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RESUMO: Dentro do contexto agricola, o setor
florestal se destaca como candidato em potencial
para a utilizacdo de residuos organicos. No Brasil, a
Resolucdo n° 375/2006 do CONAMA surgiu apoés
varios anos de discussdo envolvendo 0s riscos
guanto ao uso do lodo de esgoto na agricultura e
estabelece limites maximos para concentracdo de
patégenos em lodos a serem aplicados no solo. No
presente estudo, foi avaliado o tempo de persisténcia
de ovos viaveis de Ascaris, coliformes
termotolerantes, Salmonella spp e enterovirus em
solo cultivado com Eucalyptus e fertilizado com lodo
de esgoto sanitario em area localizada no municipio
de Avaré - SP, seguindo-se método desenvolvido
pela Agéncia Ambiental Americana (USEPA) e
adotado pela Resolucdo CONAMA n°375/2006. No
tratamento A, foi aplicado lodo proveniente da
Estacdo de Tratamento de Esgotos de Jundiai e no
tratamento B, lodo proveniente da Estacdo de
Tratamento de Esgotos de Taubaté. Os tempos
minimo, médio e maximo estimados para coliformes
termotolerantes foram, respectivamente, 33,63;
43,69 e 79, 67 dias para o tratamento A e 69,50;
89,59 e 167,25 dias para o tratamento B. O tempo
médio estimado para o limiar de enterovirus foi de 15
dias para o tratamento A, ndo sendo possivel ajustar
0 modelo para o tratamento B. N&o foi possivel
ajustar um modelo para Salmonella spp em nenhum
dos tratamentos. O tempo médio estimado para o
limiar de ovos viaveis de Ascaris sp foi de 89,59 dias
para o tratamento B, ndo sendo possivel ajustar o
modelo para o tratamento A.

Termos de indexacdo: biossélidos; patdgenos;
Resolugdo CONAMA n° 375/2006.

INTRODUCAO

A aplicacao agricola do lodo de esgoto no solo se
destaca ndo s6 pelos aspectos ambientais e
econbmicos, mas também pelas vantagens obtidas

por ser uma fonte muito rica de matéria organica e
nutrientes, conferindo ao solo maior capacidade de
retencdo de agua e resisténcia a erosdo, além de
reduzir o uso de fertilizantes quimicos (Bettiol &
Santos, 2006).

No Brasil, a reciclagem do lodo proveniente de
estacOes de tratamento de esgoto sanitario para uso
agricola é regulamentada pelo Ministério do Meio
Ambiente por meio da Resolu¢cdo n°® 375/1996 do
Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA
(Brasil, 2006). O principal empecilho para a
aplicacéo do lodo de esgoto no pais tem sido a carga
de organismos patogénicos presentes no mesmo,
tais como bactérias, protozoarios, virus, leveduras,
fungos e helmintos (Bettiol & Santos, 2006).

No exterior, estudos envolvendo a aplicacdo de
biossélidos municipais em solos florestais vém
sendo realizados hd mais de 30 anos e estudos sobre
a permanéncia de agentes patogénicos em solos
fertilizados com lodo de esgoto mostraram que o
tempo de sobrevivéncia de ovos de Ascaris pode
variar de 15 meses a até 15 anos em alguns solos,
sob condicdes especificas (Carrington, 2001; Kowal,
1986; Munger, 1983 apud Edmonds, 2000).

Ha muitos debates e questionamentos sobre a
norma adotada no Brasil devido & sua elevada
rigidez referente a contaminacdo do solo por
organismos patogénicos quando comparada com as
legislacdes americana e europeia (Bastos et al,
2009). Além disso, as condicbes de clima,
temperatura, solo e saneamento de um pais tropical
em desenvolvimento como o Brasil devem ser
analisadas a parte, devido as suas peculiaridades
(Thomas-Soccol et al, 2010).

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

Sendo assim, objetivou-se avaliar, durante o
periodo de 28 semanas, a persisténcia da viabilidade
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de ovos de Ascaris sp e a sobrevivéncia de
coliformes termotolerantes, Salmonella spp e
enterovirus em solo fertilizado com lodo de esgoto
sanitario e cultivado com eucalipto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido no
municipio de Avaré-SP, em &rea de plantio florestal
de Eucalyptus pertencente a empresa Suzano Papel
e Celulose S/A.

Foram utilizados dois diferentes lodos de esgoto
sanitario, sendo um fornecido pela Companhia de
Saneamento de Jundiai (Tratamento A) e o outro
fornecido pela Estacéo de Tratamento de Esgotos de
Taubaté (Tratamento B).

O experimento possui delineamento casualizado
em blocos com parcelas de dimenséo 13,2m x 9m,
sendo quatro repeticées.

Para posterior resgate da amostra integral do lodo,
o0 mesmo foi acondicionado em sacos de dimensdes
0,2m x 1,0m confeccionados em tecido “vazado” do
tipo tule para permitir a interacdo do lodo com o solo.
A massa de lodo (12 kg) acondicionada em cada bag
foi compativel com a quantidade de lodo distribuida
por metro linear da faixa de aplicacdo em taxa
previamente definida.

A disposicdo dos sacos de lodo em cada parcela
esta representada na figura 1.

A aplicacdo do lodo de esgoto em campo foi
controlada de acordo com o calculo para aplicagdo
maxima anual, em ton ha?, disposto no art. 17 das
Res. CONAMA n° 375/2006, onde a taxa ndo deve
exceder o quociente entre a quantidade de nitrogénio
(kg ha') recomendada para o eucalipto e o teor de
nitrogénio disponivel (kg ton™) (Brasil, 2006).

Antes da implantacdo do experimento, amostras
dos dois lodos utilizados foram enviadas para o
Laboratério de Microbiologia e Parasitologia da
CETESB/Sao Paulo para caracterizagdo inicial das
concentracdes de ovos de Ascaris sp viaveis,
coliformes termotolerantes, Salmonella sp e
enterovirus, estabelecidas pela Resolucdo n°
375/2006 do CONAMA (Brasil, 2006).

Ap6s a instalacdo do experimento, uma equipe foi
a campo realizar a coleta das amostras de lodo de
acordo com a frequéncia apresentada na tabela 1,
em um periodo de 28 semanas.

Ap6és coletadas em campo, as amostras de lodo
foram acondicionadas em sacos plasticos
esterilizados e encaminhadas, em um intervalo
maximo de quatro horas, para o Laboratério de
Microbiologia e Parasitologia da CETESB/S&o Paulo,
onde foram realizadas as determinacdes dos

indicadores microbioldgicos e patdgenos presentes
no material.
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Figura 1 - Detalhe da parcela experimental com
esquema de disposicéo do lodo nas linhas de cultura.

Tabela 1 - Frequéncia de coleta de amostras em
campo para analises.

Variavel microbiolégica Coleta de amostra (semanas)

Enterovirus 0,1,2
Ovos viaveis de Ascaris 0,12,
0,1,2
0,1,2

P

0, 12, 16, 20, 28
0, 12, 16, 20, 28
0,12, 16, 20, 28

Coliformes termotolerantes
Salmonella sp
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Os ovos viaveis de Ascaris spp foram detectados
e quantificados segundo método da Agéncia
Ambiental Americana (USEPA, 2003), modificado.
Os resultados foram expressos em n° de ovos
viaveis g* de solidos totais.

A determinacao de Salmonella sp foi realizada de
acordo com o método 1682 proposto pela Agéncia
Ambiental Americana (USEPA, 2006), um método
semi-quantitativo pelo qual o Nimero Mais Provavel
(NMP) de Salmonella sp é expresso por grama de
solidos totais.

A determinacéo de enterovirus no lodo de esgoto
foi  realizada segundo o0s procedimentos
estabelecidos por metodologia da Agéncia Ambiental
Americana (USEPA, 2003), modificado por USEPA
(2007b). Os resultados finais foram expressos em
UFP (unidades formadoras de placa) por grama de
solidos totais analisados.

Os coliformes termotolerantes foram analisados
pela técnica de tubos multiplos com o meio de cultura
A1, segundo metodologia descrita no “Standard
Methods” (APHA, 2012). O nimero mais provavel foi
estimado utilizando-se a Tabela de Tubos Multiplos
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(APHA, 2012). Os resultados foram expressos em
100g de sdlidos totais.

Apos obtidos os resultados analiticos parciais,
foram ajustados modelos de regressdo néo-linear
(Seber & Wild, 2003) especificos para cada grupo de
patégenos.

Ap6s o ajuste dos modelos, foram obtidas as
expressodes para determinacao do tempo médio para
o qual o valor de y seja igual ao valor da densidade
de patdgenos no solo, ou seja, para y = Ysolo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a realizacdo das andlises microbiolégicas
no lodo de esgoto proveniente de Jundiai
(Tratamento A) e no lodo de esgoto proveniente de
Taubaté (Tratamento B) foram estabelecidos ajustes
de modelos de regressdo néo-linear (Seber & Wild,
2003) e entdo estimado o tempo de sobrevivéncia de
cada microrganismo no solo.

Coliformes termotolerantes

Os tempos minimo, médio e maximo estimados
para o limiar de coliformes termotolerantes foram,
respectivamente, 33,63; 43,69 e 79, 67 dias para o
tratamento A e 69,50; 89,59 e 167,25 dias para o
tratamento B.

Sendo assim, estima-se que apds a aplicacdo no
campo, sob as condi¢cfes de temperatura e umidade
analisadas, o nivel de coliformes termotolerantes
presentes no lodo levaria no  maximo
aproximadamente 78 dias para atingir o indice
encontrado no solo previamente & aplicagdo, no
tratamento A e 167 dias no tratamento B.

Tal diferenca entre os dois lodos em relacdo ao
tempo de sobrevivéncia ja era esperada uma vez
gue as analises iniciais mostraram que os indices de
coliformes termotolerantes eram expressivamente
maiores no tratamento B, o que, consequentemente,
demandaria mais tempo para que 0s niveis
observados no solo fossem alcancgados.

Enterovirus

O tempo médio estimado para o limiar de
enterovirus foi de 0,15 dias para o tratamento A. Os
valores constantes ndo permitiram a determinacgao
dos tempos minimo e méximo, uma vez que
estatisticamente possuem o mesmo valor.

Sendo assim, estima-se que apos a aplica¢do no
campo, sob as condi¢des de temperatura e umidade
analisadas, o nivel de enterovirus presentes no lodo
levou em média 0,15 dias para atingir o indice
encontrado no solo previamente a aplicagdo, no
tratamento A.

Mesmo nao sendo possivel ajustar o modelo para
o tratamento B, notou-se que houve uma queda bruta
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no limiar de enterovirus logo nos primeiros dias apés
a aplicagdo em campo.

Os pequenos valores obtidos em numero de dias
indicam que o tempo de amostragem em semanas
nao foi adequado para este patdgeno, sendo
necessarias amostragens em um periodo menor, em
dias ou horas, para que o tempo de sobrevivéncia no
solo possa ser abordado de maneira mais eficiente.

Salmonella spp

Os resultados analiticos para Salmonella spp
mostram-se atipicos para a espécie uma vez que a
contagem de unidades formadoras de placas por
grama de solidos totais (UFP gST) ndo apresentou,
em nenhum dos lodos, curvas de decaimento mas
sim picos de acréscimo e decréscimo na contagem
ao longo do tempo. Sendo assim, ndo foi possivel
ajustar um modelo para este patégeno em nenhum
dos tratamentos.

Tal comportamento j& foi observado
anteriormente em estudo similar realizado por
empresas parceiras deste projeto em plantio de
cana-de-acucar fertilizado também com lodo de
esgoto sanitario.

Além disso, o lodo proveniente de Jundiai
(tratamento A) apresentou valores extremamente
altos a partir da segunda coleta, representando um
significativo incremento na populacdo de Salmonella
spp sem motivo aparente.

Dentre as possiveis razdes para os picos de
aumento populacional de Salmonella spp nas
amostras analisadas estd a possibilidade de
contaminacdo externa proveniente de fezes de
animais silvestres ou gado uma vez que estas ja
foram observadas diversas vezes na area
experimental. Porém esta hipétese s6 pode ser
comprovada com a realizacdo de analises de
sorotipagem da espécie para que se confirme se o
hospedeiro é animal, o que confirmaria a
contaminacao, ou humano. Devido ao estudo citado
anteriormente ja ter constatado tal comportamento
da espécie, cepas foram separadas e incubadas
desde oinicio do experimento para futura verificagcao
através do exame de sorotipagem.

Outra possivel razdo seria a mudanca de
comportamento da espécie quando exposta aos
fatores ambientais impostos pela aplica¢éo no solo, o
gue necessitaria maiores estudos em ambientes
controlados para melhor esclarecimento da relagao
entre a Salmonella spp e fatores ambientais como
temperatura, umidade e radiag&o solar.

Ovos viaveis de Ascaris sp

O tempo médio estimado para o limiar de ovos
vidveis de Ascaris sp foi de 89,59 dias para o
tratamento B, ndo sendo possivel ajustar o0 modelo
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para o tratamento A, que apresentou pequenos
valores quanto ao nimero de ovos viaveis de Ascaris
sp desde o inicio do experimento.

No tratamento B, os valores constantes néo
permitiram a determinacdo dos tempos minimo e
maximo, uma vez que estatisticamente possuem o
mesmo valor.

Sendo assim, estima-se que apos a aplicagdo no
campo, sob as condi¢cfes de temperatura e umidade
analisadas, o nivel de ovos viaveis de Ascaris sp
presentes no lodo levou em média 15 dias para
atingir o indice encontrado no solo previamente a
aplicacdo, no tratamento B.

CONCLUSOES

Os tempos de sobrevivéncia minimo, médio e
maximo estimados para coliformes termotolerantes
foram, respectivamente, 33,63; 43,69 e 79, 67 dias
para o tratamento A e 69,50; 89,59 e 167,25 dias
para o tratamento B.

O tempo médio de sobrevivéncia estimado para o
limiar de enterovirus foi de 15 dias para o tratamento
A, ndo sendo possivel ajustar o modelo para o
tratamento B.

Ndo foi possivel ajustar um modelo para
Salmonella sp em nenhum dos tratamentos, sendo
necessaria a realizacéo de maiores estudos para que
se possa elucidar o comportamento atipico da
espécie nesta ocasiao.

O tempo médio estimado para o limiar de ovos
vidveis de Ascaris sp foi de 89,59 dias para o
tratamento B, ndo sendo possivel ajustar o modelo
para o tratamento A, uma vez que, desde o inicio,
apresentou valores semelhantes ao do solo.
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