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Analise do decaimento de patogenos (indicadores de Escherichia coli e Salmonella spp.)
no solo ao longo do tempo devido a utilizacdo de agua de reuso.
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Resumo

A é4gua de reuso é definida como a reutilizacdo de aguas, estas provenientes de efluentes tratados. Este trabalho
busca avaliar o decaimento de bactérias (Escherichia coli e Salmonella spp.) no solo irrigado com agua de reGso,
visando a utilizagdo na agricultura. Neste experimento foi coletada amostra de agua de redso proveniente de
Estacdo de Tratamento de Esgoto e cloragdo. Para verificar o decaimento de Escherichia coli usou-se 0 método
de Membrana Filtrante com o meio de cultura cromogénico indicador Chromocult® Coliform Agar. Para a
analise de Salmonella spp. foi utilizado 0 meio de cultura SS e para elaborar as curvas de decaimento ao longo
do tempo usou-se o programa Sigmaplot. Cada grupo experimental foi composto por 4 vasos (irrigados com
agua de redso e outro grupo irrigado com agua potavel) sendo dois contendo cobertura vegetal e dois vasos
contendo apenas solo. Os resultados mostraram que em cultivos irrigados com &gua de redso, o tempo de
sobrevivéncia de Salmonella spp. foi o dobro em comparagdo aos irrigados com agua potavel. O tempo de
sobrevivéncia da E. coli ndo variou entre os grupos. Nos vasos com solo nu os irrigados com agua de relso sem
contaminacdo artificial mostraram um decaimento de Salmonella spp. mais rapido em relacdo aos irrigados com
contaminacdo artificial. Para garantir a seguranca da agua de re(iso para o retso agricola é fundamental a criacdo
de legislacdo nacional especifica, a fim de que cada estado possa cumprir com a lei, e assim evitar danos a satde
humana e ambiental.
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INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil e no Mundo, observam-se varios exemplos da utilizacao de
agua de reuso na agricultura (MANCUSO e SANTOS, 2013). A &gua de redso é definida
como a reutilizacdo de aguas, estas provenientes de efluentes tratados (MORAIS et al.,
2016). A agricultura é a atividade econdmica que mais demanda &gua, e devido a escassez
das fontes hidricas para esta atividade em diversas regifes, a &gua de relso se torna uma
alternativa para enfrentamento desse problema (URKIAGA et al., 2008).

Esta alternativa traz diversos beneficios a agricultura como fonte de nutrientes que
auxiliam o crescimento de cultivos, entretanto deve-se ter seguran¢a da qualidade sanitéaria
para ndo prejudicar a saude humana e ambiental. Este tipo de &gua pode conter
micropoluentes, tais como produtos quimicos e microorganismos, podendo oferecer riscos
a saude pablica e ambiental. A utilizacdo da agua de retso na microbiota do solo pode ou
ndo beneficiar microrganismos, variando de acordo com a quantidade aplicada e
composicao da agua de reuso. Quando aplicada em alta quantidade e possuir uma grande
carga de nutrientes como fdsforo e nitrogénio, patdgenos, metais pesados e antibidticos, o
solo ndo consegue realizar a sua funcdo de reciclabilidade, e assim pode alterar as
caracteristicas do solo (LIU et al., 2013).

A anélise de decaimento visa verificar o tempo de vida de microrganismos em uma
dada localidade. As condi¢des de sobrevivéncia dos microrganismos variam em funcéo de
alguns fatores e estimulos externos dependendo do ambiente onde vivem. Desta forma, o
presente estudo tem como objetivo avaliar o decaimento de bactérias (Escherichia coli e
Salmonella spp.) no solo irrigado com agua de redso, visando a utilizacdo na agricultura,

garantindo a salde publica e ambiental.
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M ETODOLOGIA

Para esse experimento foi coletada amostra de dgua de redso, sendo denominada de
amostra de agua de reuso “clorada” - proveniente de Estacdo de Tratamento de Esgoto
(ETE) e depois foi clorada, origem cidade do Rio de Janeiro, RJ.

Em torno de 5 litros de agua de reuso foi coletada em galdo, que possui a
composicao de polipropileno, devidamente esterilizados (sabdo extran 5%; enxague 10
vezes, para total remocéao do sabdo; rinsagem com acetona P.A.; enxague 5 vezes com agua
deionizada; rinsagem com etanol P.A.; enxague 3 vezes com agua deionizada). Foi
transportada para o laboratorio dentro de caixa refrigerada, contendo placa de gelo para
melhor conservacao.

Para realizacdo desse trabalho foi construido um sistema especificamente para
cultivo em bancada em laboratério, com temperatura (24 °C), e iluminagdo controlados,
com gotejamento direcionado para irrigacdo dos vasos. Foram utilizados vasos de vidro
esterilizados, que tinham uma pequena abertura na parte inferior para o escoamento da agua
inserida (agua de rega), sendo colocado em cada um 320 g de solo. Todos 0s vasos
continham solo proveniente do mesmo fornecedor, da cidade de lhauma, Minas Gerais,
MG. E o gotejamento foi controlado, de modo a fornecer a irrigacdo de 10 mL de agua ao
longo do dia, sempre mantendo o solo imido. Cada grupo experimental foi composto por
4 vasos (irrigados com agua de redso e outro grupo irrigado com agua potavel).

Foi realizada analise de decaimento de patdgenos sendo avaliados os indicadores
Escherichia coli e Salmonella spp. (FARIA, 2015). Em cada grupo experimental (irrigados
com agua de reuso e outro grupo irrigado com agua potavel) serdo dois contendo cobertura
vegetal, e dois vasos contendo apenas solo (grupo redso e controle).

Durante cinco dias foi feito acréscimo de suplemento de microrganismos exogenos
(Escherichia coli e Salmonella spp) ao solo, ou seja, proveniente da agua de reliso sem
contaminacdo artificial e &gua de reso com contaminacdo artificial; e &gua potavel com
sua prépria microbiota, e 4gua potavel com contaminacdo artificial. O procedimento foi
realizado por meio de pipetagem externa com a carga conhecida de 5 UFC/mL totalizando

25 UFC/ml de microrganismos em cada um dos seguintes vasos: dois vasos do grupo do
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reso, sendo um com planta e outro apenas solo, e dois vasos do grupo controle, sendo um
com planta e outro apenas solo.

No primeiro dia de acompanhamento do decaimento (ap6s o periodo de
suplementacéo, no 8° dia [T=0] foi feita a irrigacdo com 70 mL de agua destilada em todos
0s vasos, e foi realizada a coleta de agua de rega (4gua coletada que passou pelo solo apés
irrigacdo). Depois foram feitas coletas de amostras de solo, depois na 12, 22, 42 62, 82 102,
118 148 16°% 18?2 e 20% semanas. O experimento teve acompanhamento de 140 dias e 0s
vasos foram regados com agua destilada por gotejamento.

A metodologia para verificar Escherichia coli 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). Este foi realizado combinado com o método de
Membrana Filtrante descrito em Standard Methods for the Examination of the Water and
Wasterwater (APHA, 2012). E a analise de Salmonella spp. foi através do meio de cultura
SS, sendo este 0 meio em que a Salmonella spp. aparece em maior niumero. Os dados da
contagem das colonias de E. coli e Salmonella spp. foram inseridos em planilha Excel,
considerando as dilui¢bes nos calculos estatisticos. Foram feitas curvas de decaimento de
Escherichia coli e de Salmonella spp. ao longo do tempo, utilizando o programa Sigmaplot
10.0. (PEREIRA et al., 2014).

A atividade de acesso ao Patriménio Genético foi cadastrada no SisGen sob o n°
AACS8F2F, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015.

RESU LTADOSE DlscussAo

Quanto ao resultado da anélise de decaimento de Escherichia coli e Salmonella spp.
no solo, no vaso com cultivo da hortalica Petroselium sativum (salsa) irrigado com agua de
relso com contaminacgdo artificial foi observado o tempo de decaimento de E. coli e
Salmonella spp. de 106 e 91 dias, respectivamente. Enquanto que o cultivo irrigado com
agua potavel (controle) com contaminagdo artificial foi observado o tempo de decaimento
de E. coli e Salmonella spp.de 106 e 35 dias, respectivamente (Figura 1). Mostrando que

0 tempo de sobrevivéncia de E. coli foi similar tanto no vaso irrigado com agua de reliso
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quanto com agua potavel.

Em relacdo aos vasos com cultivos da hortalica Petroselium sativum que ndo
tiveram contaminacdo artificial, no vaso irrigado com &gua de retso foi verificado tempo
de decaimento de E. coli e Salmonella spp. de 120 e 106 dias, respectivamente. Enquanto
que o cultivo irrigado com agua potavel o tempo de decaimento foi de E. coli e de
Salmonella spp. 120 e 63 dias, respectivamente (Figura 2).

Pode-se verificar que os tempos de decaimento de Salmonella spp. nos cultivos
irrigados com agua de redso foram mais demorados em comparacdo com 0s cultivos
irrigados com agua potavel. Em média o tempo de decaimento nos irrigados com agua de
retso foi de 98 dias (+ 10), e nos vasos irrigados com agua potavel teve tempo médio de 49
dias (£ 19), ou seja, o dobro do tempo, demonstrando que a agua de reso pode estar
contribuindo para a sobrevivéncia do género, pois pode conter também na prépria
microbiota da amostra de agua de reuso a presenca de Salmonella spp. Além disso,
provavelmente pode oferecer mais nutrientes ao solo, o que favorece diretamente na
manutencdo da sobrevivéncia da microbiota. Portanto, por conta do género Salmonella spp.,
para utilizacdo de adgua de reuso na irrigacdo da agricultura, precisaria de um tempo maior
de interrupcéo entre o periodo de irrigacdo e colheita, para que ndo cause agravos a saude
do agricultor que vai manusear o solo. O tempo de sobrevivéncia da bactéria E. coli foi
maior em comparacdo com a Salmonella spp., e ndo teve distingdo em relacédo a irrigacéo
com &gua potavel. Em média o tempo de decaimento nos vasos irrigados tanto com agua

de retso quanto com agua potavel foi de 113 dias (x 9,8).
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Figura 1 — Resultado da anélise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B)
Salmonella spp. nos cultivos de planta com suplementacéo artificial de E. coli e Salmonella

spp., irrigados com agua de retso e com agua potavel (controle).
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Figura 2 — Resultado da anélise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B)
Salmonella spp. nos cultivos de planta, sem suplementacéo, irrigados com agua de reuso e

com agua potavel (controle).

Sobre o resultado da analise de decaimento no vaso com solo apenas (solo nu)
irrigado com &gua de reuso com contaminagdo artificial foi observado o tempo de

decaimento de E. coli e Salmonella spp. de 106 e 35 dias, respectivamente. Enquanto que
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0 vaso com solo nu irrigado com agua potavel com contaminacdo artificial foi verificado
tempo de decaimento de E. coli e Salmonella spp. de 134 e 63 dias, respectivamente
(Figura 3).

Em relagdo aos vasos com solo nu que nédo tiveram contaminacéo artificial, 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
(Figura 4).

Em média o tempo de decaimento de Salmonella spp. nos irrigados com agua de
retso foi de 28 dias (= 9,8), e nos vasos irrigados com agua potavel teve tempo médio de
42 dias (£ 29,6). O tempo médio de decaimento de E. coli nos solos irrigados com agua de
retso foi de 106 dias (£ 0), e nos irrigados com agua potavel teve tempo médio de 134 dias
(£ 0).

Observa-se que o tempo de decaimento de Salmonella spp. nos vasos com solo
apenas, gue nao foram contaminados artificialmente foi mais rapido em comparac¢do com
0s vasos contaminados artificialmente, com tempo médio de 21 dias. O tempo de
decaimento de Salmonella spp. nos vasos com solo nu também foi menor em comparagéo
com vasos com cultivos de hortalica Petroselium sativum (salsa). Isto pode ser devido a
maior incidéncia de luminosidade direta no solo, assim como de infiltracdo de agua, o que

diminui o tempo de sobrevivéncia desses microrganismos no solo.
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Figura 3 — Resultado da anélise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B)
Salmonella spp. nos vasos com apenas solo, com suplementacéo artificial de E.coli e

Salmonella spp., irrigados com agua de redso e com agua potavel (controle).
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Figura 04: Resultado da analise de decaimento de (A) Escherichia coli (UFC/mL) e (B)

Dias

Salmonella spp. (UFC/mL) nos vasos com apenas solo, sem suplementacéo, irrigados com

agua de reuso e com agua potavel (controle).

Zaleski et al. (2005) verificou em estudo um tempo de sobrevivéncia de Salmonella
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spp. entre duas e trés semanas no solo. Isso corrobora com os vasos com solo apenas sem
contaminacdo artificial, que apresentaram decaimento de 21 dias. No entanto Thomaz-
Soccol et al. (2010) verificou que o tempo de sobrevivéncia da Salmonella spp. no solo
pode variar de menos de uma semana a até seis meses, dependendo das condicGes de
umidade e temperatura a que este microrganismo esta exposto.

No vaso com planta (figura 4 b) e no vaso com solo nu (Figura 6 b), irrigados com
agua de retso com contaminacao artificial ndo foi possivel comecar a analise de decaimento
desde a primeira semana, pois apresentou auséncia de Salmonella spp. No entanto,
considerando que na segunda semana foram verificadas nesses vasos as presencas e
aumento desses microrganismos, foi verificado que o decaimento foi similar ao verificado
nos vasos com cultivo em relagdo aos vasos com solo nu, ocorrendo em 84 e 28 dias,
respectivamente, de acompanhamento apds sua presenca.

Em estudo de Faria (2015) foram observados picos de acréscimo e decréscimo na
contagem de Salmonella spp. ao longo do tempo, como foi verificado na maioria dos vasos
do presente estudo.

A quantificacdo da bactéria Escherichia coli nos cultivos com a salsa no presente
estudo apresentou picos de acréscimos e decréscimo durante as semanas estudada ap6s o
inicio do experimento. Os picos de acréscimos de E. coli podem ser justificados segundo
Faria (2015) pela mudanca de comportamento do género quando exposto aos fatores
ambientais impostos. Segundo Edmonds (1976) a mortalidade desses microrganismos esta
diretamente relacionada com fatores como temperatura, umidade, pH, composicéo fisica do
solo e competi¢do microbiana. Dessa forma, os fatores ambientais de forma controlada do
laboratdrio sobre os cultivos, pode ter favorecido a manutencdo 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 redso

tiveram niveis de E. coli mais elevados em comparacéo ao grupo controle.
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CONCLUSC)ES

Os resultados sobre anédlise de decaimento de Salmonella spp. nos cultivos de
Petroselinum sativum (salsa), demonstram que o tempo de sobrevivéncia desses
microrganismos foi o dobro em cultivos irrigados com agua de relso em comparacdo com
os irrigados com agua potavel. A &gua de redso pode estar influenciando na manutencéo
das bactérias oferecendo mais nutrientes, além disso, provavelmente, havia a presenca de
Salmonella spp. na prépria amostra de agua de redso, favorecendo a sobrevivéncia do
género. Enquanto que o tempo de sobrevivéncia da E. coli foi maior em comparacdo com
a Salmonella spp., e ndo variou em relacéo a irrigacdo com agua potavel. Para utilizacdo de
agua de reuso na agricultura, o estudo mostrou que se deve ter um maior tempo de
interrupcgdo entre o periodo de irrigacéo e colheita para que ndo cause danos a saude dos
agricultores.

Os resultados encontrados nos vasos com solo nu demonstram que os irrigados com
agua de retso sem contaminacdo artificial mostram um tempo de decaimento mais rapido
de Salmonella spp. em relacdo aos irrigados com contaminacao artificial. O decaimento foi
mais acelerado também em comparacao aos vasos com cobertura vegetal. Isto pode indicar
que a incidéncia de luminosidade direta no solo, assim como a infiltracdo de agua, devido
a falta de cobertura vegetal diminui em maior velocidade o tempo de sobrevivéncia desses
microrganismos no solo.

Diante disso, o estudo refor¢a a importancia da forma de tratamento e producéo de
agua de reuso para que a mesma possua qualidade para utilizagdo segura, e que ndo afete a
salde publica e ambiental. Para uma avaliacdo da qualidade que possa garantir a seguranga
de &gua de reuso para utilizacdo na irrigacdo da agricultura é fundamental a criacdo de

legislagdo a nivel nacional para reuso agricola, que contenha origem desta 4gua, os padrdes
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de qualidade sanitaria, e formas de tratamento para sua producdo, a fim de que em nivel
nacional cada Estado possa cumprir com a lei, e assim evitar danos a saide humana e

ambiental.
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