de PCR do estudo para cada

microrganismo alvo indicador de contaminacgéo, se encontram nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Iniciadores (primers) que serdo utilizados para amplificagdo dos genes de DNA especificos para Methanobrevibacter smithii, e

Escherichia coli e Adenovirus.

Microrganismo Iniciadores Genes

Sequéncias Bandas (TA)*

Referéncias

Methanobrevibacter

L Mnif-342f
smithii ) nifH
Mnif-363r
o _ uUidA298F
Echerichia coli _ uidA
uidA884R

HAdVF HadV types
HAdV R 40,41

Adenovirus

5'-AACAGAAAACCCAGTGAAGAG-3 291 o
5'-ACGTAAAGGCACTGAAAAACC-3 P

5-AATAATCAGGAAGTGATGGAGCA-

600 pb
5' CGACCAAAGCCAGTAAAGTAGAA- P

3!

5-GCCTGGGGAACAAGTTCAGA-3

137 pb
5' GCGTAAAGCGCACTTTGTAAG-3

52,8°C

58°C

59°C

Sauer et. al. (2011);
Roslev e Bukh (2011);
McQuaig et al. (2009);
Moura (2019)

Sauer et. al. (2011);
Bower et al. (2005);
Moura (2019)

Wolf; Hewitt; Greening
(2010);
Moura (2019)

Fonte: prépria autora.
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Tabela 4 - Protocolos das Reacbes de PCR do estudo para cada microrganismo alvo Methanobrevibacter smithii, e Escherichia coli e

Adenovirus.

Microrganismos

Volume de Reacdo PCR

Protocolos PCR para cada amostra

Referéncias

Methanobrevibacter smithii

Escherichia coli e

Adenovirus

20 uL

20 uL

Agua mili — Q (volume inicial 3,5 pL);

Tampdo 10X, conc. final de 1,25 pL;

Cloreto de magnésio (25mM), conc. final de 5 pL;
0,25 pL de cada iniciador do par (10mM),

0,5 uL de solucao ANTP (2mM);,

1 uL de TAQ polimerase (5U);

3 uL de DNA extraido.

Agua Milli-Q (volume inicial 1,5 pL);

Tampé&o 10X, conc. final de 1,25 pL;

Cloreto de magnésio (25mM), conc. final de 7,5 pL;
0,25 pL de cada iniciador do par (10mM);

0,5 uL de solucao dANTP (2mM);,

1 uL de TAQ polimerase (5U);

3 uL de DNA extraido.

(Bower et al., 2005)
(McQuaig et al., 2012)
(Soule et al., 2006)
(Harwood et al., 2009)
(Moura, 2019)

(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 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foram obtidos de Moura (2019; 2016), sendo observados os protocolos das demais referéncias que constam na
tabela para cada microrganismo. A taq polymerase utilizada foi da marca Invitrogen. Fonte: prépria autora.
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A PCR foi realizada com volume de 3 pL (20 ng) de DNA, utilizando-se um termociclador VERITI Applied Biosystems. Para que fosse

feita a PCR dos trés microrganismos alvos ao mesmo tempo o protocolo de Moura (2019) foi otimizado, sendo as etapas de ciclagem da maquina

realizadas da seguinte forma apresentada na tabela 5 e figura 11.

Tabela 5 - Programacdo no Termociclador otimizada, em gradiente, dos ciclos de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para 0s

microrganismos alvos Methanobrevibacter smithii, e Escherichia coli e Adenovirus.

Microrganismos Iniciadores

Programacdo da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Referéncias

Methanobrevibacter

o Mnif-342F
smithii _
Mnif-363R
uidA298F
E. coli
uidA884R
HAdJVF
Adenovirus
HAdV R

4 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 45 ciclos com desnaturacéo
a 95°C por 30 segundos, anelamento a gradiente* por 1 minuto, extenséo a
72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C 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 Adenovirus ficaram na coluna 7-8.

Harwood et al. (2009);
Mcquaig et al. (2009);
Moura (2019) otimizado

Bower et al. (2005); Moura
(2019) Otimizado

Mcquaig et al. (2009);
Moura (2019) Otimizado

Nota: O protocolo de Reacdo de PCR foi otimizado proveniente de Moura (2019), sendo observados os protocolos das referéncias que constam na tabela para cada

microrganismo. Fonte: propria autora.
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Figura 11 - Programagdo no Termociclador VERITI Applied Biosystems, otimizada, em
gradiente, dos ciclos de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

Stage 1 Stage 2 Stage 3
x| 1 x| 45 x| 1
95.0 95.0 =5 =5
& B\ —
1 6 \ 25.0
1
1
Step 1 Step 1 Step 2 Step 3 Step 1 Step 2
Tm - por coluna no sistema de gradiente do termociclador
MS EC e AD
52.8 54.8 56.8 58.8 60.8 628 |MS=M.smith > 528
1-2 3-4 5-8 7-8 9-10 11-12 |EC=E. coli > 58,0
*Temperature difference between adjacent zones <= 2.0 AD = adenovirus > 59.0

Fonte: prépria autora.

Apos a PCR, 10uL das reagfes foram submetidas a eletroforese na voltagem de 100W,
em géis de agarose 2%, utilizando tampdo TAE 1X (Tris-acetato 40 mm, EDTA 2mm, pH
8,5), corados com brometo de Etidio (1pg/mL). Foi usado 6yl do padrao de peso molecular
da marca O"GeneRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas®). Depois da eletroforese, foram
feitas as visualizagbes das bandas de amplificacdo nos géis, por meio de exposicdo a 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 visualizacdo por meio de exposicao a luz

ultravioleta.

Fonte: prdpria autora.

A atividade de acesso ao Patrimbnio Genético foi cadastrada no SisGen sob o n°
AAC8F2F, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015, visto que o material genético

proveniente do solo foi armazenado para futuras analises.

6.7 PROCESSOS PARA AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DA PLANTA

Foi realizado experimento de cultivo da hortalica salsa (Petrocelinum crispum), com
amostra de &gua de re(so, para a avaliacdo 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, ndo foi considerada de forma direta no
estudo, mas indicou de forma indireta a qualidade do solo em relacdo aos nutrientes inseridos
por meio da irrigacdo com &gua de rediso, em comparagdo com o grupo controle irrigado com
agua potavel. Essa analise foi feita durante a realizacdo do cultivo irrigado com agua de relso
“clorada”, sendo a amostra por conveniéncia, que estava disponivel no momento da avaliacéo.
E também serviu para indicar o andamento das condi¢des experimentais, visto que nos dois

fins de semana que ndo foram realizadas observacgOes, poderia indicar como estava o
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andamento do gotejamento. Portanto foram 15 dias de observacdo das caracteristicas
fenotipicas da planta. Nesta anélise foram avaliadas no 1° no 8° dia e depois no 15° dia de
experimento, sendo elas:

e Altura média das plantas ao longo do tempo do experimento. Para isto foram feitas as
medidas diretas da altura entre o solo e o apice das folhas das salsas
(BAUMGARTNER et al., 2007), para avaliacdo do desenvolvimento das plantas em
funcdo das aguas utilizadas para irrigacdo (um grupo irrigado com é&gua de reuso, e
outro com agua potavel) (Figura 13).

e 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 esta ocorrendo a planta (BALBINOT JUNIOR, 2012). Para
isto foi utilizada uma escala de notas atribuidas 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 — Medigdo da altura média por cm da planta.

Fonte: propria autora.
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6.8 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE DE DECAIMENTO DE PATOGENOS NO
SOLO AO LONGO DO TEMPO DEVIDO A UTILIZACAO DE AGUA DE REUSO

A analise de decaimento foi conduzida no Laboratério de Biotecnologia e Salde
Ambiental (BIOTECSA) do Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ), reproduzindo as condi¢bes do solo no campo de forma controlada,
seguindo as mesmas condi¢bes de irrigacdo por gotejamento, temperatura, iluminacéo,
conforme descrito no item 6.4 deste trabalho. Foi utilizada a amostra de agua de redso
“clorada” para realizacdo desta etapa do estudo, por ser o tipo mais propenso a ser
comercializado e destinado para a agricultura, e o que tinhamos mais facilidade em conseguir
volumes em grande quantidade e frescos para a realizacdo dos experimentos, no caso de
necessitarmos repetir ensaios.

Para realizacdo da andlise de decaimento de patdgenos 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 Colecéo
de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio
de Janeiro, RJ. Em cada grupo experimental (irrigados com agua de relso e outro grupo
irrigado com agua potavel) foram dois contendo cobertura vegetal (hortalica Petroselinum
crispum — salsa, plenamente desenvolvida), e dois vasos contendo apenas solo nu (grupo
retiso e controle). Todos os vasos contendo 320 g de solo comercial Terral, proveniente da
cidade de Ihauma, Minas Gerais, MG.

Para garantir a presenca de carga conhecida de Escherichia coli e Salmonella spp. na
amostra de agua de redso, partindo do pressuposto de que a agua de retso pode conter
contaminantes, foram inseridos patdgenos tanto no grupo experimental como no grupo
controle.

Foram realizados cinco dias de acréscimo de suplemento de microrganismos exogenos
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 patdgenos ao longo dos 5 dias foi
feito, a cada dia, por meio de pipetagem externa de 1 mL, em diferentes posi¢es do vaso,
contendo concentracdo 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 &gua de retiso com contaminacéo artificial;

2) cultivo irrigado com &gua de redso sem contaminacdo artificial, ou seja, com sua
prépria microbiota;

3) cultivo irrigado com agua potavel com contaminacéo artificial (condigdo controle);

4) irrigado com &gua potavel sem contaminacao artificial (condicéo controle).

No primeiro dia de acompanhamento do decaimento (apés o periodo de
suplementacéo, no 8° dia [T=0] foi feita a irrigacdo com 70 mL de agua destilada em todos os
vasos, e foi realizada a coleta de agua de rega (agua coletada que passou pelo solo apds
irrigagdo) na 1?3, 2?3 423 6% 8% 107 113 147 16 182 e 20* semanas. O experimento teve
acompanhamento de 140 dias, sendo os vasos regados com agua destilada estéril por
gotejamento, para que ndao houvesse uma contaminacdo de uma fonte de agua externa, sendo
desprezada a de origem do ar, que poderia acontecer igualmente no grupo ensaio com agua de
reiso e no grupo controle com agua potavel.

No mesmo dia das coletas, as amostras de agua 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 cromogénico Chromocult Coliform Agar (Cat. No.
1.10426.0100/500 Merck®), conforme o Manual da Merck (2010). Para as analises de cada
amostra foram feitas diluicdes em série de 500 vezes, segundo descrito em Sotero-Martins et
al. (2017). A analise de Salmonella spp. foi feita através do meio de cultura SS AGAR
(Salmonella — Shigella), de acordo com o protocolo da Marca MicroMED, sendo este 0 meio
especifico para Salmonella spp (Figura 14). Depois que 0 meio de cultura estava seco em uma
placa de petri, foi feito espalnamento de 1 mL da amostra de 4gua de rega com auxilio de alca
drigausky, e foi colocada em estufa por 48h. A quantificacdo das colbnias de coliformes

termotolerantes e Salmonella spp. foi realizada por UFC/mL de agua de rega.
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Figura 14 — Meios de cultura para andlise de decaimento de Escherichia coli e Salmonella

spp. nos cultivos irrigados com agua de retso “clorada” e agua potavel.

Escherichia coli

Salmonella spp.

Fonte: prdpria autora.

Foi considerado nivel aceitavel de Escherichia coli de até 23 UFC/mL, que € o padréo
estabelecido na norma ABNT 13969 (ABNT, 1997), classe 4, que define padrdo de
coliformes termotolerantes (Escherichia coli) para dgua de redso para agricultura. O valor do
padrdo foi convertido para valores em UFC/mL, conforme Sotero-Martins et al. (2017), de
acordo com dados estatisticos observados no trabalho de Gronewold e Wolpert (2008), por
isso foi de 23 UFC/mL. Para Salmonella spp. apenas foi aceitavel quando ocorreu a auséncia
da mesma no solo, de acordo com Instru¢do Normativa n® 07 de 12/04/2016, do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2016) e Faria (2015).

Os dados da contagem das coldnias de E. coli e Salmonella spp. foram inseridos em
planilha Excel, considerando as diluicdes nos calculos estatisticos. Foram feitas avaliacdes de
decaimento das contagens de Escherichia coli e de Salmonella spp. recuperadas em cultivo ao

longo do tempo, e os graficos foram produzidos utilizando o programa Sigmaplot 10.0.
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6.9 PROCESSOS PARA AVALIACAO DA PRESENCA DE POLUENTES NA AGUA DE
REUSO

Para avaliar a presencga de poluentes nas amostras de dgua de retso foram realizadas
andlises de substancias com atividade estrogénica no Laboratorio de Engenharia Sanitéaria
(LES) do Departamento de Engenharia Sanitaria e do Meio Ambiente (DESMA/UERJ), e no
Laboratorio de Biotecnologia e Saude Ambiental (BIOTECSA) do Departamento de Biologia
Celular da UERJ. A avaliacdo da presenca de substancias com atividade estrogénica foi
realizada pelo ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen), desenvolvido por Routledge e

Sumpter (1996), com adaptacdes descrito por Dias e colaboradores (2015).

6.9.1 Processos de Concentracdo de Substancias com Atividade Estrogénica na agua de

redso

Antes de realizar o processamento de concentragdo de substancias com atividade
estrogénica na agua de relso, as amostras foram descongeladas de um dia para 0 outro em
ambiente refrigerado a 8°C (geladeira), e foram homogeneizadas.

Para fazer as analises de substancias com atividade estrogénica as amostras foram
primeiramente concentradas pelos métodos de concentracdo por liofilizagdo e centrifugacéo a
vacuo (speed-vacuum). Como ndo se conhecia quais desses métodos seriam mais eficientes
para concentrar atividade estrogénica nesse tipo de matriz, optou-se por compara-los com o
método de Extragdo em Fase Solida (EFS), que é uma metodologia consolidada para
concentracdo de atividade estrogénica realizadas em diversos estudos (ARGOLO; GOMES;
BILA, 2021; DIAS et al., 2015; FERNANDES et al., 2011). O método de extragdo em fase
solida ndo foi empregado para todas as amostras devido a limitagdo de recursos financeiros,
pois 0S materiais e reagentes para a sua realizagcdo sdo onerosos, com isso foram utilizados os
métodos de liofilizacdo e centrifugacdo a vacuo para concentracdo de substancias com
atividade estrogénica nas amostras.

Para verificar a eficicia dos métodos de concentracdo por centrifugagdo a vacuo e por
liofilizag&o foi feito um experimento com aliquotas da amostra de agua de retiso “polida”.

Com isso, para garantir que a amostra contivesse uma quantidade conhecida de 17p-estradiol,
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as aliquotas da amostra foram dopadas com 17-B-estradiol, na concentragéo final de 2 pg L
(2.000 ng L), antes de serem concentradas pelos trés métodos: Liofilizagdo, Extragdo em
Fase Solida (EFS), e Centrifugacdo a vacuo. Foi utilizada uma solucdo estoque de 17-B-
estradiol de 54,48 pg L' em etanol absoluto 99,8% de pureza da marca Merk. Foram
utilizadas aliquotas de 250 mL de amostra para cada método de concentragdo: Liofilizagdo e
EFS. Na concentracdo pelo método de Centrifugagdo a véacuo utilizou-se aliquotas de 10 mL
da amostra de agua de retso. As mesmas quantidades de volumes de aliquotas da amostra
foram também concentradas pelos trés métodos de concentracdo sem terem sido contaminadas
artificialmente com a adicdo de 17-B-estradiol. Isso permitiu verificar o percentual de
recuperacdo de cada método de concentracdo apoOs a determinacdo de atividade estrogénica
pelo ensaio YES (Yeast Estrogen Screen) (HANDAM et al., 2021a).

Depois foram realizadas as analises das amostras de agua de retso estudadas, sendo

concentradas pelos métodos de centrifugacao a vacuo e por liofilizagao.

6.9.1.1 Liofilizacéo

O protocolo para realizacdo do método de liofilizagdo para concentragdo das amostras
de &gua foi o seguinte (HANDAM et al., 2021a):
1) Limpar o vidro do liofilizador (novo) (Figura 15) com agua sanitaria e etanol; se tiver sido
usado lavar como recomendado para o ensaio YES. Para lavar deve ser feito da seguinte
ordem: sabdo extran 5% enxague 10 vezes, para total remogao do sabdo; rinsar com acetona
P.A., enxague 5 vezes com agua deionizada; rinsar com etanol P.A., enxague 3 vezes com
agua deionizada;
2) Apo6s homogeneizar a amostra, reserve para congelar os 250 mL em freezer — 70°C ou
80°C; 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 proximos 20 mL da amostra posicione o frasco em outra posicao de
modo que a amostra congele em outro lugar da parede do vidro, para ficar camadas finas em
cada posi¢do. Por isso ndo se coloca todos os 250 mL de uma sé vez dentro do frasco de

liofilizacdo.
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4) Preencha com amostra nas paredes do frasco de liofilizagdo até a posicdo 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 -
100°C, 220 Vca e 49 uHg 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 analise com ensaio YES, ou um dia antes, ressuspender a amostra seca pelo
processo de liofilizacdo aos poucos, em 3 vezes, com 0,5 mL de alcool 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 realizacdo do método de concentracdo de amostras

de &gua por Liofilizacdo.

Fonte: prépria autora.

6.9.1.2 Centrifugacéo a vacuo (Speed-vacuum)

O método centrifugagdo a véacuo utilizou o equipamento Concentrador Savant DNA
110 SpeedVac da marca Thermo Ficher Scientific (Figura 16), que possui uma tecnologia de
centrifugacdo a vacuo para remover agua presente e concentrar amostras, mantendo a

integridade da amostra. Este oferece rapida e eficiente concentracdo 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 proteinas (ANDRADE et al., 2017).

O protocolo para realizagdo do método de centrifugacdo a vacuo para concentracao
das amostras de agua 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 — 70°C por 5 min;
2) Pegar 24 destes microtubos com as amostras congeladas e rodar no SpeedVac
Concentrator® por mais ou menos 40 minutos, apos o processo Verificar se ficou algum
liquido;
3) Pegar os outros 24 microtubos que restaram no freezer e fazer a etapa 2 com estes
microtubos;
4) Nos 24 microtubos iniciais que sairam da etapa 2, colocar mais 0,1 mL em cada um destes
e colocar de novo no congelador por no minimo 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 concentracdo por esse método; ou seja, serdo distribuidos 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 evaporacao do alcool;
7) Fazer depois mais uma lavagem dos tubos com etanol, passando a amostra de um tubo para
outro. Tomar cuidado para ndo deixar ficar amostra nas paredes do tubo e na ponteira;
8) Ao final deixar secar o etanol do altimo tubo, retire e mantenha o microtubo em
temperatura ambiente (RT) 24 °C, na bancada;
9) Guardar a amostra seca (0 mais seca possivel) no freezer — 40 °C, 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 analise 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 realizacdo do método de

concentracdo de amostras de agua por Centrifugagdo a vacuo.

Fonte: prépria autora.

6.9.1.3 Extracdo por Fase Solida (EFS)

Primeiramente antes deste método de concentracdo as amostras foram filtradas por
membranas de fibra de vidro de 1,2 um (Merck), e depois em membranas de acetato de
celulose de 0,45 um (Merck). Sera separado 250 mL de amostra para esta concentragdo. Na
extracdo por fase solida 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 agua ultrapura com
pH ajustado para 3, com solucdo de HCI 3M. Posteriormente, as amostras foram percoladas
nos cartuchos com auxilio de bomba a vicuo, com vazdo aproximada de 3mL/min. Foi
realizada em Manifold Agilent (VacElut 12), em capela, e para cada amostra ¢ usado um
cartucho (Figura 17). Os analitos foram eluidos com 4 X 1 mL de acetona, sendo esta
totalmente evaporada por uma corrente de nitrogénio. Depois as amostras foram
reconstituidas 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 0 método de concentragdo de amostras de agua em Extracdo

por Fase Solida.

v

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 adaptagdes descrito por Dias et al. (2015)
(Figura 18).

Figura 18 — Realizacdo no laboratdrio do ensaio YES.

Fonte: prépria autora.
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Neste ensaio Routledge e Sumpter (1996) desenvolveram um método de anélise in
vitro utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada desenvolvida
no departamento de genética da Glaxo para uso em um teste para identificar substancias com
atividade estrogénica que podem interagir com o receptor de estrogénio humano (REh). Em
resumo, uma sequéncia de DNA do receptor de estrogénio humano foi inserida no genoma da
levedura Saccharomyces cerevisiae com 0 objetivo de avaliar compostos com atividade
estrogénica. E depois foi inserido um plasmideo de expressdao com o gene reporter lac-Z. A
ligacdo da proteina REh a uma substancia com atividade estrogénica causa a expressdo do
gene reporter lac-Z, que expressa a enzima [B-galactosidase, que consegue transformar o
substrato cromogénico clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosida (CPRG) em substrato
clorofenol vermelho (CPR), passando da coloracdo amarela para a rosa/vermelha, que pode
ser medido por absorbancia a 575 nm. Portanto, quanto maior for a quantidade de substancias
com atividade estrogénica maior serd a coloragdo vermelha (ROUTLEDGE e SUMPTER,
1996).

Na Figura 19 estd apresentado o sistema de expressdo estrogénio-induzivel na
levedura Saccharomyces cerevisiae desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996), que foi
reavaliado no trabalho de P6s-Doc por Sotero-Martins (2016), mostrando que a enzima f3-
galactosidase ndo é excretada ao meio, o substrato cromogénico CPRG entra na levedura pela
membrana plasmatica, e ocorre a mudanga para substrato cromogénico CPR, mudando a

coloracdo amarela para a vermelha.
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Figura 19 - Esquema do sistema de expressdao do bioindicador (levedura Saccharomyces

cerevisiae geneticamente modificada) para substancias com atividade estrogénica.
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Fonte: Routledge e Sumpter (1996), reavaliado no trabalho de Pés-Doc. de Sotero-Martins, 2016.

O ensaio YES permite a identificacdo de substancias quimicas que sdo capazes de
interagir com o receptor de estrogénio humano e elucidar uma resposta estrogénica. O método
conhecido por YES (Yeast Estrogen Screen) vem sendo largamente empregado devido a
rapidez, a reprodutibilidade e a sensibilidade. O ensaio € pratico e altamente sensivel, e pode
detectar concentracdes baixas de 17p-estradiol na ordem minima de 2 ng L* (ROUTLEDE E
SUMPTER, 1996).

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no processo de transformacéo foi a
BJ1991 (BISTAN et al., 2012).

As andlises foram realizadas em microplacas de 96 pocos (marca TPP) e preparadas
em uma capela de fluxo laminar. Para o ensaio YES foram utilizadas duas placas: a placa de
diluicdo e a placa de ensaio. Primeiramente cada placa foi identificada com o nome das
amostras a serem analisadas, assim como o dia e o horario de inicio do ensaio, e quais foram
as fileiras nas placas do branco (controle negativo - somente etanol e meio de analise),
amostra e 17p-estradiol (controle positivo). Em cada ensaio uma nova curva padrdo foi
realizada, para isto utilizou-se uma solucéo estoque na concentragdo de 54,48 ug L de 17p-
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 ndo ocorra contaminagdo cruzada. Além disso, a fileira do
branco foi adicionada primeiramente, para reduzir as chances de contaminacao.

As diluicbes foram preparadas em microplacas de 96 pocos, sendo diluidas na
proporcdo 1+1. As amostras e a curva padrdo (17pB-estradiol) foram realizadas da mesma
forma, onde foram diluidos serialmente, na placa de diluicdo para isto seguiu-se a seguinte
metodologia:

. Adicionar 100 pL de etanol (grau HPLC) nos pogos da fileira de diluicdo do extrato,
com excecdo do primeiro pogo;

o No 1° poco adicionar 200 pL de amostra ou padréo de E2;

o Retirar 100 puL da amostra no 1° pogo e passar para 0 2° poco e agitar ressuspendendo
com a propria pipeta; retirar 100 uL da amostra no 2° pogo e passar para 0 3° poc¢o e agitar
com a prépria pipeta; e assim, sucessivamente até o ultimo poco da fileira, que ficard com o
volume final de 200 pL.

As diluicGes com as concentracgdes finais da curva padréo de 17B-estradiol ficaram na
faixa de 2724 ng L™ a 1,330078 ng L%, conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Concentragdes finais da curva padrdo de 17p3-estradiol em cada po¢o na microplaca

de diluicdo.
Pogos Concentragdo ng L
1° pogo 2724
2° poco 1362
3° poco 681
4° poco 340,5
5° poco 170,25
6° poco 85,125
7° poco 42,5625
8° poco 21,28125
9° poco 10,64063
10° pogo 5,320313
11° pogo 2,660156
12° pogo 1,330078

Fonte: Silva (2015).
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Depois das diluigdes foram transferidos imediatamente 10 puL das amostras para cada
poco das placas de ensaio em duplicata. Vale ressaltar que foi importante passar os 10 uL ao
término de cada diluicdo para somente depois realizar a proxima dilui¢do, pois nessa etapa foi
necessario minimizar a evaporacao para que a concentra¢ao dos analitos ndo seja modificada.

Posteriormente deixou-se evaporar totalmente. Em seguida foram adicionados 200 uL
do meio de analise em cada poco com auxilio de uma pipeta multicanal. As placas foram
fechadas com fita de autoclave e agitadas vigorosamente durante 2 min no agitador de placas
de 96 pocos da marca IKA, modelo MS-3, e foram incubadas em estufa a 30 °C, por 72 horas.
Apbs a incubacdo, o desenvolvimento da cor do meio foi verificado a uma absorbancia de 575
nm, para cor, e 620 nm para turbidez em espectrofotdmetro (Marca Softmax, modelo
SpectraMax M3).

Depois do tempo de incubacéo foi possivel verificar a mudanca de coloracdo de amarelo
a tons de rosa/vermelho nos pocos, isto ocorre quando hé atividade estrogénica e aumento da
turbidez nos pocos, pois foi resultado da produgdo da B-galactosidase e do crescimento da

levedura respectivamente (Figura 20).

Figura 20 — Placa de ensaio mostrando atividade estrogénica na amostra de dgua de relso nos

poc¢os com coloracdo rosa/vermelho.
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Fonte: pl’()pria autora.

Vale ressaltar que os residuos contendo o organismo geneticamente modificado foram
autoclavados antes de serem descartados, a fim de inativar o organismo, de acordo com a
normativa de biosseguranca, Resolucgédo n° 18, de 23 de marco de 2018 (BRASIL, 2018).
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6.9.2.1 Preparo das Solugdes 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 &gua apirogénica (< 0.001
Endotoxicina / mL) obtida pelo sistema Milli-Q Biocell. O meio minimo (pH 7,1) é preparado
para 1L de agua ultrapura pela adigdo de 13,61 g de KH2POs, 1,98 g de (NH4)2SO4, 4,2 g de
KOH, 0,2 g de MgSO4, ImL de solugéo de Fez(SOa4)3 (40mg/50mL de agua 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-HCI, 25 mg de L-
fenilalanina, 100 mg de &acido glutdmico, 150 mg de L-valina, 375 mg de L-serina. A solucédo
foi armazenada em temperatura ambiente em frascos de vidro, esterilizadas a 121°C por 10
min (BILA, 2005).

A solucédo vitaminica foi preparada para 180 mL de agua ultrapura pela adi¢do de 8
mg de tiamina, 8 mg de piridoxina, 8 mg de pantetonato de calcio, 40 mg de inositol, 20 mL
de solucdo de biotina (2 mg/100 mL de &gua ultrapura). A solucédo foi filtrada em membrana
de 0,2 um estéril, e estocada em frascos de vidro em aliquotas de 10 mL a 4°C. Foram
preparadas algumas solucgdes, todas com agua ultrapura e armazenadas em frascos de vidro
ambar estéreis, as solucBes foram: solucédo de glicose - 20% m/v (20 g/100 mL); solucdo de
acido L-aspartico - concentracdo de 4 mg.mL-1; solucdo de L-treonina - concentracao de 24
mg.mL-1 (600 mg/25 mL); solucdo de sulfato de cobre (II) - concentracdo de 20 mM
(0,59/100mL); Solucdo de CPRG (Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosida) -
concentragdo de 10 mgmL-1. As solucGes de L-treonina, vitamina e de CPRG foram
armazenadas em geladeira a 4°C, as demais em temperatura ambiente (SILVA, 2015).

Foi preparado o meio de cultivo da cepa de Saccharomyces cerevisiae adicionando 5
mL de solucdo de glucose, 1,25 mL de solucdo de acido L-aspartico, 0,5 mL de solucdo de
vitamina, 0,4 mL de solucédo de L-treonina, 125uL de solucdo de sulfato de cobre (11), 45 mL
de meio minimo. Os frascos de cultivo foram incubados a 28 °C por 24 horas a 150 rpm, em
incubadora de bancada com agitagéo orbital (Marca Quimis, modelo Q816M20). E prepara-se
0 meio de andlise pela adi¢do de 250 pL de substrato cromogénico 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 Anélise dos resultados do ensaio YES

Foi realizada a correcdo da resposta estrogénica, por meio do calculo da absorbancia
corrigida (Abscorrigiza) de cada amostra, esta foi aplicada para os dados de cada pogo da
microplaca de ensaio de 96 pocgos, utilizando os valores de absorbancias obtidos nos dois
comprimentos de onda para cada concentracdo na curva. Para calcular esta correcéo, utilizou-
se a média dos valores das absorbancias das duas fileiras de brancos correspondentes as
amostras, resultando na media de 24 amostras de branco. Também foram calculados os
desvios padrdo de cada curva. Assim, os dados apresentados correspondem a média das
absorbancias das amostras analisadas em duplicata, conforme a férmula 1 de Absorbancia
corrigida da amostra. Dessa forma as medicdes de absorbancias foram verificadas em 575 e
620 nm para calcular atividade estrogénica (FENT; ESCHER; CAMINADA, 2006)

apresentada abaixo:

Abscorrigida Amostra = Abs575nm da Amostra — (Abs620nm da Amostra — Abs620nm do

Branco)

A curva padrdo, controle positivo 17B-estradiol (E2), foi construida relacionando-se 0s
valores de absorbancia corrigida de E2, a concentracdo de E2 (ng/L), o desvio padrdo
(considerando absorbancia 575 nm), a absorbancia do branco 575nm. Para fazer as curvas
dose-resposta das amostras foi utilizado o fator de diluicdo em porcentagem, valores de
absorbancia corrigida das amostras, o desvio padrdo (considerando absorbancia 575 nm),
absorbancia do branco 575nm, valor de absorbancia corrigida de E2, desvio padrdo de E2
(considerando absorbéncia 575 nm). Para construgdo das curvas dose-resposta foram
realizados graficos por meio do programa Origin 6.0, em escala logaritmica (BILA, 2005).

Depois da construcdo das curvas dose-resposta das amostras foram utilizados 0s
pardmetros Al, A2, Xo ¢ p obtidos por meio da fung¢do sigmoidal da curva padrao de 17p-
estradiol, feita para cada bateria de ensaio, para a realizacdo da formula 2 de equivalente de

17B-estradiol (EQ-E2) nas amostras de agua de reuso.
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O célculo foi determinado por meio da féormula que usa o méetodo dos minimos
quadrados (BILA, 2005; ROUDLEDGE e SUMPTER, 1996), informada abaixo:

y=_4,—4, +4;
1+ (x/xg)”
Onde: y = valor de Absorbancia corrigida da amostra; A1 = maxima inducdo da atividade
estrogénica; A2 = limite de deteccdo; Xo = valor de EC50 (concentragdo que elucida uma
atividade igual a 50% do controle positivo 17p-estradiol); p = inclina¢do da regido mediana da
curva como estimado de uma regressao linear/log da parte linear da curva dose-resposta; X =

concentracdo da substancia estrogénica no ensaio.

Apos a aplicacdo da formula, para se chegar ao valor real de EQ-E2 da amostra foi
realizado mais um célculo multiplicando: X (valor encontrado na férmula 2) x 20 x Fator de
diluicdo de cada x fator de concentracdo da amostra utilizados nos métodos de concentracao.

Foi considerado um ponto central de inclinacdo da curva sigmoidal dose-resposta para
determinacdo do valor real de EQ-E2 da amostra, sendo 0 ponto que se encontra na faixa de
linearidade da curva dose-resposta (SANSEVERINO et al., 2009).

Vale ressaltar que a atividade estrogénica superior a 10% do valor do branco reacional
foi considerada como positiva (SILVA, 2015).

Foi realizada um calculo para verificar se houve inibicdo do crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae, pois compostos presentes em amostras podem ser toxicos inibindo

o crescimento da levedura. Foi efetuado o célculo de acordo com Frische et al. (2009):
Toxicidade = 1 — (Abs620 amostra / Abs620 branco)
No célculo acima Abs620(amostra) foi a média da leitura a 620 nm da duplicata de cada

um dos pocos da placa de ensaio (24 poc¢os). E o Abs620(branco) foi da mesma forma, porém

com a média dos pogos com o controle negativo (branco) (24 pocos).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ANALISES BACTERIOLOGICAS E FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE
AGUA DE REUSO E DO SOLO

7.1.1 Caracterizacdo Colimétrica e Fisico-Quimica dos Diferentes Tipos de Amostras de

Agua de Relso

As analises bacteriologicas mostraram que a amostra de agua de reuso “clorada”
apresentou niveis médios de 20 UFC/mL (£3) de coliformes termotolerantes e 40 UFC/mL
(£5) de coliformes totais, e a amostra “polida” teve auséncia de coliformes termotolerantes e 6
UFC/mL (x2) de coliformes totais, ou seja, as amostras “clorada e polida” estavam com
qualidade propria, dentro do padrdo de qualidade sanitaria para redso agricola recomendado
pela Norma NBR n° 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 agua de
retiso “biologica”, que era amostra composta representativa do tratamento por filtro biologico,
apresentou 25.800 UFC/mL (£13) de coliformes termotolerantes e 26.600 (x10) UFC/mL de
coliformes totais, apresentando-se impropria, ou seja, 1.122 vezes acima do limite

recomendado para aplicacdo na agricultura, segundo a Norma NBR n° 13.969/97 (Grafico 1).



101

Gréfico 1 - Niveis de contaminacdo por coliformes termotolerantes (UFC/mL) nas amostras

de &gua de redso de diferentes procedéncias do Brasil.
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Legenda: “clorada” - a partir de esgoto tratado (ETE) e depois clorado; “polida” - proveniente de esgoto tratado
(ETE) e tratamento de dgua de retso (ETAR - filtragdo, ultrafiltracdo e osmose reversa); e “bioldgica” - a partir
de aguas cinzas tratadas por filtro fisico e bioldgico. Linha de corte em preto é o valor maximo permitido (23
UFC/mL de coliformes termotolerantes) da qualidade sanitaria prépria de dgua de re(so para agricultura, de
acordo com a Norma NBR ABNT n° 13.969/97, considerando trabalho de Sotero-Martins et al. (2017), baseado
no estudo de Gronewold Wolpert (2008). Fonte: prépria autora.

Comparando os resultados, com os limites descritos na Resolucdo estadual do Ceara n°
2/2017 (CEARA, 2017), que determina parametros para retiso de agua para fins agricolas e
florestais, a amostra de dgua de retso “biologica” ficou 5.608 vezes acima do limite padrao,
gue seria no maximo 4,6 UFC/mL de coliformes termotolerantes. Além disso, nessa resolucédo
esta determinado que deve ter auséncia de coliformes termotolerantes em culturas a serem
consumidas cruas, cuja parte consumida tenha contato direto com a &gua de irrigagdo. E
comparando os resultados com os descritos na Resolucdo Estadual da Bahia n® 75/2010
(BAHIA, 2010), que possui niveis menos restritivos de bactérias em comparagdo com as
outras normativas, a qualidade sanitaria da amostra de agua de retso “biologica” também
estava impropria, estando 258 vezes acima do padrdo estabelecido. Essa resolucdo determina
um valor maximo permitido (VMP) de coliformes termotolerantes de 10 UFC/mL para
categoria A, que trata da “Irrigacdo, inclusive hidroponia, de qualquer cultura incluindo
produtos alimenticios consumidos crus”, e com irrigagdo 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 “Irrigagdo, inclusive hidroponia, de produtos alimenticios ndo
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consumidos crus, produtos ndo alimenticios, forrageiras, pastagens, arvores, cultivos usados
em revegetacao e recuperacgdo de areas degradadas” (BAHIA, 2010).

Segundo a Resolucédo da Bahia (2010), mesmo sendo feita a irrigacdo por gotejamento,
a amostra de agua de retiso “biologica” estaria impropria para irrigagao de cultivos, devido os
niveis de bactérias estarem 258 vezes acima do VMP. A irrigagdo por gotejamento é uma
estratégia de rega de &gua préxima ao solo, deixando a agua disponivel apenas ao sistema
radicular das plantas, tornando o risco de contaminacdo menor (MANCUSO e SANTOS,
2013).

As &guas cinzas ndo sdo efluentes provenientes de vasos sanitarios, por isso nao
possuem contribuicdo fecal direta, mas podem ser contaminadas com coliformes
termotolerantes por meio da lavagem de maos, higienizacdo das partes intimas 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 agua de redso
“biologica”, apesar de ter acompanhamento técnico para o sistema de filtro, possivelmente,
pode ter ocorrido uma saturacdo do filtro bioldgico por conta do grande aporte de agua, e ter
causado a mortalidade das minhocas, que faziam parte do sistema de producdo, prejudicando
o tratamento das &guas cinzas. E o resultado encontrado pode ter sido uma condicéo imprépria
pontual, no entanto, os gestores de acompanhamento desse sistema de filtro recomendaram
atencdo as familias durante o tratamento desse efluente, para garantir a qualidade para o retso
agricola, sendo recomendado acrescentar mais um processo de desinfec¢do. Porém muitas
familias ndo possuiam recursos para essas medidas. Segundo Bakopoulou et al. (2011) o
tratamento com cloragéo poderia contribuir para a eliminacéo de coliformes.

Corroborando com o resultado, Dombroski et al. (2013) também realizou estudo
similar de amostras de dgua de redso proveniente de sistema de tratamento de aguas cinzas, e
identificaram 692,82 UFC/mL de coliformes termotolerantes, nivel acima do permitido para
redso agricola segundo a Norma NBR n° 13.969/97 (ABNT, 1997).

Pesquisas indicam que aguas de redso produzidas por estacOes de tratamentos de
esgoto, junto com cloracdo e/ou realizacdo de tratamento por ultrafiltragdo conseguem
diminuir o nivel de coliformes na agua, reduzindo o0s riscos associados a presenca 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 atraves das
analises colimétricas que os tratamentos da agua de reuso dos tipos “clorada e polida” foram

eficazes, tendo em vista que a amostra de dgua “clorada” apresentou nivel de 20 UFC/mL de
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coliformes termotolerantes, estando 1,1 vezes abaixo do limite da Norma da ABNT n°
13.969/97, e a amostra de agua “polida” teve auséncia de coliformes.

Como esperado na agua potavel utilizada como agua controle nos experimentos neste
estudo, ndo foram identificadas as presencas de coliformes totais e coliformes
termotolerantes, ou seja, ha agua potavel apresentou auséncia dos microrganismos, e estava de
acordo com o padrédo de potabilidade pela Portaria de Consolida¢do do Ministério da Satde n°
5 de 2017 (MOURA, 2019).

Quanto as andlises fisico-quimicas os resultados mostraram para todas as amostras,
que os niveis dos parametros cloro residual livre, condutividade, pH, fluoreto estavam de
acordo com os Valores Méaximos Permitidos (VMP) estabelecidos pelas normativas
brasileiras e internacional: ResolucBes estaduais Ceara n° 2/2017 (CEARA, 2017), da Bahia
n° 75/2010 (BAHIA, 2010), Guidelines for Water Reuse - EPA (2012).

A amostra de dgua de retso “biologica” apresentou parametros fisico-quimicos fora do
padrdo, 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 presenca de
solidos suspensos na agua e dificulta o processo de desinfeccdo, podendo estar presentes
também microrganismos patogénicos (APHA, 2017). O pardmetro cor aparente é um
indicativo de particulas dissolvidas na &gua (VON SPERLING, 1996), e sua ndo
conformidade n&o implica necessariamente em risco a saude, no entanto precisa ser observado
como indicador de contaminacéo por esgoto.

O parametro de condutividade, apesar de estar dentro do VMP segundo a normativa do
Ceara (2017), que estabelece limite de até 3000 uS/cm, a amostra apresentou valor elevado de
condutividade, tendo 1017 puS/cm. Nas normativas da Bahia (2010) e EPA (2012) o padrédo
limite para condutividade foi de 1.000 vezes menor do que a normativa do Ceard (2017),
sendo estabelecido limite de até 3,0 uS/cm. Segundo Ayres e Westcot (1991), as aguas de
reiso com condutividade elétrica na faixa de 700 a 3000 uS/cm sdo classificadas com
salinidade moderada, necessitando de moderada restricho de uso para irrigagdo. A
classificacdo moderada de salinidade indica que pode ocorrer uma moderada reducdo da taxa
de infiltracdo de agua no solo, portanto, estas aguas se tornam mais apropriadas para irrigagdo
de solos com culturas tolerantes ao sal. A condutividade & um pardmetro importante para a
agricultura como uma medida indireta da salinidade, e quanto maior a condutividade da agua
maior o grau de salinidade, o que afeta a disponibilidade hidrica 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 uS/cm, o mesmo também utilizou a
condutividade como indicador de salinidade.

A amostra de agua de retiso “clorada” foi caracterizada como imprépria para o
parametro de nitrogénio nitrato, com nivel de 60,2 mg/L, ou seja, acima do valor padréo
recomendado pela normativa Guidelines for Water Reuse (EPA, 2012), que estabelece limite
de até 30 mg/L de nitrato.

Os parametros nitrogénio nitrato, assim como nitrogénio nitrito sdo 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 satde publica, e
tornar prejudicial ao desenvolvimento das plantas. Acima desse nivel, as plantas podem
absorver o nitrogénio, sendo muito perigoso para algumas culturas, pois provoca 0
crescimento vegetativo excessivo (AYRES; WESTCOT, 1991). No ambiente, em solos
arenosos, principalmente, a o nitrogénio consegue atingir o lencol fredtico mais facilmente, e
é considerado altamente solivel em agua (MANCUSO e SANTOS, 2013). O resultado
demonstra que o tratamento por ETE e cloracdo nédo apresentou boa eficiéncia na remocao de
nutrientes.

As amostras de agua de retiso “clorada” e “bioldgica” foram caracterizadas como
impréprias quanto ao nivel de turbidez para a finalidade agricola, segundo EPA (2012), pois o
padrdo de qualidade é de 2 uT. A amostra “clorada” estava 1,3 vezes maior do que o padrdo
recomendado pela normativa, e a amostra “bioldgica” estava 22 vezes acima do permitido, ou
seja, mostrou um nivel elevado de turbidez, acima do permitido para reuso agricola.
Resultados de analises de agua de redso por Rolim et al. (2016) também mostraram niveis ndo
aceitaveis para o parametro turbidez, com um valor médio de 32,4 uT, e ndo recomendaram a
irrigacdo irrestrita na agricultura, pois ndo foram préprios para 0 uso em sistemas irrigacao
por gotejamento ou aspersao.

Para a reducdo de turbidez da &gua de reuso, segundo Bakopoulou et al. (2011)
recomenda-se a utilizagao de tratamento por filtracdo em areia, pois é considerado um método
eficaz e essencial antes do processo de desinfeccdo do efluente. Com uma unidade de filtragédo
0 tratamento pode resultar em uma melhor retirada de coliformes na etapa de desinfec¢do
Bakopoulou et al. (2011). Visto isso, o tratamento para a producdo da agua de relso
“bioldgica”, que teve nivel mais alto de turbidez, precisa ser melhorado, pois ndo esta sendo
eficaz na sua remocdo. Poderiam ser aumentadas as camadas de areias do filtro, e assim

favorecer também a maior remocéo de coliformes na dgua de reuso.
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Os resultados dos pardmetros fisico-quimicos da amostra de agua de reuso “polido”
mostraram que a mesma se encontra dentro dos VMP segundo as normativas da EPA (2012),
e do Ceara (2017). Apenas o parametro cloreto apresentou-se valor de 16,6 mg/L, estando
abaixo da faixa de 100 a 350 mg/L, padréo estabelecido pela Resolucdo da Bahia n° 75/10. E
estava um pouco acima do limite recomendado por EPA (2012), que € de 10 mg/L. De acordo
com Ayres e Westcot (1991), a presenca de cloreto no nivel acima de 10 mg/L, como
apresentou a amostra de agua de retiso “polida”, pode oferecer uma leve toxicidade as plantas.
Em comparacao as outras amostras de agua de reuso, a “polida” foi a que teve menor nivel de
cloreto, isto pode ser explicado pelo método de tratamento com a tecnologia de ultrafiltracéo,
que segundo Rolim et al. (2016) é considerada eficaz na maior remocao de sais.

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras de dgua de reiso se encontram

na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados fisico-quimicos das amostras de dgua de relso e o0s valores maximos

permitidos (VMP) para qualidade sanitaria, de acordo com as normativas brasileiras.

Dados das Amostras VMP
*Agua  EPA Ceara Bahia

Parametros Clorado Polido Biolbgico Potavel 2012 212017 752010
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
31,8 715 698 8,10 ND ND ND

CaCOs;mg/L
Condutividade

o 554 284 1017 114 3,0 3000 3,0
elétrica puS/cm
pH 7,0 7,0 7,0 6,99 6,5-84 6,0-85 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

Resolucdo CONERH da Bahia n® 75/2010; Resolucdo Estadual do Ceard n° 2/2017; e normativa internacional
“Guidelines for water reuse 2012” - EPA - U.S. Environmental Protection Agency. *E dados de agua potavel do
estudo de Moura (2019). ND - Nao descritos valores maximos permitidos do pardmetro na normativa para rediso
agricola. *Analises fisico-quimicas da agua potavel realizado por Moura (2019), que foi a mesma fonte de agua
potavel utilizada no presente estudo. Fonte: prdpria autora.
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Como néo ha no Brasil padrdo para retso agricola para parametros como dureza total,
alcalinidade total, nitrito e sulfato (HANDAM et al., 2021b), a anélise de normatiza¢des para
outras finalidades, e também estudos podem indicar o nivel de qualidade sanitaria em relacdo
a estes parametros para a finalidade agricola. Em todas as amostras de agua de relso
analisadas, os parametros nitrito e sulfato estavam de acordo com o padrdo de potabilidade
descrito na Portaria de Consolidacdo do Ministério da Saude n° 5 de 2017 (BRASIL, 2017),
indicando, portanto, ser propria para a agricultura também.

O parametro sulfato, em todas as amostras esteve de acordo com o valor maximo
permitido estabelecido para potabilidade, Portaria de Consolidacdo n°5 (BRASIL, 2017), que
estabelece um limite de até 250 mg/L, indicando ter boa qualidade também para a agricultura.
A presenca de sulfato em &guas geralmente se deve as descargas de esgotos domésticos e
industriais (CETESB, 2014).

Quanto ao parametro nitrogénio nitrito, as amostras apresentaram valores abaixo de 10
mg/L, que é o padrdo de qualidade sanitaria de relso agricola realizada por gotejamento em
Bogota apresentado em EPA (2012), indicando que esse parametro das amostras de agua de
retso do presente trabalho estava préprio. Além disso estava também dentro do padrdo de
potabilidade (BRASIL, 2017).

A dureza total se apresentou impropria na amostra de agua de retso “bioldgica”, se
fosse considerado o padrdo para potabilidade, que estabelece valor maximo de 500 mg/L
(BRASIL, 2017). Considerando documento da Embrapa (ALMEIDA, 2010) sobre qualidade
sanitaria de aguas para irrigagdo da agricultura, as amostras de agua de retiso “bioldgica 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 concentragdes de ions célcio e magnésio na dgua, expressos
como carbonato de calcio (FUNASA, 2017). Quando a agua possui dureza total elevada pode
causar incrustacdes nas tubulagdes (ALMEIDA, 2010). Deste modo, para sistemas de
irrigagéo por gotejamento pode ser prejudicial, pois o carbonato de calcio se deposita dentro
das tubulagdes em volta dos orificios dos gotejadores, 0 que provoca 0 entupimento,
impedindo a saida da agua. Esse pardmetro quimico é de fundamental importancia para
avaliacdo da qualidade de agua para irrigacdo da agricultura (ALMEIDA, 2010; AYERS e
WESTCOT, 1991), e que esteja na legislacéo federal para reuso agricola no Brasil. De acordo

com Almeida (2010) para diminuir a dureza da agua pode-se fazer aeragdo, pois induz uma
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precipitagdo do célcio, no entanto, em solos com sddio elevado foi indicado utilizar aguas
com maior grau de dureza.

Quanto a alcalinidade total, as amostras de dgua de retiso “polida e biologica”
apresentaram niveis elevados, em compara¢dao com a amostra “clorada”, com teores de 715
mg/L, 698 mg/L, 31,8 mg/L, respectivamente. Este pardmetro possui grande importancia para
a agricultura, pois mostra a capacidade que a &gua tem de neutralizar &cidos nela existentes,
que é medida pela concentragdo total de hidrdxidos, carbonatos e bicarbonatos. A presenca
destas substancias neutraliza os efeitos de substancias acidas, por exemplo, devido a
ocorréncia de chuvas acidas (FUNASA, 2017). E no solo se torna fundamental verificar a
alcalinidade, pois quando o solo se apresenta &cido as substancias antes presentes na forma
mineral se transformam em ions, sendo alguns desses toxicos para as plantas, como os ions de
aluminio e cadmio (CARMO et al., 2016; SILVA, 2012).

Para producdo de &gua de reuso para a agricultura é fundamental uma lei federal no
Brasil, contendo formas de tratamento, pardmetros de qualidade sanitaria tanto
bacteriolégicos quanto fisico-quimicos, para que em todo territério brasileiro os governos
tivessem a obrigacdo de cumprir. Esta lei poderia seguir as normatizacdes americanas, que
estdo mais aprofundadas e detalhadas em relacdo a qualidade sanitaria da agua de redso para a
agricultura, pois sdo estabelecidos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, baseados
em estudos cientificos, a fim de garantir a sociedade a qualidade dos alimentos, e evitar danos
a saude humana e ambiental (HANDAM et al., 2021b).

As analises dos parametros fisico-quimicos da dgua potavel demonstraram que todos
parametros estavam de acordo a Portaria de Consolidacdo do Ministério da Salde n° 5 de
2017, sendo a amostra de agua de reuso “bioldgica” o tipo de agua que apresentou niveis mais
distantes dos niveis apresentados pela agua potavel (Moura, 2019).

Outro resultado do presente estudo, que se encontra publicado em artigo de Handam et
al. (2021b) foi a verificacdo e comparacdo dos padrbes de parametros de qualidade sanitaria
para redso agricola de normatizagdes encontradas no Brasil e dos Estados Unidos da América.
No Brasil poucas sdo as regulamentacdes sobre &gua de relso com padrdes de qualidade
sanitéria para agricultura, o que dificulta a utilizacdo deste recurso hidrico com seguranga no
territorio brasileiro, sem causar riscos para a saude coletiva. As normativas brasileiras
existentes, em geral, sdo menos restritivas em relagdo as normas internacionais. A Resolucao
CONERH da Bahia n°® 75/2010 apresentou-se como a mais completa em termos de parametros
de qualidade microbioldgicos e fisico-quimicos. Nesta lei, os padrdes de qualidade da maioria

dos paréametros fisico-quimicos estdo similares a norma internacional estabelecida em
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Guidelines for water reuse - EPA (2012), e os parametros microbiol0gicos sdo 0s mesmos
estabelecidos em Guidelines for the safe use of wastewater, excreta and greywater - WHO
(2006). A Norma da ABNT 13969/97 (ABNT, 1997), que € a unica norma em nivel federal
que possui alguns parametros de qualidade para utilizacdo de agua de relso, recomenda
valores maximos permitidos menos restritivos, acima do determinado pelas normativas
internacionais (HANDAM et al., 2021b).

Na tabela 8 se encontram o0s parametros fisico-quimicos comparados entre as
normatizacdes nacionais com as principais diretrizes dos Estados Unidos (HANDAM et al.,
2021b).

Tabela 8 - Valores maximos permitidos dos parametros fisico-quimicos e bacterioldgico das

normativas brasileiras sobre retiso agricola em comparagdo com as normas dos EUA.

A ABNT BAHIA CEARA EPA
Parametros (1997) (2010) (2017) WHO (2003) (2012)
Coliformes

termotolerantes 23 100 4,6 10 2
(UFC/mL)
pH ND ND 6,0-8,5 6,6-7.0 6,0-9.0
Condutividade <0,7(B): <0.7(B);
elétrica ND 3,0 3000 0,7-3,0 (M); 07s0
(dS/cm) (M);
>3 (A)
>3 (A)
Cloreto <4 (B);
(mg/L CI") ND 100-350 ND >3 4-0(M);
>10 (A)
Chumbo (mg/L) ND 500 ND 5,00 5,00
Aluminio (mg/L) ND 5.00 ND 5,00 5,00
Arsénio (mg/L) ND 0.10 ND 0,10 0,10
Berilio (mg/L) ND 0.10 ND 0,10 0,10
Boro (mg/L) ND 05 ND ND 0,75
Céadmio(mg/L) ND 001 ND ND 0,01
Cobre(mg/L) ND 0.20 ND 0,20 0,20
Cromo(mg/L) ND 01 ND 0,1 01

Ferro (mg/L) ND 5 ND 5 5
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Fluoreto (mg/L)

ND 1 ND 1 1
Litio (mg/L) ND 2,50 ND 2,50 2,50
Manganés (mg/L) ND 0,20 ND 0,20 0,20
Mercurio (mg/L) ND 0,002 ND ND 0,002
Molibdénio (mg/L) ND 0,01 ND 0,01 0,01
Niquel (mg/L) ND 0,02 ND 0,02 0,02
Sédio (mg/L) ND 70 ND <3 z;)(i)_?(fvll\/l)) >9 70
(A)
Vanadio (mg/L) ND 0,10 ND 0,10 0,10
Zinco (mg/L) ND 2 ND 2 2

Fonte: Handam et al. (2021b).
Normatizagdes: Norma da ABNT 13969/97; Resolugdo CONERH da Bahia n° 75/2010; Resolugéo Estadual do

Ceara n® 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. Padres de
coliformes termotolerantes das normatizagdes estdo em UFC/mL. ND = N&o estdo descritos padrdes nas leis; B=
risco baixo; M= risco moderado; A= risco alto. Padres de coliformes termotolerantes da norma ABNT
13969/97 e da Resolucdo Estadual do Ceard n° 2/2017 estdo em UFC/mL, de acordo com trabalho de Sotero-
Martins et al. (2017), baseado no estudo de Gronewold e Wolpert (2008).

7.1.2 Caracterizacao Colimétrica e Fisico-Quimica do Solo utilizado nos ensaios

A andlise bacterioldgica do solo utilizado nos ensaios, assim como os valores
maximos permitidos pela lei n°® 7666 de 28 de agosto de 2017 (BRASIL, 2017) estdo
apresentados na Tabela 9. Os niveis de coliformes totais e de Escherichia coli ficaram acima
do padréo de qualidade sanitaria estabelecido pela lei. Vale ressaltar, que do ponto de vista
epidemioldgico e imunologico, a presenca de microrganismos patogénicos em solos ndo quer
dizer que as pessoas vdo adquirir doencas (MANCUSO e SANTOS, 2013). Contudo, a
sinalizagdo de cuidados frente aos riscos para solos contaminados, e com presenca de
potenciais poluentes, que podem ser adicionados no solo com o uso de certos tipos de agua de
retiso, que afetam a vida humana e animal, sdo dados fundamentais para acdes em saude. 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 utilizagéo
da &gua de reuso, sendo veiculo para transmissdo de doencas. No entanto, o risco pode ser
reduzido atraves de boas praticas, com uso de equipamentos de protecao individual (EPIs) na
agricultura (WHO, 2006), por isso é¢ fundamental saber os contaminantes e poluentes que

possam estar na dgua de redso.

Tabela 9 — Resultados das analises bacteriologicas do Solo utilizado no estudo e valores
maximos permitidos (VMP) pela lei n° 7666 de 28 de agosto de 2017 do Rio de Janeiro.
Média e desvio padrao.

Bactérias UFC/g Resultados VMP
Coliformes totais 220 + 13 >138,44
Escherichia coli 30+4 >1,85

Fonte: prépria autora.

As andlises fisico-quimicas do solo utilizado nos experimentos apresentaram valores
que ndo estdo, em sua maioria, dentro dos valores estabelecidos aos comparados com as
normas da Embrapa (2015; 2017). O nivel de nitrogénio amonia no solo foi adequado, pois
apresentou niveis 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 acido. Os valores ideais para o cultivo sdo os que apresentam pH na faixa de 6,0 a 9. O
valor de condutividade foi 297,5 uS/cm, sendo o solo classificado como um solo salino-
sodico. A quantidade de matéria organica no solo estava alta com valor de 10,48 dag/Kg, pois
apresentou valores maiores que 3 dag/kg, demostrando que a presenca de grande quantidade
de nutrientes. Valores acima do indicado pela norma indicam acumulo de matéria orgénica no
solo, que pode ser ocasionada por acidez elevada (EMBRAPA, 2015). Além disso, o nivel de
matéria organica indica indiretamente a disponibilidade de nitrogénio no solo, macronutriente
essencial ao crescimento de vegetais (PES e ARENHARDT, 2015). Teores de matéria
organica dentro do recomendado promovem melhorias na estrutura do solo, pois permite uma
melhor infiltracdo de 4gua no solo (SA et al., 2015).

Os teores de fosforo presentes no solo foram classificados como médio por apresentar
o valor de 14,4 mg/dm?3, para ser considerada quantidade adequada teria que estar com mais
de 15 mg/dm?3, portanto se aproximou do adequado. Os teores de Magnésio e Calcio trocaveis
deveriam apresentar valores até 4 cmolc/kg, mas a amostra de solo utilizada e analisada

apresentou valores altos e fora da faixa estabelecida. A analise de acidez trocavel mostrou que
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0 solo apresentou 11 cmolc/Kg, sendo considerado um resultado alto, tendo em vista que alta
quantidade de aluminio no solo inibe o crescimento radicular e influenciar na disponibilidade
de outros nutrientes. Além disso, o percentual de saturacdo foi de 34,44%, sendo considerado
baixo havendo a necessidade de correcdo por calagem, que tem o objetivo de corrigir a acidez
do solo, e fornecer suplemento de célcio e magnésio para as plantas (EMBRAPA, 2015)
(Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados das andlises fisico quimicas do solo e seus valores de qualidade

recomendados. Valores de qualidade (VQ).

Parametros Resultados VQ
pH 6,22 >6 (alto) ©
Acidez trocavel (cmolc/Kg) 11 05®
Saturagio 34,44%  <50,0 (baixa) ®
Condutividade (nS/cm) 297,5 >4,00®
N- aménia (mg/kg) 1,1 05-2@
Fosforo (mg/dm®) 14,4 71-15©
Matéria organica (dag. kg™) 10,482 > 3 (alta) @
Célcio + magnésio trocaveis (cmolc.kg?)  1694,4 >4 (alto) ®
Calcio trocavel (mmol.kg™) 117,81 >3 (alto) ©
Magnésio trocavel (mmol.kg™) 51,63 >1 (alto) ©

2EMBRAPA, Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuéria. Manual de métodos de anélise de solo. Rio de
Janeiro: EMBRAPA-CNPS, 3, 2017.
SEMBRAPA. Guia pratico para interpretacdo de resultados de analises de solos. 2015.

7.2 ANALISES DA PRESENCA DE CONTAMINANTES NA AGUA DE REUSO E
AVALIACAO INDIRETA DOS EFEITOS NA MICROBIOTA DO SOLO

O sistema para ensaio de cultivo de plantas em laboratério foi construido, e permitiu a
irrigacdo do cultivo por gotejamento direto ao solo, sem o contato da 4gua com as folhas,
assim como permitiu uma iluminagédo controlada, por meio de temporizador digital, com 12
horas de iluminacdo direta nos cultivos. Foi possivel fazer dois sistemas com as mesmas

caracteristicas para comparagdo com o grupo controle irrigado com &gua potavel (Figura 21).
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Figura 21 — (A) Imagem do sistema construido para realizacdo do experimento de cultivo de
plantas irrigadas com agua de retso em laboratério; (B) Posicdo do gotejamento de agua
diretamente para o solo através da torneira; (C) Temporizador digital para controlar a

iluminacao.

Fonte: prépria autora.

Durante a realizacdo dos trés cultivos de salsa irrigados com as amostras de agua de
redso, as condicdes fisicas do solo mostraram que a perda de volume de solo foi proporcional
com o tempo, e com 0 aumento da compactacdo do solo. Teve diminuigdo de 19% no peso do
solo em relagdo ao inicial, pois apresentou peso médio de 259 g (+ 29 g). Houve aumento na
compactacao 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 (x 0,6 cm) de altura que a
umidade atingiu sobre o papel filtro.

A quantificacdo de DNA (ng/uL) das amostras de “agua de rega” mostrou que 0S

cultivos irrigados com agua de retiso “clorada” apresentaram um aumento da microbiota
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depois de 15 dias de irrigacdo, com aumento de 2,01 vezes de DNA total em relagcdo ao
primeiro dia de cultivo, enquanto que com a agua potavel (controle) apresentou uma
diminuicdo de 1,5 vezes da microbiota do solo. Os cultivos irrigados com agua de redso
“polida” aumentaram 1,42 vezes o DNA total depois de 15 dias de irrigacdo, aumentando a
microbiota do solo, enquanto que os cultivos irrigados com &gua potéavel (controle)
apresentaram uma diminuicdo de 1,16 vezes da microbiota do solo. Quanto aos irrigados com
agua de retiso “bioldgica”, os cultivos tiveram aumento de 1,49 vezes de DNA total depois de
15 dias de irrigacdo, enquanto que os cultivos irrigados com agua potavel (controle) tiveram
uma diminuicdo da microbiota do solo de 8,63 vezes. O estudo indicou que a dgua de redso
acrescentou uma carga de microrganismos e/ou favoreceu a manutencéo e o crescimento dos
preexistentes no solo devido a entrada de nutrientes, enquanto que os cultivos irrigados com
agua potavel tiveram diminuicdo da microbiota do solo apds 15 dias (Gréaficos 2, 3 e 4).

A maior quantidade de microrganismos pode ajudar na decomposicao de nutrientes no
solo e disponibilizagéo de minerais para as plantas, o que favorece o crescimento dos cultivos
(MANCUSO e SANTOS, 2013). As aguas de retso podem conter grande quantidade de
microrganismos, em sua maioria ndo patogénicos, no entanto, podem conter microrganismos
patogénicos, e por isso possui o risco de transmissdo de doencas afetando a salde humana e
ambiental (MONTE; ALBUQUERQUE, 2010). A transmissao de doencas se torna menor ou
mesmo controlada por meio de préaticas de irrigacdo, de cultura e de colheita utilizadas, por
exemplo, aplicacdo de irrigacdo por gotejamento, e uso de equipamentos de protecdo
individual pelos agricultores (MORAIS et al., 2016; MANCUSO e SANTOS, 2013; WHO,
2006).

Gatta et al (2016) verificaram que apesar da identificagdo de microrganismos como E.
coli e Salmonella spp. em amostras de esgoto por tratamento secundario e terciario, 0s
cultivos de alcachofra, irrigados com essas amostras, ndo foram contaminados. E que a
reducdo desses bioindicadores no solo pode ser devido ao sistema de irrigacdo por
gotejamento, que evita o contato da dgua com a planta, e/ou pela morte das bactérias no solo,
assim como pela barreira por meio das raizes das plantas. Além disso teve aumento na
producdo dos cultivos de 33 a 55% quando comparados com os cultivos irrigados com agua
doce, controle do estudo (GATTA et al., 2016).
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Gréfico 2 - Valores médios da concentracdo de DNA (ng/uL) de amostras de “agua de rega”
de solos irrigados com agua de retso “Clorada”, e com agua potavel (controle), no primeiro

dia e depois de 15 dias de experimento.
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Gréfico 3 - Valores médios da concentragdo de DNA (ng/uL) de amostras de “agua de rega”
de solos irrigados com agua de reuso “Polida”, e com agua potavel (controle), no primeiro dia

e depois de 15 dias de experimento.
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Gréfico 4 - Valores médios da concentragdo de DNA (ng/uL) de amostras de “agua de rega”
de solos irrigados com 4gua de reuso “Biologica”, e com dgua potavel (controle), no primeiro

dia e depois de 15 dias de experimento.
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Fonte: prépria autora.

Nos resultados a partir das primeiras PCRs realizadas, as amostras de agua de rega
estavam com niveis altos de DNA, em media acima de 20 ng/uL (= 9,35), e ndo amplificaram,
sugerindo a presenca de substancias quimicas provenientes da agua de retso e/ou do solo que
interferiam na reacdo, inibindo a enzima DNA polimerase, por isto ndo ocorria a amplificacédo
do DNA. O mesmo foi verificado também em trabalho de Rodrigues (2012). Visto isso, para
padronizar todas as amostras na mesma concentracdo de DNA genémico capaz de produzir
amplificacdo na PCR dos marcadores moleculares foram feitos calculos para que as amostras
ficassem na concentracéao final de DNA de 20 ng/uL.

Os resultados da PCR dos bioindicadores de contaminagdo ambiental mostraram que
0s marcadores moleculares como o Adenovirus tipo 40 e 41 (HADv) e E. coli (gene uidA)
estavam presentes em todas as amostras de agua de rega originadas de irrigagdes com agua de
reuso “clorada, polida e biologica” (Figura 22). O marcador molecular M. smithii (nifH) foi
detectado nos cultivos irrigados com amostras de dgua de reuso “polida e biologica”, sendo
ausente nas amostras de agua de rega dos cultivos irrigados com dgua de retso “clorada”
(Figura 23).
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Figura 22 — Resultados da PCR dos bioindicadores de contaminagdo Escherichia coli (600
pb) e Adenovirus tipo 40 e 41 (137 pb) das amostras de &gua de rega dos trés cultivos

irrigados com agua de retiso “clorada, polida e bioldgica”.

“Clorada” “Polida” “Biologica”

b pm v pm b opm ¥

E. coli (600 pb) 00—

Adenovirus (137 pb) 100

Legenda: As setas indicam as posi¢des das bandas de 600pb e de 100pb do padréo de peso molecular. PM — peso
molecular com 100 kb. E. coli e Adenovirus, com 600 pb e 137 pb, respectivamente. Fonte: propria autora.

Figura 23 — Resultados da PCR do bioindicador de contaminagdo Methanobrevibacter smithii
(221 pb) das amostras de agua de rega dos trés cultivos irrigados com agua de retso “clorada,
polida e bioldgica”.

“Clorada” “Polida” “Biolégica”

pb PM 4 SVER BN VAR |

M. smithii (221 pb) 200 —»

Legenda: A seta indica a posi¢do da banda de 100pb de peso molecular. Pogos: PM — peso molecular com 100
kb; M. smithii, com 221 pb. Fonte: prépria autora.
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A irrigacdo com agua de redso alterou a microbiota do solo, pois passou apresentar
microrganismos no solo que estavam presentes na &gua de reuso, ficando retidos no solo
durante o cultivo.

Estudo semelhante também encontrou a presenca de adenovirus no solo, depois de
analisar a 4gua que percolou pelo solo (nesse estudo esse tipo de agua estd sendo chamada de
agua de rega), por meio da técnica de PCR também (MEHNERT, 2003). No estudo dos
autores comparados acima, foi detectada a presenca de adenovirus em uma profundidade de 3
a 4 metros de solo, simulando o nivel do lencol freatico (MEHNERT, 2003). Pesquisas
verificaram a presenca de adenovirus no solo, e verificaram que 0os mesmos podem atingir
grandes profundidades no solo, sendo possivel a contaminacdo das aguas subterraneas
(MEHNERT, 2003; DE SERRES, 1999). Ward e Irving (1987) verificaram no solo irrigado
com agua de re(so a presenca de virus depois de 13 dias. Hurst et al. (1980) verificaram o
deslocamento de virus de 10 cm no solo a cada 10 dias, diante da lixiviagdo com ajuda de
irrigacdo e chuva. Além disso, Gerba et al. (1981) observaram que as particulas virais em
geral sdo adsorvidas pelo solo em 98 a 99%, sendo um filtro frente a contaminacgéo por virus
vindos, por exemplo, da &gua de retso. O solo age como um filtro que consegue remover
geralmente microrganismos com tamanhos maiores que 25 pm (bactérias, helmintos,
protozoarios) (MANCUSO e SANTQOS, 2013).

Vale ressaltar que os microrganismos identificados através da amplificacdo por PCR
podem ndo estar viaveis ou infecciosos, no caso dos virus, € ndo vivos no caso das bactérias
E. coli e M. smithii, pois essa técnica permite verificar a presenca dos genes estudados em um
ambiente.

As plantas conseguem evitar 0 acesso de microrganismos em Seus vasos capilares
(PASCHOLATI, 1994; AGRIQS, 2004), pois absorvem particulas e solutos encontrados na
agua, como os sais minerais com a dimensdo de 0,001 pm, enquanto que as dimensdes de
virus, bactérias, sdo respectivamente, 0,1 e 1 um (SCHAFER, 1999 apud SCHNEIDER;
TSUTIYA, 2001). Dessa forma, sdo mais de 100 vezes maiores do que a dimensdo do sistema
utilizado pelas plantas para absorver, por isso a chance de contaminacdo dos alimentos
provenientes da parte interna das plantas é pequena. O risco maior existe do contato da agua
de relso com a parte externa, de permanecer residuos contaminantes e poluentes sobre as
folhas e caules. Segundo WHO (2006) técnicas de irrigagcdo, de forma préxima ao solo, como
por exemplo, por gotejamento, diminui a chance de contaminacdo dos cultivos com patégenos
gue estdo no solo, pois ndo 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 adenovirus e E. coli, pois
podem causar gastroenterites. Por isso, para o reuso agricola, € essencial um periodo de
interrupcdo entre as culturas irrigadas com agua de re(so, para que microrganismos como
virus sejam inativados no solo, por meio do proprio tempo de atividade no ambiente de solo, e
pelas condicdes de temperatura, desinfeccdo através do sol, que ocorre com menos de 20 dias,
segundo WHO (2006). Dessa forma, o agricultor ter4 mais seguranca quando for manusear o
solo, e 0 consumidor a seguranca da inexisténcia desses contaminantes, pois garantiria o
desaparecimento dos patdgenos bioindicadores de contaminacdo no solo, evitando danos a
salde dos trabalhadores. Além disso, recomenda-se 0 uso de equipamentos de protecdo
individual, como luvas, mascaras e botas impermeéaveis, para evitar o contato do agricultor
com o solo irrigado com agua de reuso.

O resultado das anélises por PCR da “amostra de agua de retso biologica” mostrou
que a bactéria E. coli estava ausente nessa amostra (MOURA, 2019). Porém na PCR da
amostra de “agua de rega”, que havia sido irrigada com a agua de réuso “bioldgica”, o gene
marcador para a presenca de E. coli foi amplificado. Apesar desse resultado, a analise
bacteriolégica mostrou que tinha E. coli na amostra de agua de reiso “bioldgica”, pois
apresentou 25.800 UFC/mL. No entanto, a presenca de E. coli na “agua de rega” pode ser
atribuida a presenca dessa bactéria no préprio solo, visto que na analise bacterioldgica do solo
também havia a bactéria, tendo 30 UFC/g de E. coli no solo.

Os tratamentos do esgoto, para producdo dos diferentes tipos de agua de relso que
foram utilizadas nesse trabalho, ndo conseguiram retirar 0s tracos dos microrganismos
indicadores de contaminacdo, como o adenovirus tipos 40 e 41 e a E. coli que sdo patogénicos
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 adenovirus, a E. coli e a M. smithii como bioindicadores de contaminacgéo
fecal humana em aguas, relataram que a presenca desses organismos indicam a possivel
presenca também de outros microrganismos de origem fecal humana, que podem ser
comensais ou patdgenos, sendo estes Gltimos um perigo a satde humana (SINIGALLIANO et
al., 2010).
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7.3 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DA PLANTA IRRIGADAS COM AGUA
DE REUSO (INDICADOR INDIRETO DOS BENEFICIOS DO USO DE AGUA DE
REUSO)

Em relagdo a avaliagdo da altura média das plantas, comparando o grupo irrigado com
agua de reuso e grupo irrigado com agua potavel (grupo controle), foi observado ao final do
experimento que as plantas regadas com agua de redso tiveram uma altura média de 11,3 cm
(£1,68), enquanto que as irrigadas com agua potavel com uma altura média de 9 cm (+1,65).
A utilizacdo da &gua de redso pode representar uma fonte de nutrientes disponiveis para
aplicacdo na agricultura (SHAER-BARBOSA et al., 2014). Segundo Werner (1999), essa
adicdo pode melhorar algumas propriedades fisico-quimicas como retencao de dgua, absorcdo
de nutrientes e variagdes de temperatura no interior, e assim favorecer o crescimento dos
cultivos. Andrade et al. (2012) também verificaram que as plantas irrigadas com agua de
retso tiveram maiores valores medios de altura (cm) em relagcdo as regadas com agua de
abastecimento.

Outro fato observado foi o maior desenvolvimento das plantas irrigadas com agua de
redso, pois as plantas do grupo irrigado com &gua de retso ficaram com as folhas mais verdes,
em comparagdo com o grupo de plantas irrigadas com &gua potavel. Costa et al. (2012)
encontraram resultados que também apontam que as plantas irrigadas 100% com agua de
reiso foram as que obtiveram os melhores resultados de desenvolvimento, inclusive de
tamanho. Isto corrobora com a hip6tese da contribuicdo da presenca de mais nutrientes
provenientes de matéria organica que permanece na agua de reuso, quando comparada com a
agua potavel. E aponta que a dgua de reuso pode oferecer uma quantidade maior de nutrientes
que auxiliaram no desenvolvimento das plantas. O solo e os cultivos agem como biofiltros
naturais, e a utilizacdo de &gua de relso na irrigacdo pode diminuir os gastos com a
fertilizag&o dos cultivos (HARUVY, 1997).

Quanto a andlise do grau de acamamento, os resultados mostraram que tiveram
diferengas entre os cultivos irrigados com agua de reso e os regados com &gua potavel
(controle), tendo em vista que os irrigados com agua potavel tiveram menor grau de
acamamento, com notas 4, 1 e 2, em compara¢do com os irrigados com agua de redso, que
obtiveram notas 5, 2, 5. Percebe-se que dois dentre os trés cultivos irrigados com agua de
re(iso, 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 agua de reuso, pois
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segundo Mann et al. (2001), altas doses de fdésforo e potassio favorecem o acamamento por

causar um crescimento vegetativo maior.

Tabela 11 - Notas atribuidas as plantas irrigadas com agua de retso “clorada” e regadas com

agua potavel. Os vasos 1, 2 e 3 foram triplicatas de cada condi¢do experimental.

Tipo de &gua usada na irrigacdo Vasos 1° dia 82 dia 15° dia
1 3 5 5
. . 2 1 3 2
Com agua de reuso 3 3 5 5
1 2 3 4
. . 2 1 1 1
Com agua potavel (controle) 3 ” ) )

Fonte: prépria autora.

7.4 ANALISE DE DECAIMENTO DE PATOGENOS AO LONGO DO TEMPO NO SOLO

Na analise de decaimento dos patdgenos indicadores de contaminacdo 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 hortalica Petroselinum crispum (salsa) irrigado com &gua de retso contendo a
contaminacdo artificial. Enquanto que no cultivo irrigado com agua potével (controle) exposto
a contaminacdo artificial foi observado decaimento para E. coli e Salmonella spp. de 106 e 35
dias, respectivamente (Grafico 5). Mostrando que o tempo de sobrevivéncia do indicador E.
coli ndo foi afetado durante o tempo de realizagcdo dos ensaios, ou seja, foi similar a curva de
decaimento, tanto no vaso irrigado com agua de redso quanto com agua potavel. Porém para o
indicador Salmonella spp., a curva de decaimento foi 2,6 vezes mais acelerada no vaso
irrigado com agua potavel em comparacéo com o irrigado com agua de reuso.

Em relacdo aos vasos com cultivos da hortalica Petroselinum crispum que néo tiveram
contaminacéo artificial, no vaso irrigado com &gua de reuso foi verificado decaimento para E.
coli e Salmonella spp. de 120 e 106 dias, respectivamente. Enquanto que o cultivo irrigado
com &gua potavel o decaimento foi de E. coli e de Salmonella spp. 120 e 63 dias,

respectivamente (Gréafico 6). Sempre o decaimento para Salmonella spp. foi mais rapido em
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comparacdo ao decaimento de E. coli, ou seja, irrigados com agua potavel foi 1,7 vezes mais
acelerado do que com &gua de redso.

Gréafico 5 — Analise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp.
nos cultivos de planta com suplementacdo artificial de E. coli e Salmonella spp., irrigados

com agua de retiso “clorada” e com agua potavel (controle). Regido de corte do grafico B

entre 20 a 25.
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Fonte: prépria autora.

Gréafico 6 — Analise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp.
nos cultivos de planta, sem suplementacdo, irrigados com agua de reuso “clorada” e com agua

potavel (controle). Regido de corte dos graficos A e B entre 20 a 25.
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Fonte: propria autora.

Foi verificado que o tempo de decaimento de Salmonella spp. nos cultivos irrigados
com &gua de reuso foi mais lento em comparacéo com os cultivos irrigados com agua potével.

Em média, o decaimento nos irrigados com agua de retso foi de 98 dias (+ 10), e nos vasos
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irrigados com &gua potével tiveram tempo médio de 49 dias (x 19), ou seja, com agua de
reso foi o dobro do tempo. Isso demonstra que a 4gua de reliso pode estar contribuindo para
a sobrevivéncia do microrganismo patogeno indicador, pois pode oferecer mais nutrientes ao
solo, o que favorece diretamente a manutencdo da microbiota. Portanto, os dados
considerados para o patdgeno indicador Salmonella spp., indicam que para utilizacdo de agua
de reiso na agricultura, precisaria de um tempo de interrupgdo entre os plantios irrigados com
agua de retiso. Esse tempo de espera entre uma cultura e outra, garantiria o desaparecimento
do patogeno bioindicador de contaminacao no solo, e diminuiria o risco de agravos a saude do
agricultor que manipularia o solo, e os cultivares. De acordo com Paganini (2003), depois da
ultima irrigacdo nos cultivos, tanto a Salmonella spp. como a Escherichia coli conseguem
sobreviver por até dez dias. E durante a irrigagdo do cultivo com agua de reuso, o agricultor
deve ter cuidados, por isso recomenda-se 0 uso de equipamentos de protecdo individual, como
luvas, méascaras e botas impermeéaveis, para evitar o contato do agricultor com o solo irrigado
com agua de reuso.

O tempo de sobrevivéncia da bactéria E. coli foi maior em comparacdo com a
Salmonella spp., e ndo teve distincdo em relacdo a irrigacdo com agua potavel. Em média o
tempo de decaimento nos vasos irrigados tanto com agua de rediso quanto com agua potavel
foi de 113 dias (x 9,8). Portanto, maior tempo de acompanhamento da E. coli seria necessario,
pois ndo foi possivel estabelecer o tempo de espera (de parada) entre a cultura e a colheita,
irrigada com esse tipo de agua de redso. Porém, trabalhos como de Faria et al. (2020)
indicaram que em solo agricola cultivado com Eucalyptus contendo fertilizantes provenientes
de esgoto, demoraram 54 semanas, 379 dias para decaimento desse patdgeno bioindicador, e
voltar ao nivel de E. coli encontrado no solo. Faria et al. (2020) ressaltam que o tempo de
sobrevivéncia de E. coli depende também da temperatura do ambiente, sendo maior em climas
tropicais em relagdo 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 24°C, possuindo temperatura de clima tropical, o que favoreceu o tempo mais
prolongado de sobrevivéncia de E. coli.

A continuidade no acompanhamento do decaimento do estudo ndo foi possivel, devido
a limitacdo do estoque da amostra de agua de reuso coletada, com isso ndo teriam condicoes
de acompanhar com o mesmo lote de agua. 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 analise de decaimento no vaso com solo apenas (solo nu) irrigado
com &gua de retso com contaminacgdo 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 agua potavel com contaminacéo artificial foi verificado tempo de decaimento de
E. coli e Salmonella spp. de 134 e 63 dias, respectivamente (Grafico 7).

Em relacdo aos vasos com solo nu que ndo tiveram contaminacéo artificial (controle
negativo), no vaso irrigado com agua de reuso foi verificado tempo de decaimento de E. coli e
Salmonella spp. de 106 e 21 dias, respectivamente. Enquanto que o cultivo irrigado com agua
potavel o tempo de decaimento foi de E. coli e de Salmonella spp. 134 e 21 dias,
respectivamente (Grafico 8).

Grafico 7 — Andlise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp.
nos vasos com apenas solo, com suplementagédo artificial de E. coli e Salmonella spp.,
irrigados com agua de reiso “clorada” e com agua potavel (controle). Regido de corte do

gréfico B entre 14 a 20.
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Fonte: prépria autora.
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Gréfico 8 — Andlise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B) Salmonella spp.
(UFC/mL) nos vasos com apenas solo, sem suplementagdo, irrigados com &gua de reulso

“clorada” e com agua potavel (controle). Regido de corte do grafico B entre 5 a 8.
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Fonte: prépria autora.

Observa-se que o tempo de decaimento de Salmonella spp. nos vasos apenas com solo,
que ndo foram contaminados artificialmente (controle negativo) foi mais rapido (21 dias) em
comparagdo com o0s 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 comparagdo com vasos com cultivos de hortalica Petroselinum crispum (salsa). Isto
pode ser devido a maior incidéncia de luminosidade direta no solo, assim como de infiltracdo
mais rapida de agua, o que diminui o tempo de sobrevivéncia desses microrganismos no solo.

A radiacdo ultravioleta é considerada um fator abidtico téxico para microrganismos, e
interfere no tempo de sobrevivéncia dos mesmos (THOMAS-SOCCOL et al., 2010; ROZEN
e BELKIN, 2001). Isto mostra que os cultivos da hortalica Petroselinum crispum podem ter
inferido também na sobrevivéncia de Salmonella spp., pois com a cobertura vegetal fazia
sombreamento do solo, diminuindo a incidéncia de luz passagem de luz diretamente ao solo.
A planta também ajuda para retencdo de agua no solo, por meio das raizes, o que segundo
Rosa et al. (2003) pode favorecer a manutencdo da umidade do solo, auxiliando na
sobrevivéncia dos microrganismos.

Zaleski et al. (2005) verificaram também em estudo de avaliacdo do tempo de
sobrevivéncia de Salmonella spp. entre duas e trés semanas no solo. Isso corrobora com o0s
resultados obtidos nos vasos somente com solo e sem contaminacdo artificial, que
apresentaram decaimento de 21 dias. Porém Thomaz-Soccol et al. (2010) relataram que o

tempo de sobrevivéncia da Salmonella spp. no solo pode variar de menos de uma semana a
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até seis meses, dependendo das condicbes de umidade e temperatura a que estes
microrganismos estdo expostos. Na normativa de WHO (2006) indica que o tempo de
sobrevivéncia de Salmonella spp. no solo pode ser por até 70 dias.

No vaso com planta e no vaso com solo nu, irrigados com agua de relso com
contaminacdo artificial ndo foi possivel comecar a anélise de decaimento na primeira semana,
pois apresentaram auséncia de crescimento de Salmonella spp. na 4gua de rega. Enquanto na
segunda semana de coleta foram verificados a presenca desses microrganismos na agua de
rega. Considerando a segunda semana como o inicio do acompanhamento do decaimento, 0s
tempos de decaimento no vaso com cultivo de hortalica e no vaso com solo nu ocorreram em
84 e 28 dias, respectivamente.

Em estudo de Faria (2015) foram observadas diminui¢cdes nos niveis de contagem de
colénias de Salmonella spp., aumentos nos niveis de unidades de coldnias cultivadas ao longo
do experimento. Isto também foi verificado na maioria dos cultivos no ensaio do presente
estudo.

A quantificacdo da bactéria Escherichia coli nos cultivos com a salsa, no presente
estudo, apresentou aumento e diminuicdo nos niveis de contagem de col6nias de Escherichia
coli durante as semanas apés o inicio do experimento. Os niveis aumentados de E. coli podem
ser justificados segundo Ishii e Sadowsky (2008) pela introducdo de mais nutrientes
originarios da agua de reuso, que faz com que aumente a concentracdo 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 estd diretamente
relacionada com fatores como temperatura, umidade, pH, composi¢cdo fisica do solo e
competicdo microbiana. Dessa forma, os fatores ambientais pelas condi¢des controladas do
laboratorio sobre os cultivos agricolas, podem favorecer a manutengdo e cultivo da E. coli no
solo. Scherer (2016) sugere que a irrigacdo de hortalicas com aguas que apresentam altos
niveis de coliformes podem contribuir para 0 aumento ou manutencdo da populacdo de
microrganismos. Isto corrobora com o estudo, pois 0s vasos irrigados com agua de relso sem
contaminagdo artificial tiveram niveis médios de concentracdo de E. coli 1,8 vezes mais

elevados em comparagéo ao grupo controle.
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7.5 AVALIACAO DA PRESENCA DE POLUENTES NA AGUA DE REUSO

Os resultados das analises de substancias com atividade estrogénica nas amostras de
agua de reluso demonstraram que as amostras de agua de reuso “polida e clorada” ndo
apresentaram substancias com atividade estrogénica, segundo calculo proposto por Routledge
e Sumpter (1996), ou seja, com resultados abaixo do limite de deteccdo (Graficos 9 e 10;
Figuras 24 e 25). Dessa forma o resultado pode indicar também a possivel inexisténcia de
poluentes, advindos do esgoto sanitario, nessas amostras de agua de reuso estudadas. No
entanto, a amostra de agua de reuso “bioldgica” apresentou substédncias com atividade
estrogénica, com um valor médio de EQ-E2 de 115 ng L (+ 24 ng L™). Atividade
estrogénica nessa amostra foi verificada nas duas aliquotas analisadas concentradas por dois
diferentes métodos de concentracéo. O resultado de 115 ng L™ foi detectado a partir de 10 mL
da amostra concentrada por centrifugacdo a vacuo (50 vezes de concentracdo), que mostrou
uma quantidade 5,2 vezes maior de substancias com atividade estrogénica do que a aliquota
da mesma amostra concentrada por liofiliza¢do, que também mostrou equivalente de estradiol,
tendo um valor médio de 22 ng L (+ 12 ng L) (Figura 26 e Gréfico 11). Isto pode ter
ocorrido, pois a amostra que passou por uma maior concentragdo, poderia ter maior
quantidade de poluentes toxicos 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 toxicos, e inibiram 50%
do crescimento da levedura do bioensaio YES (BISTAN; LOGARE; TISLER, 2011).
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Gréfico 9 - Curvas dose-resposta no ensaio YES de amostra de agua de retiso “Polida”,
concentradas por centrifugagdo a vacuo (SV) e por liofilizacdo (Liof.), 17p-estradiol (controle
positivo), e o controle negativo (Branco).
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Figura 24 — Placa de ensaio da analise Yes da amostra de agua de reuso “polida”.
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Gréfico 10 - Curvas dose-resposta no ensaio YES de amostra de agua de reuso “Clorada”,
concentradas por centrifugagdo a vacuo (SV) e por liofilizacdo (Liof.), 17p-estradiol (controle

positivo), e o controle negativo (Branco).
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Figura 25 — Placa de ensaio da analise Yes da amostra de agua de reuso “Clorada”.

Fonte: prépria autora.
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Gréfico 11 - Curvas dose-resposta no ensaio YES de amostra de agua de reuso “Bioldgica”,
concentradas por centrifugagdo a vacuo (SV) e por liofilizacdo (Liof.), 17p-estradiol (controle

positivo), e o controle negativo (Branco).
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Figura 26 — Placa de ensaio da analise Yes da amostra de agua de retiso “Bioldgica”
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Fonte: prépria autora.

Antes de realizar o bioensiao Yes, como dito na metodologia, foi feita a analise de
toxicidade para verificar possivel inibicdo do crescimento da levedura Saccharomyces
cerevisiae no ensaio YES, e com isso ndo seria possivel quantificar atividade estrogénica nas
amostras (BISTAN; LOGARE; TISLER, 2011). A analise mostrou que a amostra de agua de
reuso “polida” ndo apresentou toxicidade. As amostras “clorada e bioldgica” apresentaram
toxicidade de 21%, nas amostras concentradas por liofilizacdo, porém segundo Bistan, Logare
e Tisler (2011) podem ser consideradas ndo tdxicas, pois ficaram bem proximos dos

percentuais de até 20%, que ndo sdo consideradas amostras toxicas para 0 crescimento da
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levedura, néo interferindo no resultado da quantificagcdo de atividade estrogénica. Amostras
provenientes de esgoto podem conter compostos toxicos e inibir 50% do crescimento da
levedura (BISTAN; LOGARE; TISLER, 2011). Além disso os autores citados mostraram que
o percentual de inibicdo foi maior quando a levedura foi exposta a extratos de amostras mais
concentradas. Foi o que pode ter ocorrido com a amostra concentrada por liofilizagéo, que
concentrou 333 vezes, enquanto que a centrifugacdo a vacuo concentrou 50 vezes.

A amostra de agua de reuso “biologica” foi produzida a partir de esgoto obtido de
aguas cinzas, que sdo provenientes de pias da cozinha, chuveiros e maquinas de lavar, e
depois passou por tratamento por um sistema de filtro fisico e bioldgico. Provavelmente as
substancias com atividade estrogénica identificadas sejam provenientes de hormonios e
produtos quimicos sintéticos, como produtos de higiene e limpeza, como por exemplo,
detergentes, sabonetes liquidos, tinturas, produtos para cabelo e banho. Esses produtos
possuem atividade estrogénica, de acordo com Aquino et al. (2013) e Pessoa et al. (2012).
Hormonios sintéticos ou naturais nesse tipo de agua de redso, por aguas cinzas podem ser
provenientes das aguas de chuveiro, pois as pessoas possuem o costume de urinar enquanto
tomam banho, e de acordo com Bila e Dezotti (2007) acabam excretando hormonios
diariamente, tanto horménios naturais por mulheres e homens, estes Gltimos em menor
quantidade, quanto hormdnios sintéticos por mulheres que usam anticoncepcional, e assim
sdo lancados no esgoto doméstico.

O estudo mostrou que essa forma de tratamento de esgoto e producdo de agua de redso
ndo conseguiu eliminar as substancias com atividade estrogénica da agua e possivelmente ndo
removeu poluentes quimicos, que acabam persistindo na 4gua de retso. Segundo Aquino et al.
(2013) tratamento de esgoto e de producdo de agua de relso inadequados para a remocao de
poluentes quimicos, permitem a persisténcia destes na agua.

A amostra de agua de reuso “bioldgica” quando aplicada para irrigacdo da agricultura
pode se infiltrar no solo e chegar até as aguas subterraneas, podendo contaminar a agua. Nessa
concentragéo de 115 ng L* de equivalente de estradiol, segundo Sumpter (2005) e Segner et
al. (2003) se forem horménios estrogénicos poderiam afetar negativamente 0s seres Vvivos.
Niveis de atividade estrogénica também foram verificados em amostras de agua de retso em
ETAR na Italia e Holanda, 150 ng L™t e 200 ng L, respectivamente, sendo concentragdes de
17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona e estriol (BARONTI et al.,, 2000; JOHNSON;
BELFROID; CORCIA, 2000).

De acordo com Lé&nge et al. (2001) e Routledge et al. (1998) tém sido observados

efeitos de desregulacdo endocrina, por meio do horménio 17a-estradiol, causando a
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feminizacdo em peixes expostos a concentragcbes de 1 ng L, mostrando que nessa
concentracdo pode ser prejudicial a saude dos seres vivos. Nas normativas relacionadas a
retso agricola no Brasil, ndo se encontram padr@es relacionados a poluentes quimicos com
relacdo a substancias com atividade estrogénica, nem portanto ndo se tem um parametro para
garantir a qualidade sanitaria da 4gua de reuso para a saude ambiental e humana. No entanto
como concentragBes de 1 ng L oferecem prejuizos para a salide de seres vivos, sugere-se que
seja um risco para a saude ambiental e humana o uso de agua de reliso para a irrigacdo com
nivel de 115 ng L™ de equivalente de estradiol. O valor de 1 ng L equivale a 0,001 pum, que é
o tamanho de solutos que a planta consegue absorver, como 0s sais minerais e pesticidas
(SCHAFER, 1999 apud SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001).

Os pesticidas, que grande parte possui atividade estrogénica, 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 lixiviagdo, podendo atingir outras regides,
adsorcéo, volatilizagdo, escoamento superficial (APPLEBY e DAWSON, 1994).

Em analises de agua de redso de ETAR na Italia, Holanda foram verificados 150 ng
L%, 200 ng L%, respectivamente, de concentragdes de 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol,
estrona e estriol (BARONTI et al., 2000; JOHNSON; BELFROID; CORCIA, 2000).

O estudo mostrou que os tratamentos de producdo das amostras de agua de relso
“clorada e polida” foram eficazes para a remoc¢ao de substancias com atividade estrogénica na
agua. Segundo autores o tratamento de esgoto (tratamento primario e secundario) e depois por
tratamentos com membranas, filtracdo, ultrafiltracdo e osmose reversa sdo particularmente
efetivos na remocao de poluentes inorganicos (tais como, nitrato, arsénico e flior) e organicos
(tais como, pesticidas, estrogénios) (MANCUSO e SANTOS, 2013; BOLONG et al., 2009;
OENNING JUNIOR e PAWLOSKY, 2007).

Segundo Chen et al. (2007) os processos de tratamento convencionais de esgoto por
(coagulacdo/floculacéo, sedimentacéo e filtracdo) ndo sdo eficazes na eliminacdo de atividade
estrogénica, porém mostrou que a desinfeccdo com cloragdo possuiu potencial para a retirada
dessas substancias. A amostra da agua de reuso “clorada” durante a sua producdo pode ter
perdido atividade estrogénica 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 remogéo de 97%
de substdncias com atividade estrogénica em 10 minutos de contato direto com o cloro.
Westerhoff et al. (2005) verificaram 100% de remogéo com tempo de contato por 24 horas,
utilizando dose de cloro ativo de 3,6 mg.L™. De acordo com Lee et al. (2004) o cloro é um

agente ativo e tem maior eficiéncia na remocdo da atividade estrogénica conforme o maior
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tempo de contato com o mesmo. Dias et al. (2015) também evidenciaram a eficiéncia da
cloragéo para diminuir e remover substancias com atividades estrogénica, no entanto sugeriu
mais uma etapa para a completa remog¢do, como o tratamento por 0zonizacao.

A forma de desinfeccdo de agua e de efluentes de esgoto mais realizada no Brasil é a
cloragéo, pois traz a vantagem se ser econdmica e promove a eliminagdo de compostos como,
por exemplo, o grupamento fendlico (PEREIRA et al., 2011). A cloragéo ¢ eficaz na remogéo
de hormdnios dependendo da concentracdo dessas substancias, da quantidade e do tempo de
contato de cloro residual livre com as mesmas. Entretanto ha evidéncias de que depois da
desinfecgé@o por cloracdo pode ocorrer a produgdo de subprodutos da oxidacdo com o cloro
que apresentam atividade estrogénica (PEREIRA et al., 2011).

Outro resultado do presente estudo, que se encontra publicado em artigo de Handam et
al. (2021a) foi a verificacdo da eficacia dos métodos alternativos para concentracdo de
substancias com atividade estrogénica em agua. O estudo mostrou que dentre os métodos de
concentracdo, a técnica por centrifugacdo a vacuo foi a que menos interferiu com perdas de
substancias, tendo maior recuperagio de equivalente de estradiol. Dos 2.000 ng L™ de E2
inseridos na amostra dopada foi detectado equivalente de estradiol (EQ-E2) de 895 ng L™ (5
ng L), correspondendo a 45% do que foi acrescentado inicialmente. E 0 método de extracio
em fase solida recuperou 790 ng L (+ 23 ng L), 40% de equivalente estradiol (EQ-E2);
seguido do método por liofilizagdo que recuperou 610 ng L-1 (+ 6 ng L) 31% da
concentracdo de equivalente de estradiol (EQ-E2) acrescentada inicialmente na amostra
(Tabela 12). As amostras que ndo foram dopadas apresentaram resultados abaixo do limite de
deteccdo, por meio da formula matematica segundo Routledge e Sumpter (1996), mostrando a

inexisténcia de substancias com atividade estrogénica na amostra de dgua de relso estudada.

Tabela 12 - Percentual medio que cada método de concentragdo conseguiu recuperar de
equivalente de estradiol (EQ-E2), que foi inserido nas aliquotas das amostras dopadas
(concentrac&o final 2.000 ng L de E2), e desvio padrdo (DP) dos resultados.

Métodos Recuperacdo (%) (EQ-E2)ngL? DP
Centrifugacdo a vacuo 45 895 5
Extracdo em fase solida 40 790 23
Liofilizagdo 31 610 6

Fonte: prépria autora.
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Vale ressaltar, no entanto, que os métodos de liofilizagdo e centrifugacdo a vécuo
permitem fazer a concentracdo total das substancias estrogénicas (solidos dissolvidos e
suspensos), ndo sendo necessaria a filtragem da agua antes da concentracdo (HANDAM et al.,
2021a). As substancias estrogénicas tém sido encontradas em maior quantidade na fase
aquosa dissolvida (WILLIANS, 1999), porém a adsorcdo a fase solida da matriz ndo pode ser
negligenciada, pois as substancias estrogénicas 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
importancia da analise dos solidos dissolvidos e solidos suspensos em matrizes ambientais
aquosas para a quantificacdo da atividade estrogénica total (BILA et al., 2019;
YARAHMADI et al., 2018; DAGNINO et al., 2010).

Os métodos de centrifugacdo a vacuo e de liofilizacdo utilizados para concentrar
substancias com atividade estrogénica sdo métodos que ndo precisam do uso de solventes
quimicos para a concentracdo de amostras. Nesse sentido sdo menos poluentes em
comparacdo 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 realizacdo da extracdo em fase solida sdo produtos inflamaveis e toxicos, sendo
poluentes a0 ambiente e podem causar agravos a salde humana e animal. O metanol, por
exemplo, pode causar cegueira ou até a morte por ingestdo de 30 a 100 mL do mesmo
(FISPQ, 2011). Além disto necessitam de cuidados ao manuseio, em que se deve evitar 0

contato com a pele, olhos e roupas, e ter boas praticas de higiene.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os resultados das andlises fisico-quimicas e bacterioldgicas realizadas
no estudo, apenas a agua de reuso “polida” estava em condi¢des sanitaria propria para uso
agricola, de acordo com as normativas brasileiras e internacional. As demais amostras de agua
de reuso, “bioldgica e clorada”, ndo estavam em condi¢des Sanitarias proprias, segundo as
normas vigentes que determinam padrdes para o relso agricola.

Os resultados das analises colimétricas, fisico-quimicas e de substancias com atividade
estrogénica demonstraram que as metodologias empregadas na producdo da amostra de agua
de retso “biolégica”, que utilizaram filtro fisico e bioldgico, ndo foram capazes de retirar os
microrganismos e poluentes de forma eficaz. A revisdo da literatura e os dados de
contaminantes e poluentes encontrados na agua de retiso “biologica”, permitem sugerir que se
faz necessario a inclusdo de mais uma etapa de tratamento ou mais cuidados na manipulacéo
dos cultivares e do solo pelos agricultores. Aguas de reiso provenientes de tratamentos
similares aos empregados na producdo das aguas de reuso 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 ndo irdo oferecer riscos a
salde publica e ambiental.

O estudo da qualidade sanitaria das trés amostras de agua de reliso com procedéncias
diferentes, reforca a importancia da forma de tratamento e producdo de agua de redso para
gue a mesma possua qualidade para utilizacdo segura, e que ndo afete a salde publica e
ambiental. Além disso, a revisdo da literatura realizada nesse trabalho sobre os padrbes de
qualidade nacionais e internacionais para redso agricola, permitiu verificar o quanto é
importante a existéncia de uma legislacdo a nivel nacional, que apresente os parametros de
gualidade sanitaria, para minimizar 0s riscos e garantir o uso de uma matriz sustentavel e
segura para a irrigacao agricola. Dessa forma, por lei cada Estado teria a obrigacdo de cumprir
com o padrdo de qualidade sanitaria da agua de reuso, visando evitar danos a satde humana e
ambiental.

Os resultados das analises de substancias com atividade estrogénica mostraram que as
amostras de agua de re(so “clorada e polida” ndo apresentaram substancias com atividade
estrogénica, o que indica a inexisténcia de poluentes advindos do esgoto sanitario, e que estas

formas de tratamento para a producdo das aguas de reuso foram eficazes para a remocéo de
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poluentes. Como esperado, a amostra “bioldgica” apresentou substancias com atividade
estrogénica, com a concentracdo média de EQ-E2 igual a 115 ng L™, pois provavelmente
poluentes de materiais de higiene e de limpeza dos domicilios persistiram ap6s o tratamento
de producdo da agua de retso. O tratamento para producdo dessa agua de relso ndo se
mostrou eficaz, e, portanto, a amostra de agua de retso “bioldgica”, apresentou-se impropria
para a irrigacdo na agricultura. Essa concentragdo de substancias com atividade estrogénica
poderia ser prejudicial a saude de seres vivos, e poderia ser absorvida pelas plantas.

As quantificacdes de DNA mostraram que a agua de retso contribuiu para o aumento
na quantidade de microbiota no solo, enquanto que os cultivos irrigados com agua potavel
tiveram diminuicdo da microbiota ap6s 15 dias. O resultado indicou que a irrigacdo diaria e a
composicdo da agua de redso acrescentou uma carga de microrganismos e/ou favoreceu a
manutencdo e o crescimento dos preexistentes no solo devido a entrada de matéria organica
(nutrientes). O aumento da microbiota do solo pode ajudar na decomposicdo e
disponibilizagdo 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
contaminacdo Adenovirus tipo 40 e 41 e Escherichia coli estavam presentes no solo dos trés
cultivos. E a bactéria Methanobrevibacter smithii estava presente nos solos irrigados com as
aguas de retiso “polida e bioldgica”. A irrigacdo com agua de relso alterou a microbiota do
solo, pois foram amplificados os marcadores dos microrganismos analisados no solo, que
estavam presentes na dgua de redso, ficando retidos no solo durante o cultivo. A presenca dos
bioindicadores podem indicar a possivel existéncia de outros microrganismos de origem fecal
humana, por isso deve-se ter cuidado com o contato direto com o solo, pois podem causar
doencas. Por isso, recomenda-se um periodo de interrupcao entre a irrigacao de plantios com
agua de reGso, pois o agricultor terd mais seguranca quando for manusear o solo e 0
consumidor a seguranca da inexisténcia desses contaminantes.

Diante dos estudos realizados nessa pesquisa, assim como pela revisdo da literatura,
sugere-se que a irrigacdo utilizando &gua de reGso seja por meio de aplicagdo por
gotejamento, onde a &gua vai direto para o solo, ndo entra em contato com as folhas das
plantagdes.

A avaliacdo do desenvolvimento das plantas durante o experimento indicou que a agua
de reuso pode oferecer uma quantidade maior de nutrientes ao solo, o que auxilia no
desenvolvimento das plantas. Dessa forma, o relso agricola poderia diminuir os gastos com a

fertilizacdo do solo.



136

Os resultados sobre andalise de decaimento de Salmonella spp. nos cultivos de
Petroselinum crispum (salsa), demonstraram que a &gua de reso pode ter influenciado na
manutencdo das bactérias, oferecendo mais nutrientes. Para utilizacdo de agua de reliso na
agricultura, o estudo mostrou que se deve ter um tempo de interrupcdo entre os plantios
irrigados com agua de reuso. Essa espera garantiria o desaparecimento do patégeno
bioindicador de contaminacdo no solo, para que ndo cause danos a saude dos agricultores que
manipularia o solo, e os cultivares. Durante o retso agricola o agricultor deve ter cuidados,
por isso recomenda-se 0 uso de equipamentos de protecdo individual, como luvas, mascaras e
botas impermeaveis, para evitar o contato do agricultor com o solo irrigado com agua de
redso.

Os resultados encontrados nos vasos com solo nu demonstraram que o decaimento
também foi mais rapido em comparagdo aos vasos com cobertura vegetal (salsa). Isto pode
indicar que a incidéncia de luminosidade direta no solo, assim como a infiltragdo mais rapida
de agua, devido a falta de cobertura vegetal diminui o tempo de sobrevivéncia desses
microrganismos no solo. A planta pode ter interferido na sobrevivéncia de Salmonella spp.,
pois fazia sombreamento no solo, assim como manutencdo da umidade do solo, auxiliando na
sobrevivéncia dos microrganismos.

O estudo demonstrou que, se a agua de redso estiver dentro dos padrGes de qualidade
sanitaria, se for feita irrigacdo por gotejamento, e com um tempo de interrup¢do entre as
culturas irrigadas com agua de redso, esta representa uma fonte de agua segura e sustentavel
para irrigacdo da agricultura. Independente da origem do esgoto, o tratamento pode produzir
agua de retso com qualidade para relso agricola. Para isso € fundamental a criacdo de lei
federal de dgua de reuso para agricultura, a fim de evitar danos a satde humana e ambiental.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante do volume de dados gerados nesse trabalho, e devido a pandemia por
coronavirus, SARS-CoV-2 (doenca Covid-19), que impossibilitou a realizacdo de alguns
ensaios programados, relato algumas perspectivas futuras que podem ser desdobradas
futuramente:

- Realizar experimento a partir das extracdes de DNA realizadas das amostras de agua de rega
dos cultivos, utilizando método de RFLP para a avaliacdo das alteragdes da microbiota do
solo antes e depois dos ensaios de rega com agua de relso;

- Analisar por metagendmica as alteracdes na microbiota do solo, a partir das amostras de
agua de rega, antes e depois dos cultivos irrigados com agua de reuso;

- Verificar nas amostras de agua de rega irrigadas com agua potavel os biomarcadores
moleculares;

- Realizar experimento utilizando amostras de agua de reGso de origens industriais para
irrigacao de cultivos;

- Contribuir para a inclusdo de parametros de qualidade sanitaria na lei federal de agua de

reiso para utilizacdo na agricultura.
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APENDICE A
Métodos para Analises Fisico-quimicas do solo

Os métodos para as analises fisico-quimicas foram adaptados baseadas nas
metodologias apresentadas por EMBRAPA (2017).
1. Condutividade elétrica e % de saturacao

Saturacdo por aluminio indica a proporc¢édo de aluminio solGvel em relacdo aos teores
de bases trocaveis e aluminio na CTC do solo. Saturacdo por sédio indica a proporcéo de

sodio soluvel em relagdo 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 espéatula.

4. Se observar que ainda cabe agua sem encharcar, coloque dgua aos poucos até observar a
saturacdo. Salienta-se a importancia de registrar o volume adicionado.

5. Deixar em repouso por 4 horas a noite inteira.

6. Calcular a % de saturacao
%) de 4 . urad 100 x V(mL)
(1] egagua napasia saturada = —————————
P (g)
7. Filtre em kitsato com papel de filtro de 0,8 uM.
8. Medir a temperatura e ajustar o equipamento no condutivimetro, de modo que fosse

possivel coletar os dados e fazer uma média das amostras.

2. Nitrogénio Amoniacal (N-amonia)
Método Nessle adaptado para solo.
2.1. Reagentes
1. Cloreto de ambnio (NH,Cl) 0,3819g/1L.
2. Soluc&o padrdo de amdnia — 0,5mg/L. E necessario ressaltar que o preparo deve ser feito no

dia de uso (5mL em 100mL de agua).
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3. Solucgéo A de nessler contendo 36g de iodeto de potassio (KI) em 20mL de agua; 13,55¢g de
cloreto de mercdrio HgCl, em 100mL. Junte as solucdes A e B e complete o volume até 1L.
4. Solugdo B de nessler: Solugdo de hidroxido de sodio (NaOH) 30% (30g em 100mL).

5. Preparar o reagente Nessler no dia de uso: 10mL de solucdo A e 3mL de solucéo B.

6. Reacdo para o desenvolvimento de cor: Em um tubo de ensaio de vidro: 10mL do padréo
NH,. Em um tubo de ensaio de vidro: 10mL &gua (Branco), 10mL amostra do extrato de solo.
Acrescentar 1ImL do reagente e esperar 10 minutos.

7. Ler no espectrofotdmetro em cubeta de 1cm de caminho dptico 425nm.

8. Calcule

AXB
NNH; = ——

A= N-NH3 padrdo (mg/L).
B= Absorbancia de amostra.
C= Absorbéancia do padrao

3. Matéria organica
A amostra € submetida ao processo de combustdo com aquecimento programado e
perda de massa pela incineracdo em mufla. O teor de matéria orgénica é quantificado pela
diferenca entre a massa do solo seco em estufa e a massa do residuo obtido apds a incineracao
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 °C 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 °C
e deixar por 6 horas.
7. Retirar o cadinho de porcelana e deixar em dessecador até esfriar.
8. Pesar o residuo (solo incinerado) no cadinho de porcelana frio.

9. Calcular através da féormula.
mos = M5 —MB) 0o
N MS '

Em que:
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MOS — concentracdo de matéria organica do solo, em g kg-1 .
MS — massa do solo seco em estufa a 65 °C, em g.
MR — massa do residuo apds mufla a 600 °C, em g.

Em seguida foi possivel calcular seu desvio padrdo, bem como a variancia.

DP = VI, (xi — Ma)?
n

Em que:

Xi = Massa do solo

Ma = Média dos resultados
N= Quantidade de amostras

" ,(xi — Ma)?
n

Variancia =

Em que:

Xi = Massa do solo

Ma = Média dos resultados
N= Quantidade de amostras

4. Célcio + Magnésio Trocaveis

4.1. Reagentes e solugdes

1. Solugéo tampéo pH 10.

2. Coquetel tampdo (Solucdo tampdo, trietanolamina e cianeto de potassio): Foram utilizados
100mL deste coquetel.

3. Solucéo de EDTA 0,909 mol L.

4. Indicador negro de eriocromo — dissolver 100 mg do indicador em 25mL de alcool metilico
contendo 16 g de bdrax por litro. Essa solugdo deve ser usada recém preparada devido a
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 sodio seco em po, triturando bem no grau. Guardar em vidro ambar.

6. Solucdo de KOH a 10% — pesar 10 do sal, colocar em baldo volumétrico de 100mL
contendo agua destilada ou deionizada, dissolver completamente e completar o volume.
Homogeneizar.

7. Calculo.
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[Ca*?+ Mg*?]=V.F
8. Como ndo ha cianeto no laboratorio sera realizada uma comparacdo 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. Calcio Trocavel

5.1. Reagentes e solugdes

1. Acido ascorbico

2. Solucdo de EDTA 0,0125 mol L-1 — pesar 4,653 g de EDTA p.a. previamente seco em
estufa e dissolver em agua destilada ou deionizada contida em baldo volumétrico de 1 L,
completando o volume. Padronizar a solu¢do conforme item 3.1.3.2.3.1.

3. Solugdo de KOH 10% — pesar 100 g de KOH. Passar para baldo volumétrico de 1 L,
adicionar adgua destilada ou deionizada, homogeneizar e completar o volume com agua.

4. Indicador acido calconcarbdnico + sulfato de s6dio — pesar 99,0 g de sulfato de sodio
anidro p.a. e colocar em gral de porcelana. Adicionar 1 g de &cido calconcarb6nico
(C21H14N207S). Triturar bem a mistura até obter um p6 fino e homogéneo. Guardar em
frasco escuro.

5.2. Procedimento

1. Em uma das aliquotas de 25,00 mL obtida na extracdo com KCI 1 mol L-1 (item 3.1.2.3),
adicionar 3 mL de KOH a 10% e uma “pitada” de acido ascorbico (aproximadamente 30 mg)
e uma “pitada” do indicador acido calconcarbdnico + sulfato de sodio.

2. Titular com solucdo 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 Trocével do solo

Extracdo da acidez potencial do solo com acetato de célcio tamponado a pH 7,0 e
determinacdo volumetrica com solucdo de NaOH em presenca de fenolftaleina como
indicador.
1. Colocar 10g de solo em erlenmeyer de 125mL e adicionar 50mL de KCI. A amostra deve
ser pesada e colocada em um tubo falcon e agitado no vértex a fim de deixa-lo um dia para o
outro decantando na geladeira ou no tubo falcon em temperatura ambiente.
Preparo de KCI:
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 n® 42 de 5,5cm de didmetro. Usar trés membranas
no kitasato no copo de microbiologia.

4. Adicionar ao filtrado 12 gotas de fenolftaleina com ponteira de 1000 a 0,1% e titular com
NaOH 1N com pipeta de 25mL e péra de succao.

Calculo:

Acidez trocavel (cmof) = VxNx100
Kg p

Digite a equacgao aqui.

Em que:

V = Volume de NaOH gasto na titulacdo

N = Normalidade do NaOH

P = Peso da amostra em gramas

Obs: Néo foi preciso adicionar mais 20mL de KCI ap0s filtrar, pois ndo alterou a coloracéo

rosa verificada apos a titulagdo com NaOH (1N).

7. Fésforo Disponivel

Fracdo do teor total de fésforo no solo, correspondente ao teor utilizado pelas plantas.
Formacdo de complexo fésforomolibdico de cor azul obtido ap6s reducdo do molibdato com
acido ascorbico e determinacdo por espectrofotometria. Baseia-se no principio da dissolugédo
de minerais contendo P e/ou deslocamento de P retido nas superficies sélidas do solo para a
solucéo, por anions capazes de competir com o P pelos sitios de retencao.
7.1. Procedimento
1. 5g de solo em Erlenmeyer + 50mL de solucédo 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 solucgdo acida molibdato de amonio.
6. Deixar formar cor até 1 hora e ler em 660nm.

7. Caso seja necessario diluir por apresentar grande quantidade de fosforo:

-2 _1
5+15_E =3 (3x)
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Célculo P(mg/Kg)
P=LxFx10
Em que:
L = densidade 6ptica em 610nm.
F= Coeficiente angular da curva padréo
7.2. Reagentes
1. Solucéo extratora: HCI 0,05M + H,50, 0,25M.
2. Solucdo de molibdato de aménio (concentrada): 0,022g de subcarbonato de bismuto sendo
necessario secar na estufa, dissolver em 0,3mL de acido sulfdrico e completar o baldo de
100mL.
3. Solucgdo 4cida de molibdato de amdnio (diluida: 25mg/L): 50mL de solucdo concentrada.
Adicionar até 100mL e homogeneizar. Guardar em frasco escuro.
4. Fazer os padr@es a partir de 25mg/L.
a) ImL em 25mL de solucéo extratora.
b) 2mL em 25mL de solugéo extratora.
¢) 3mL em 25mL de solucéo extratora.
d) 4mL em 25mL de solucdo extratora.
5. Solucéo reagente (Solucdo de molibdato de aménio &cido): 30mL da solucdo concentrada
em baldo de 100mL de agua e guardar em frasco escuro.
7.3 Leitura (610nm):
1. Utiliza-se o espectrofotdmetro e a dgua destilada como branco para zerar.
2. Em seguida as amostras foram lidas.
3. Fazer a diluicdo 10x das amostras (3mL de amostra e 3mL de &gua).

4 — Novamente foi realizada uma leitura obtendo os valores esperados.

7.4. Determinacéo do Fator

1. Foi realizada a leitura, bem como foi feito nas etapas anteriores. E necessario salientar que
foi colocado 5mL de cada padréo diluido no becker e em cada recipiente foi introduzido
10mL de solucdo &cida de molibdato de amonio diluida e uma pitada de acido ascorbico.
Agite e deixe por 1 hora.

Calculo:

p_ (L—B)
a

xDx10

Em que:
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P — Concentracdo do fosforo disponivel no solo em mg/Kg.

L — Leitura da amostra, em absorbancia.

A — Coeficiente angular da reta dos padrdes.

B - Coeficiente linear da reta dos padrdes.

D - Fator de diluicdo do extrato.

Valor 10 — Diluicéo do solo extrator.

E necessario salientar que as concentracdes foram localizadas no eixo x e as leituras no eixo

y.

8. Determinacao do pH

A anélise 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
solucdo em andlise. Na 27 encontra-se 0 equipamento utilizado no estudo.

Figura 27 - Medidor de pH.

Fonte: propria autora.
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APENDICE B

Protocolo de Extracdo de DNA com o Kit PowerWater Sterivex modificado para as Amostras
(Rega de Solo)

Preparo das Amostras

o ok~ w

Pegar o volume de agua de rega que vasar do pote com solo (regado com 100 mL);

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;

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos o volume filtrado;

Concentrar o “pellet” em um s6 microtubo, lavando de 3 em 3 para um Unico tubo;
Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante;

Ressuspender o pellet (precipitado) no restante de volume que permanecer no frasco mais
ou menos 0,1 mL (100 mL);

Extracdo de DNA

10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Preparar a solucdo ST1B com a adicdo de ST1A (*). Aquecer as solucdes ST2 e ST4
antes do uso;

Adicionar 10 pl da solugdo ST1B* na amostra;

Vortex na velocidade minima por 3 minutos (até misturar bem o pellet com a solucéo);
Adicionar direto na amostra 10 pl da solugdo ST2 (tampdo de lise) que deve estar
previamente quente a 65 °C;

Colocar em temperatura ambiente por 2 minutos;

Vortex velocidade maxima por 3 minutos;

Adicionar ao lisado (na amostra) mais ou menos 0,1 g das esferas de vidro (1 colher
baixa) ~10 pl marca;

Vortex por 3 minutos velocidade maxima;

Centrifugar a 10000 rpm (10600 Xg) por 1 minuto em temperatura ambiente;

Transferir o sobrenadante para novo tubo de 1,5 mL. ~ 0,1 mL (100 pl);

Adicionar 20 pl de ST3. Agitar para misturar e incubar a 4 °C por 5 minutos, colocando

no gelo (ou overnight na geladeira);



18.
19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.

33.

34.

35.
36.
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Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto em temperatura ambiente. ~90 + 20= 110 pl;
Transferir o sobrenadante para novo tubo de 1,5 mL. Adicionar 150 pl da solucdo ST4
(aquecido a 65 °C);

Pegar coluna e acoplar embaixo de um tubo coletor de 2,2 mL (16);

Carregar dentro da coluna a amostra (~260 pl) e tampar;

Centrifugar até chegar a 5000 rpm que dura quase 8 segundos;

Adicionar 40 pl de ST5 (resfriado em banho de gelo);

Centrifugar até chegar a 5000 rpm que dura quase 8 segundos;

Adicionar 40 pl da solugéo ST6;

Centrifugar até chegar a 5000 rpm que dura quase 8 segundos;

Adicionar 40 ul da solugédo ST5;

Centrifugar a 14000 rpm por 2 minutos — para secar bem;

Trocar o tubo coletor por um novo de 2,2 mL;

Adicionar 50 pl da solugdo ST7 no centro da coluna;

Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto;

Fazer novamente o numero 30. Adicionar 50 pl de dgua Milli-Q (fez duas vezes — A) no
centro da coluna, que sera o segundo eluado da coluna;

Adicionar 50 pl da solugdo ST7 no centro da coluna (no mesmo microtubo, fazer
novamente);

Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto;

Fechar o tubo e guardar a amostra no freezer -20°C (TP);

No final guardar a resina no freezer.
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APENDICE C

Atividades e participacfes em eventos cientificos

Foi submetido e encontra-se em revisdo o Capitulo de livro “Alternativa Hidrica: Agua
de Reliso” no Livro “Agua, Saide Humana e Ambiental” ENSP — FIOCRUZ. Foram
apresentados Trabalhos em Eventos Cientificos: “Indicativos de qualidade sanitaria da Agua e
Relso destinada a agricultura: Pardmetros Internacionais e Nacionais”, no 17° Congresso
Nacional de Meio Ambiente de Pogos de Caldas, realizado em 2020; ‘“Avaliagao
bacteriologica e fisico-quimica de amostras de agua de retiso para agricultura” no Congresso |
Congresso Brasileiro de Ciéncias Biologicas on-line, CONBRACIB, 2020; “M¢étodo
alternativo de concentracdo de amostra de agua para avaliacdo da presenca de atividade
estrogénica” no Congresso Ecotox 2018; “Agua de retiso: normativas nacionais e do nordeste
do Brasil” no 30° Congresso ABES 2019; “Qualidade de agua de retso agricola utilizada em
comunidade rural do estado do Ceara” no IV Simpdsio Brasileiro de Recursos Naturais do
Semiarido — SBRNS 2019; “Evaluation of bacteriological parameters of reuse water for safe
use as an alternative source of water” no SIMBAF - 1V simpdsio e 5° workshop em pesquisa,
desenvolvimento e inovagdo em doencas bacterianas e flingicas 2018; “Soil microbiota DNA
watered with reuse water” no Brazilian-international Congress of genetics 2017; “utilizagdo
da dgua de reuso com alternativa sustentavel para sociedade” no I webcongresso internacional
de direito sanitéario 2017.

Participagdo como co-orientadora dos alunos PIBIc, Ana Beatriz Loureiro Gongalves
da Silva e Rodrigo Bezerra da Silva. Participacdo em atividades de extensédo como professora
colaboradora junto a Cooperacdo Social da Presidéncia da Fiocruz — no Curso extensdo de
saneamento ambiental e produgdo Audiovisual de 2020. Participagdo como professora
colaboradora no Curso de Especializacdo em Gestdo e Tecnologias do Saneamento de 2019.
Participacdo no grupo de pesquisa de Saide Ambiental e Saneamento da Ensp/Fiocruz com a
Dra. Adriana Sotero Martins como coordenadora, em atuagdo na consulta publica online no
processo de concessdo da Cedae (2020), assim como atuacdo nas analises da qualidade da
agua do Rio Guandu, Rio de Janeiro, em 2020.
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APENDICE D

Artigos cientificos publicados
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International Journal of Hydrology
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Agricultural reuse: comparison between Brazilian

i@ MedCrave

Step into the World of Research

Research Article

and international quality standards

Abstract

Reused water is increasingly requested by farmers worldwide, but there is no legislation
in Brazil that contains all the parameters for assessing its quality. This study aimed to
compare the legal provisions in Brazil related to the qualify parameters of reused water
for agriculture (microbiological, physical and chemical) with those described in the main
tegulations of the United States, drawing a parallel with the Brazilian reality. The study is
descriptive. based on queries and collections of regulations in electronic documentary data
source on Google Scholar. The existing parameters described in the Brazilian regulations
for agricultural reuse have been compared with the standards established in the international
tegulations of the United States Environmental Protection Agency and the World Health
Organization The main results showed that there is a discrepancy befween internationals
and Brazilian legislations according to physical, chemical and microbiological parameters.
Therefore, the work suggests a creation of new Brazilian legislations about agricultural
teuse whereas the control of hydraulic pollutants and water reuse is immature comparing
to internationals levels.

Keywords: water reuse. agricultural reuse, water quality. legislations, Brazilian standards,
public health
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Estrogenic activity in reused water: comparison of

concentration methods

Abstract

Determining the presence of endocrine disrupting substances in waters is a relevant
aspect for monitoring environmental health. Given its relevance, it is important to use
methods that can make the total concentration of substances with estrogenic activity (eg
endocrine disruptors). being faster. and without the use of compounds that pollute the
environment. The purpose of the study was to compare the effectiveness of the methods
of conc ion by Iyophil m and by vacuum concentration of substances with
estrogenic activity present in rensed water, using the commeonly used methedology. solid
phase extraction. Three methods were compared: solid phase extraction. lyophilization,
and vacuum centrifugation Sample aliquots of reused water received 17p-estradiol at a
final concentration of 2 pg L and were co d by the three methods. The analysis of
estrogenic activity was performed by the in vitro YES (Yeast Estrogen Screen) assay. The
results showed that the vacuum centrifugation. solid phase extraction and lyophilization
methods had different percentages in the recovery of substances with estrogenic activity.
being 45%, 40%, and 31%. respectively. The study pointed out that the lyophilization and
vactum centrifugation methods were effective as alternative methods for concentrating
les contain bstances with estrogenic activity.

Keywords: estrogenic activity, concentration methods, YES assay, reused water,
endocrine disrupting chemicals
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Agua de retso: uma alternativa
sustentavel para o Brasil

Water reuse: a sustainable alternative for Brazil
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RESUMO

As motivagbes para a busca de solucbes e alternativas gque podem
diminuir o estresse hidrico sao evidentemente Importantes. Mesmo gue
renovavels, 0s recursos hidricos de gualidade e potabllidade s30 escassos.
Como alternativa, o redso pode ajudar a diminuir o uso de aguas potavels
paraatividades que nao necessitam de potabllidade. Este trabalho teve como
objetivo realizar uma revisao da literatura sobre 3gua de retso a partir da
definicao de alternativa sustentavel e racional para o uso da agua. Reallzou-
se um levantamento bibliografico do perfodo de julho a dezembro de 2017
nas bases de dados Medical Literature Analysis and Retrievel System Online
(MedLine), Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciénclas da Satde
(LILACS). Embase e Institute for Sclentific Information (ISI). Com a revisao
bibllografica fol possivel Identificar que o tema retiso” vem sendo debatido
para a gestao, a padronizacao e 0s riscos assoclados a utllizagao. No Brasll,
nao ha uma legisiagao a nivel naclonal que regule o uso e determine os
padroes de qualidade da agua de relso. No entanto, nas quatro regides
braslleiras fol observado gue ha sete estados com legisiagoes e normas sobre
o tema Legislagoes internaclonals apresentam uma relagao abrangente de
parametros que podem ser utllizados no debate para a legislacao brasilelira.
Trabalhos produzidos pela comunidade académica fundamentam os riscos
sobre esse tipo de agua. Publicagdes clentificas sobre agua de retiso devem
ser estimuladas, assim como legislacbes mals detalhadas descrevendo os
tipos de agua de reso, assim como 0s padroes de riscos relacionados.

Palavras-chave: 3gua de re(iso; agua residudria; legislacao, qualidade da agua.

ABSTRACT

The motivations for seeking solutions and alternatives that can reduce
water stress Is clearly Important. Even though renewable, water resources
of quality and potabllity are scarce. As an alternative, reuse can help
reduce the use of drinking water for activities that do not require drinking.
The objective was to carry out a review of the literature on reuse water
based on the definition of 3 sustainable and rational alternative for water
use. A bibliographical survey was carried out from July to December
2017 In the MedLine, Lilacs, Embase, and IS databases. The bibliographic
review showed that the reused topic has been discussed with notes to the
management, standardization, and risks assoclated with Its use. There Is no
national Brazilian legislation that regulates the use and quality standards
of reuse water. However, In the four Brazillan reglons, the literature points
to only seven Brazilian states with legislation and norms on the subject.
International legislations present a comprehensive list of parameters that
can be used In the discussion of Brazilian national legislation. Works have
been produced by the academic community, basing the risks of this type
of water. Sclentific publications on reuse water should be encouraged, as
well as more detalled leglislation describing the types of reuse water and
related risk patterns.

Keywords: reuse water; wastewater: legisiation; water quality.
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ABSTRACT

At the beginning of 2020. about 9 million inhabitants of the Metropolitan Region of Rio
de Janeiro. dependent on the Guandu Basin. experienced a water-supply crisis when their water
tasted badly and gave off an odor. This work presents the results of analyses of the sanitary
quality of raw water in this system at two different times during the water crisis. with respect
to the presence of cyanobacteria found using metagenomic studies. and cyanotoxins.
microcystin (MC) and saxitoxin (SXT) quantified by ELISA. Analyses of raw water quality
parameters were carried out through the determination of total coliforms and Escherichia coli
levels and some physical-chemical parameters. The raw water collected in both periods
presented levels of Escherichia coli levels above the maximum allowed values (MAYV)
described in Resolution 357/2000 of the National Environmental Agency. as well as the levels
of MC in a filter sample. The physical-chemical parameters analyzed and the SXT levels were
in accordance with this resolution. The most abundant cyanobacterial genus in the critical
period was Planktothricoides sp. Therefore, it is necessary to implement basic sanitation in
cities upstream from the point of capture of raw water from this source. so that events similar
to those that occurred in the 2020 water crisis do not recur.

Keywords: cyanotoxins. public health. raw water quality.



