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RESUMO

O acesso a agua tratada e tratamento dos esgotos sanitarios ndo estéo
disponiveis a grande parte da populacdo mundial, acarretando em
problemas ambientais e de salde publica. Isso se deve ao fato de os
dejetos humanos possuirem uma alta concentragcdo de microrganismos
patogénicos, favorecendo dessa forma sua propagacdo. Todavia, a
biomassa derivada dos lodos de esgoto possui potencial para ser utilizada
como fertilizante na agricultura, devido a riqueza de matéria organica e
nutrientes presentes em tais residuos. Desta forma, a aplicacdo deve
seguir as recomendacfes da legislacdo evitando a disseminacdo de
patégenos. Neste estudo, foi avaliada a eficiéncia de dois sistemas de
wetland construido para o tratamento de lodo (WCL), operando em etapa
de repouso e alimentacdo, na remocdo de biomarcadores de
contaminacdo. O lodo era proveniente de Reator em Batelada Sequencial
(RBS) e lodo de caminh&o hidro vacuo (popularmente conhecido como
caminhdo limpa fossa) (LLF). Avaliou-se a reducdo de patégenos no
sistema e também de bioindicadores, sendo estes Gltimos testados como
opcdo de menor custo financeiro e menor complexidade metodolégica.
Foram entfo avaliados: bactérias (Salmonella spp. e Escherichia coli),
bacteriofagos (colifagos somaticos e fagos RNA macho-especificos),
virus entérico (Adenovirus humano [HAdV]) e ovos de helmintos
(Ascaris lumbricoides). O lodo acumulado ndo atingiu os parametros
minimos necessarios para que fosse classificado como lodo Classe A,
tendo como referéncia a resolu¢cdo do Conselho Nacional de Meio
Ambiente 375. Os bacteriéfagos mostraram um comportamento similar
aos HAdV, com redugdes proximas a 1,0logio no lodo, mostrando seu
potencial de ser utilizados como biomarcadores virais de contaminagéo
fecal em substituicdo aos virus humanos. O liquido percolado gerado no
desaguamento do lodo apresentou uma baixa concentragdo de solidos,
guando comparado ao lodo que Ihe deu origem, com reducdes de 97% de
ST.

Palavras-chave: Biomarcadores. Fertilizantes. Lodo de esgoto. Wetland
construido para lodo.



ABSTRACT

Access to treated water and sanitary treatment is not available to all
world's population, as well as adequate disposal and ineffective
treatments, leading to environmental and public health problems. This is
due to the fact that human waste has a high concentration of pathogenic
microorganisms, favoring its propagation. However, biomass derived
from sewage has the potential to be used as a fertilizer in agriculture due
to the richness of organic matter and nutrients present in this waste. In
this way, the application must follow the recommendations of the
legislation avoiding the dissemination of pathogens. In this study, the
efficiency of two sludge constructed wetland systems (SWC) in the
resting and feeding stage was evaluated for the removal of biomarkers of
contamination. The sludge was from Sequential Batch Reactor (SBR) and
Faecal Sludge Vacuum Truck. It was evaluated the reduction of
pathogens in the system and also of bioindicators, the latter being tested
as an option of lower financial cost and less methodological complexity.
Bacteria (Salmonella spp. and Escherichia coli), bacteriophages (somatic
coliphages and male-specific RNA phages), enteric viruses (human
adenovirus [HAdV]) and helminth eggs (Ascaris lumbricoides) were
evaluated. The accumulated sludge did not reach the minimum
parameters necessary to be classified as Class A sludge, with reference to
the resolution 375 of the National Environmental Council.
Bacteriophages obtained similar behavior to HAdV, with reductions
approximate to 1.0logio, confirming that they have the potential to be used
as surrogates for human enteric viruses as biomarkers of fecal
contamination. The leachate generated in the sludge dewatering presented
a low concentration of solids when compared to the sludge that gave rise,
with reductions of 97% of TS.

Keywords: Biomarkers. Sludge treatment wetland. Fertilizer. Sewage
sludge
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1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 Acesso a agua e saneamento basico

O acesso a agua de consumo e tratamento sanitario de esgotos
domésticos ndo esta disponivel para grande parte da populacéo. Segundo
WHO & UNICEF, em 2014, cerca de 50% da popula¢do mundial ndo
possuia acesso a agua tratada e saneamento melhorado, situacao esta que
permanece praticamente a mesma no momento atual — ano de 2018. No
Brasil, apenas 40% da populacgao possui esgoto tratado e mais de 18% n&o
possuem acesso ao abastecimento de dgua tratada, sendo esta situacdo
diretamente relacionada a propagacdo de doengas humanas (BRASIL,
2016).

A disponibilidade de recursos hidricos vem sendo reduzida ao
longo dos anos, uma vez que 0 aumento das descargas de aguas residuais
ndo tratadas afeta de forma significativa a qualidade da agua. Assim,
muitos paises estdo investindo em tratamentos avancados de &guas
residuais, a fim de manter a qualidade ambiental, fornecendo fontes
alternativas para combater a escassez da agua (WWDR, 2017). Todavia,
uma grande proporcdo de aguas residuais ainda é langada no ambiente
sem tratamento prévio, agravando problemas ambientais e também de
salde publica, uma vez que podem conter uma grande diversidade de
patogenos entéricos (bactérias, protozoarios, virus entéricos e ovos de
helmintos), propiciando a disseminacdo de patdégenos e doencas a
populacdo. Dessa forma, as &guas residuais sdo coletadas e submetidas a
tratamentos em estagdes de tratamento de esgotos sanitarios (ETE),
promovendo a remocdo de matéria organica, com separacdo em fase
liquida e fase sélida (lodo).

O lodo gerado em ETE contém altas concentracGes de nutrientes
(fésforo e nitrogénio) e matéria organica, todavia, pode conter metais
pesados, compostos organicos sintéticos, além de microorganismos
patogénicos. Assim, apds receber tratamento adequado para a remogao de
metais pesados e outras substancias, e promover a inativacdo de
patégenos entéricos, poderd ser utilizado como biofertilizante na
agricultura (DO THUY et al., 2007; OPEL, 2012; BAUM et al., 2013).
Deste modo, a aplica¢do do lodo requer um monitoramento intensivo do
solo, agua e fauna, a fim de se identificar os impactos positivos e
negativos sobre a produtividade das culturas, bem como da satde humana
(BOURIOUG et al., 2015).
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1.2 Legislacdo

A United States Environmental Protection Agency (US EPA) em
1994, classificou o lodo de esgoto em duas classes: A e B, utilizando
determinadas concentragdes de microrganismos selecionados como
biomarcadores de desinfeccdo. Para que um lodo seja classificado como
Classe A, sdo utilizadas na classe das bactérias: Salmonella sp. em uma
concentracao inferior a 3,0 NUmero Mais Provavel (NMP) por 4 gramas
(g) de ST (ST); Virus entéricos numa concentracao inferior a 1,0 Unidade
Formadora de Placa (UFP) por 4 g de ST; e ovos viaveis de helmintos em
uma concentracgdo inferior a 1,0 ovo viadvel de helminto por 4 g de ST.
No Brasil, a Resolugdo n° 375, de 29 de agosto de 2006 do
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), regulamenta o uso
de lodo de esgoto sanitario provenientes de estacdo de tratamento) em
areas agricolas, devendo seguir requisitos quanto a concentracdo de
substancias orgénicas e inorgénicas presentes, bem como a presenca de
agentes patogénicos, podendo o lodo ser classificado como Classe A. Para
gue um lodo seja enquadrado como Classe A, a resolucdo destaca o limite
dos  seguintes  agentes  patogénicos/indicadores:  coliformes
termotolerantes (<102 NMP/g de ST), presenca de ovos vidveis de
helmintos (<0,25 ovo/g de ST), Salmonella sp. (auséncia em 10 g de ST)
e virus entéricos (<0,25 UFP/g de ST).

1.3 Novas tecnologias para tratamentos de lodo

Nos ultimos 20-30 anos novas tecnologias consideradas
sustentaveis vém sendo adotadas por diversos paises para o tratamento de
dejetos humanos e animais. Neste sentido os Wetlands construidos vém
ganhando destaque. A Alemanha foi pioneira quanto ao uso desse
sistema, projetando o primeiro em escala real no ano de 1977 para o
tratamento de aguas residuais urbanas, sendo posteriormente adotado por
outros paises como Austria, Suica, Inglaterra e Estados Unidos
(MASI,2004).

1.3.1 Wetlands construidos para tratamento de lodo

Os sistemas Wetlands Construidos para tratamento de lodo (WCL)
sdo projetados para utilizar processos naturais, que envolvem tanto a
vegetacdo de wetlands naturais, como também do solo e microrganismos
associados para o tratamento de esgotos sanitarios (VYMAZAL, 2014).
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Os WC consistem em tanques rasos, com macrofitas na superficie e
sucessivas camadas de material filtrante (como areia, brita e cascalho).
Séo utilizados para o tratamento de aguas residuais, bem como para o lodo
de esgoto para posteriormente utilizar na agricultura como biofertilizante
(NIELSEN, 2003; UGETTI et al., 2012; VYMAZAL; BiEZINOVA,
2015).

Em se tratando de WCL, Figura 1, o processo baseia-se na
aplicacdo do lodo de esgoto sanitario na superficie, e por acdo da
gravidade, ocorre a separagdo em fase sélida (lodo acumulado) e fase
liguida (liquido percolado) (KADLEC; WALLACE, 2008). O
funcionamento dos WCL ocorre em duas etapas principais. A primeira,
quando é realizada a deposicdo de lodo em batelada no sistema,
respeitando um periodo de repouso do WCL para que ocorra o
desaguamento do lodo, o qual pode durar entre dois a sete dias,
dependendo da capacidade de tratamento, condi¢des meteoroldgicas,
idade do sistema e espessura do lodo. Esta etapa dura geralmente entre 5
e 10 anos (NIELSEN, 2003, UGETTI, 2011).

A etapa seguinte ocorre quando cessa a deposicdo de lodo, e o
WCL ¢é submetido a um periodo de repouso para que ocorra o
desaguamento e estabilizacdo do lodo, bem como os processos de
mineralizacdo (amonificagdo, nitrificacdo, desnitrificagdo e reducdo da
fracdo organica volatil) e remocao de metais pesados e outras substancias.
Na superficie do sistema, o lodo forma um filme seco, onde fissuras sdo
formadas naturalmente (reduzidas pelas plantas), permitindo desta
maneira, a evaporac¢do da dgua, bem como a transferéncia de oxigénio ao
longo do leito, criando condicdes aerébias em diferentes zonas de
acimulo de lodo, promovendo o crescimento de microrganismos e
consequentemente, permitindo uma melhor mineralizacdo do lodo
(NIELSEN, 2003; NIELSEN, 2005; UGETTI, 2011). A taxa de acimulo
de lodo varia de acordo com o tipo de lodo e a operacgéo do sistema, mas
os valores tipicos encontram-se na faixa entre 0,20-0,40 m®/ano (UGETTI
etal., 2009).

Ja existem muitos dados em literatura acerca do monitoramento de
sistemas durante a primeira fase, no entanto, pouco se sabe sobre os
processos que ocorrem na segunda, e qual deve ser o periodo de repouso
antes que o lodo possa ser removido do sistema. Além disso, existem
poucos estudos quanto aos potenciais de redugéo de patdgenos entéricos
nos WCL, sendo possivelmente necessaria a utilizacdo de um pos-
tratamento para que este lodo possa ser aproveitado como biofertilizante
ou condicionador de solos.
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Figura 1. Representacdo esquematica de um WCL, mostrando a zona de acimulo
de lodo e as camadas de material filtrante.
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Fonte: A autora.

1.3.1.1 Macrdéfitas

As plantas sdo fundamentais para que ocorra o tratamento de
lodo nos WC, uma vez que auxiliam no desaguamento via
evapotranspiragdo e nos processos de mineralizacdo. Estudos mostram a
eficiéncia de remocdo de contaminantes em filtros plantados quando
comparados aos filtros com auséncia das plantas na superficie
(EDWARDS et al., 2001).

As macrofitas utilizadas nos WC sdo adaptadas a regides
alagadas, devendo tolerar oscilagbes no nivel da &gua, salinidade e
variagbes do pH. Assim, poderdo contribuir nos processos de
mineralizacdo do lodo, transportando oxigénio da superficie para as
camadas mais profundas, criando microssistemas aerébios,
condicionando um ambiente propicio aos processos de degradacdo e
mineralizacdo do lodo (VYMAZAL, 2005).

As plantas tém um papel critico na determinagéo da dindmica da
perda de 4gua, através da evapotranspiracdo. O crescimento das raizes
afeta a hidraulica do solo, influenciando na filtracdo, reducdo da
velocidade do fluxo, melhorando a sedimentacdo, reduzindo a
ressuspensao e melhorando a distribuicao de agua, além da formagéo de
poros, fator este que impede 0 entupimento do sistema
(STOTTMEISTER et al., 2003; VYMAZAL., 2011). A rizosfera acaba
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criando um ambiente propicio ao crescimento de microrganismos, 0s
quais participam ativamente dos processos de tratamento nos filtros, além
das raizes removerem microrganismos patogénicos, insetos e odores
(SHELEF; GROSS; RACHMILEVITCH, 2013).

Os sistemas plantados também sdo eficientes na remocéo de
nitrogénio e fosforo, via assimilagdo destes nutrientes pelas plantas, além
de acumular em sua estrutura metais pesados e outros elementos tracos
nos compartimentos granulares ou vacuolos (SHELEF; GROSS;
RACHMILEVITCH, 2013).

1.4 Biomarcadores de qualidade sanitaria no tratamento de esgoto
sanitario

A investigagdo e monitoramento de todos 0s patdgenos entéricos
possivelmente presentes em fezes humanas é considerada uma pratica
laboriosa e tecnicamente inviavel de ser praticada, tendo em vista a vasta
diversidade de patdgenos entéricos. Assim, sdo utilizados biomarcadores
para realizar inferéncias sobre o comportamento de demais patégenos e
sua inativagdo (BOUDAUD et al., 2012).

Os virus entéricos (como os adenovirus (AdV), bem como os
bacteri6fagos como modelos virais), Salmonella sp. e ovos de Ascaris
lumbricoides sdo utilizados como biomarcadores de desinfec¢do fecal,
considerando a diversidade de suas fisiologias e resisténcias aos
processos de inativagdo (FIDJELAND et al., 2013; MAGRI et al., 2015).

1.4.1 Bactérias entéricas

Este grupo de microrganismos inclui bactérias que causam
infeccOes primarias no trato gastrointestinal humano, como Escherichia
coli, Salmonella e Shigella, por exemplo. As enterobactérias séo bactérias
gram-negativas, anaerobias facultativas, apresentam auséncia de
citocromo oxidade, sendo referidos como oxidase-negativos (MURRAY,
2017).

1.4.1.1 Salmonella

O género Salmonella, Figura 2, pertence a familia
Enterobacteriaceae, sendo composto por duas espécies, S. enterica e S.
bongoni, subdivididos em sorotipos baseados na presenca de moléculas
de superficie especificas, chamadas O-antigeno (presente em
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lipopolissacarideos) e H-antigeno (proteina do complexo flagelar)
(MCQUISTON et al., 2008), Figura 3.

Figura 2. Microscopia eletrdnica mostrando a morfologia da Salmonella.

Jarice Haney Cast

FonteDC (Aento 2000x).

Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo mostrando O-antigeno na
superficie da Salmonella.
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Fote: Adaptado de Marshall; Gunn (2015).

S&o bactérias pertencentes ao grupo das Gram-negativas, devido a
presenca de lipopolissacarideos em sua membrana, predominantemente
moveis, anaer6bias facultativas, sendo um patdgeno intracelular
facultativo e considerada um patdégeno zoondtico, podendo ocorrer a
transmissdo entre humanos e outros animais (SCALLAN et al., 2011,
MOLINA-QUIROZ et al., 2015). A transmissdo ocorre via ingestdo de
alimentos e agua contaminada e as doengas causadas levam a diferentes
resultados dependendo do sorotipo encontrado. Deste modo, os serovares
Typhimurium e Enteritidis ocasionam gastroenterites em humanos,
enquanto os servorares Tyohi e Paratyphi ocasionam uma doenca
sistémica grave, a febre tifoide (WAGNER; HENSEL, 2011; BELL etal.,
2016).

Estudos anteriores realizados de dose infecciosa de Salmonella em
humanos, indicam uma variacdo de 10° a 10'° células para se causar
doenca, entretanto, quando disposta em alimentos indicam uma
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necessidade de apenas 10 celulas para que ocorra o desenvolvimento da
doenca (BLASER e NEWMAN, 1982). Somente nos Estados Unidos,
estima-se que mais de 1 milhdo de infec¢Bes por Salmonella ocorrem
anualmente, resultando em aproximadamente 20 mil hospitalizacdes e
400 mortes, sendo muitas vezes ocasionados devido as suas
concentragdes em aguas residuais langcadas sem tratamentos ou tratadas
ineficazmente em corpos d’agua (SCALLAN et al., 2012).

1.4.1.2 Escherichia coli

Os coliformes sdo bactérias presentes no trato intestinal de humanos e
animais, sendo subdivididos em coliformes totais e coliformes
fecais/termotolerantes, sendo estes Ultimos indicadores fecais usados
mundialmente para acessar a potabilidade de agua de consumo humano.
Possuem morfologia de bastonetes, sdo gram-negativos anaerébios
facultativos (BETTEGA, 2006).

A Escherichia coli (Figura 4a) forma o maior representante do
grupo dos coliformes fecais, pertencendo a familia Enterobacteriaceae,
podendo ser classificados em enteropatogénicas tipicas e atipicas
(SOUSA, 2006). Naturalmente esta presente na microbiota intestinal, ndo
causando doencas, sendo consideradas ndo-patogénicas; As E. coli
classificadas como sorotipos tipicos ndo sdo encontradas em animais,
indicando que o0s humanos sdo 0s Unicos reservatorios desses
microrganismos, 0s quais pertencem a microbiota intestinal humana
impedindo a colonizacdo por outros patégenos (NATARO; KAPER,
1998). Todavia, podem comportar-se como microrganismaos oportunistas,
tornando-se especializados, sendo capazes de ocasionar doencas em
humanos sadios (SOUSA, 2006). Ainda, ha os tipos patogénicos, como
as E. coli enterohemorragicas e enteroenvasivas.

O mecanismo central da patogénese é uma lesdo chamada de
aderéncia e apagamento, a qual caracteriza-se pela destruicdo das
microvilosidades e aderéncia das bactérias ao epitélio intestinal, com a
formagc&o de pedestal e agregacao de actina polarizada e outros elementos
do citoesqueleto (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002), Figura 4b.
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Figura 4. (a) Microscopia eletronica mostrando a morfologia da Escherichia coli
e (b) Lesdo de aderéncia e apagamento mostrando o apagamento da
microviolosidade (mv) e o pedestal (%) com Escherichia coli aderente (>).

(a) (b)

Fonte: CDC Fonte: Adaptado de Pedroso et al. (1993).

A transmissdo de E. coli ocorre via ingestdo de agua e alimentos
contaminados, ocasionando gastroenterites, estando intimamente
associados a contaminacdo do ambiente por aguas residuais devido ao
lancamento in natura e a um tratamento sanitario ineficaz
(BETTELHEIM, 2003; SCHEUTZ et al., 2005; (CABRAL, 2010).

1.4.2 Bacteriofagos: colifagos somaticos e fagos RNA macho-
especificos

Os bacteridfagos utilizam bactérias como célula hospedeira para
sua replicacdo, possuem estrutura icosaédrica, providos de capsula
proteica e podem possuir genoma RNA ou DNA (PELTOMAA et al.,
2015). De maneira geral, alguns bacteriéfagos tém sido utilizados como
biomarcadores de contaminacdo fecal sendo fortes candidatos a
substitutos aos virus entéricos, posto que sdo encontrados em diversas
matrizes ambientais contaminadas com &guas residuais, bem como a
metodologia de deteccdo seja simplificada, rapida e econdmica quando
comparada aos métodos tradicionais utilizados para deteccdo dos virus
entéricos (JOFRE et al., 2016). Além disso, tém se mostrado mais
resistentes a fatores de inativacdo quando comparados as bactérias e
também aos virus entéricos, sobrepondo-se até mesmo ao AdV
(MATTLE; VIONE; KOHN, 2014; MAGRI et al., 2015), sendo que os
mais comumente utilizados sdo os colifagos sométicos e os fagos RNA
macho-especifico.

Os colifagos somaticos sdo classificados em quatro familias:
Myoviridae (RNA dupla-fita linear), Siphoviridae (dupla fita de DNA
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linear), Podoviridae (DNA dupla-fita linear) e Microviridae (DNA dupla-
fita circular) (LUTE et al.,, 2004). Este bacteri6fago utiliza como
hospedeira a bactéria Escherichia coli ligando-se a receptores proteicos
especificos na membrana celular externa da bactéria. Sao os bacteriéfagos
mais comumente estudados e vem sendo utilizados como bioindicadores
de contaminagdo fecal em ambientes (US EPA 2015, 2016). Na Figura
5, é possivel observar as diferentes estruturas dos colifagos somaticos nas
diferentes familias.

Figura 5. Microscopia de transmissdo eletronica. A a B Familia Myoviridae; C e
D Familia Siphoviridae; E e F Familia Podoviridae.
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Fonte: Kgsik-szeloch et al. (2013).

Os fagos RNA macho-especifico sdo classificados em trés
familias: Leviviridae (RNA simples fita), Inoviridae (DNA simples-fita)
e Tectiviridae (DNA dupla-fita) (LECLERC et al., 2000). Os fagos RNA
macho-especifico (Leviviridae) sdo morfologicamente mais similares que
0s virus entéricos, podendo ainda ser subdivididos em dois géneros:
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Levivirus (genogrupos | e 11) e Allolevivirus (genogrupos Il e 1V), sendo
0s genogrupos Il e 11 encontrados em grandes proporgdes em excretas de
humanos (VINJE et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2009; KING et al.,
2011). Este bacteridfago utiliza como hospedeira a bactéria Salmonella,
ligando-se a fimbria (F-pili) produzidos por células bacterianas “macho”
em certo estagio do ciclo de crescimento. Estes fagos s@o considerados
como bioindicadores ambientais e substitutos para estudar o
comportamento de virus entéricos, estando presentes geralmente em
concentracdes superiores aos colifagos somaticos (HAVELAAR, 1986;
HAVELAAR; VAN OLPHEN; DROST, 1993; WHO, 2004).

1.4.3 Virus entéricos

Os virus entéricos constituem um problema sério de saude publica,
ocasionando doengas gastrointestinais, respiratérias, oculares e as
hepatites A e E (EPI, 2011). Replicam-se no trato gastrointestinal de
humanos, sendo excretados em altas concentrag@es, variando entre 10° a
10! particulas virais por gramas de fezes (BOSCH et al., 2008). A
transmissao ocorre por contato direto (via fecal-oral) ou indireto (ingestdo
de agua e alimentos contaminados), sendo a principal rota de transmissdo
devido ao descarte de esgoto contaminado em corpos d’agua, além da
aplicacdo de biossélidos municipais, aguas subterraneas impactadas por
aguas de superficie contaminadas ou por proximidade a tanques sépticos,
bem como descarte de aguas residuais com auséncia de tratamento ou
tratamento ineficaz (FONG et al., 2007; LOCAS et al., 2007; CHENG et
al., 2012; KOTWAL; CANNON, 2014).

Sé&o virus com auséncia de envelope lipoproteico, sendo resistentes
as condicdes adversas do ambiente (alteracdes de pH, temperatura e
incidéncia de radiacéo solar), além de possuirem capacidade de agregacédo
em fons, bem como entre si, favorecendo a protecdo contra os fatores de
inativacdo, fazendo destes virus bons marcadores de contaminacéo fecal
no ambiente (HERNROTH et al., 2002; WONG et al., 2012), de acordo
com o apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Microscopia eletrdnica de transmissdo em a) virions de Adenovirus;
b) Agregagdo viral.

Fonte: Adaptado de Kahler et al. (2016).

As doencas causadas por estes virus estdo relacionadas
principalmente as gastroenterites, hepatites e doengas respiratorias, sendo
virus com uma dose infecciosa muito baixa, onde 1-100 unidades ja sdo
capazes de promover o desenvolvimento das doengas (WHO, 2008).

1.4.3.1 Adenovirus

Os Adenovirus pertencem a Familia Adenoviridae, dividida em
cinco  géneros:  Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus,
Mastadenovirus e Siadenovirus, totalizando 62 tipos. Os adenovirus
responsaveis por infeccdes em humanos e outros mamiferos estdo
inclusos no género Mastadenovirus, sendo atualmente conhecidos 36
tipos divididos em oito espécies (A-H) de acordo com caracteristicas
imunoldgicas e bioquimicas da biologia do virus (SANTOS et al., 2008;
ICTV, 2016).

O genoma destes virus é composto por DNA de dupla fita linear,
ndo segmentado e de aproximadamente 35kb. Os virions sdo icosaédricos,
ausentes de envelope lipoprotéico e constituidos por 240 proteinas
hexons, onde esta situado o antigeno grupo-especifico comum a todos os
tipos. Em cada vértice, estd contida uma base penton (molécula
pentamérica ndo-covalente), associada a fimbrias, as quais sdo
responsaveis pela adsorcdo e internalizacdo por endocitose dos virus a
célula hospedeira, via receptor Coxsackie-Adenovirus (CAR) (SANTOS;
ROMANOS; WIGG, 2008; NEMEROW et al, 2009). Quando
internalizado, o virus é parcialmente desnudado, ocorrendo a lise do
endossomo devido a proteina VI, injetando o genoma e proteina VII no
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nucleo celular, iniciando por sua vez a sintese da proteina ELA ap6s 2h
de infeccdo, tendo a duplicagdo do genoma e traducdo do mRNA em
proteinas estruturais tardias, as quais fazem parte da estrutura do capsideo
viral (GALL; SHISLER; MARINAS, 2015; LARSON et al., 2015). A
Figura 7 apresenta a estrutura do adenovirus e suas principais proteinas.

Figura 7. (a) Eletromicrografia de Adenovirus Humano (b) Corte através do
centro da particula do adenovirus mostrando a se¢do transversal das densidades
das proteinas principais do capsideo e proteinas menores associadas c) Estrutura
do adenovirus e suas principais proteinas mediadoras da internalizago viral,
adaptado de Nemerow et al., 2009.

(@)

Fonte: Adaptado de Yu et al. (2017).
b)

Proteinas principais do capsideo  Proteinas menores do capsideo  Proteinas principais do nucleo

# Hexon ¥ Proteina Vi 4P Proteinaterminal
- = i ® ProteinaMu
%% Base Penton Proteinallla '
~ Proteina VIl © ProteinaVil
T Fimbrias A ProteinalX @ ProteinaV

Fonte: Adaptado de Nemerow et al (2009).
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A transmissdo ocorre via contato direto ou indireto, através de
secrecOes oculares e respiratérias, bem como por via fecal-oral através do
consumo de 4gua e alimentos contaminados, ocasionando diversas
doencas, como infecgcbes respiratdrias, gastroenterites, conjuntivites e
meningoencefalites, sendo especificas a cada tipo viral (JIANG, 2006;
SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2008; MENA; GERBA, 2009).

Devido as suas caracteristicas estruturais, as quais conferem
resisténcia a fatores de inativacdo, estes virus sdo considerados mais
resistentes quando comparados aos virus de genoma RNA, além de serem
resistentes aos fatores de inativacdo, como as alteracBes ambientais
(GERBA; GRAMOS; NWACHUKU, 2002; FONG; LIPP, 2005;
CARRATALA et al., 2013). Deste modo, vem sendo reportados como
biomarcadores de contaminacdo ambiental e estudos de desinfeccéo,
estando inseridos desde a primeira publicacdo da lista de candidatos a
contaminantes da EPA em 1998 até a mais recente, 2016.

1.4.4 Ovos de Ascaris lumbricoides

Os Ascaris lumbricoides pertencem a familia Ascarididae e séo
um importante patégeno humano causador da doenca ascaridiase. S&o
encontrados em grande parte dos paises do mundo, estando relacionados
aos fatores ambientais e quanto ao grau de desenvolvimento
socioecondmico da populacdo, sendo estritamente relacionado com a
auséncia de saneamento basico (NEVES, 2016). Segundo a Organizacdo
Mundial da Salde, Ascaridiasis é a doenca infecciosa causada por
parasitas em humanos com maior prevaléncia, a qual cerca de 10% da
populacdo mundial em desenvolvimento estd4 infectada por parasitas
intestinais, onde as infec¢des por muitas vezes sdo assintomaticas,
todavia, infeccbes severas causam aproximadamente 60 mil mortes por
ano, principalmente em criancas (WHO; WSH; WWD; DFS, 2001).
Individuos infectados com Ascaris lumbricoides excretam cerca de 200
mil ovos por dia, 0s quais podem permanecer vidveis no ambiente por
longos periodos de tempo, disseminando a doenga pela populagdo, uma
vez que a dose infecciosa é pequena, onde a ingestdo de um ovo
proveniente da agua ou alimento contaminado é capaz de promover o
desenvolvimento da doenga (GEENEN etal., 1999; KARKASHAN etal.,
2015).

Os ovos possuem 50 um de didmetro, sdo ovais e possuem uma
capsula espessa formado por trés membranas: uma interna delgada e
impermeavel a &gua constituida de 25% de proteinas e 75% de lipidios;
uma meédia de composicdo quitinosa e; uma externa composta por
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mucopolissacarideos, os quais sdo secretados pela parede uterina, Figura
8. Esta estrutura confere protecdo contra os fatores de inativacdo, fazendo
deles bons indicadores de qualidade microbioldgica da agua (CAPIZZI;
SCHWARTZBROD, 2001; USEPA 2003; ORTA DE VELASQUEZ et
al., 2004; PECSON et al., 2007; DE SOUZA et al., 2011; NEVES, 2016).

Figura 8. (a) Ovo fértil de Ascaris lumbricoides em microscdpio (objetiva com
aumento 40x), mostrando a estrutura da capsula de prote¢do; (b) ovo fértil no
estagio de moérula.

(b)

Fohte: Lenilza Mattos Lima

O ciclo bioldgico é do tipo monoxénico (um Unico hospedeiro),
cada fémea fecundada é capaz de colocar por dia, cerca de 200 mil ovos
nao-embrionados, os quais chegam ao ambiente juntamente com as fezes.
Os ovos férteis em presenca de temperatura entre 25-30°C, umidade
minima de 70% e oxigénio em abundancia, tornam-se embrionados em
15 dias, como mostrado na Figura 9.

Figura 9. Estagios da embriogénese de Ascaris. (a), (b) e (c) estagio iniciais da
divisdo celular; (d) moérula inicial; () mérula tardia; (f) blastula; (g) géstrula; (h)
larva L1; (i) larva L2.

a 20 ym b 20 pm c 20 pm
y/
d 20 pm e 20 pm f 20 pm
—_— —_— —_—
_ ~
g 20 pm h & 20 pm 20 pm

Fonte: Adaptado de Rocha, Barés e Braga (2016)
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A transmissdo ocorre via ingestdo de &gua e alimentos
contaminados que contenham os ovos contendo a larva L3. Estes por sua
vez, possuem grande capacidade de aderéncia em superficies, sendo um
fator importante na transmissdo, uma vez que presentes no ambiente ou
em alimento, ndo s&o removidos com facilidade (NEVES, 2016).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a inativacdo de microrganismos patogénicos e
indicadores em lodos de esgotos tratados em um sistema de wetlands
construidos, implantado e operado em escala real, visando a
caracterizacdo do lodo para o reciclo seguro no solo e agricultura.

2.2 Objetivos Especificos

| - Avaliar a eficiéncia de um sistema wetland construido para
lodo, em etapa operacional de alimentacdo, na inativacdo de patdgenos
entéricos, utilizando como modelos - bactérias (Escherichia coli e
Salmonella spp.), bacteriéfagos (colifagos somaticos e fagos RNA
macho-especifico) virus (Adenovirus humano) e ovos de helmintos
(Ascaris lumbricoides);

Il — Caracterizar em termos de microrganismos patogénicos,
utilizando como modelos - bactérias, bacteri6fagos, virus e ovos de
helmintos, o lodo acumulado em um sistema de wetland construido para
lodo, em etapa de repouso;

Il — Avaliar o uso de bacteri6fagos como modelos do
comportamento de virus entéricos no sistema em estudo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Wetland construido para lodo

O sistema de wetland construido para lodo, utilizado como objeto
de estudo desta pesquisa, foi projetado e implantado em 2003 pela
empresa Rotaria do Brasil, parceira nesta pesquisa. A Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) atende um parque residencial de 7800
habitantes e é de responsabilidade atualmente do Sistema Auténomo
Municipal de Agua e Esgoto do municipio na qual esta instalada.

O sistema estd implantado em escala real, sendo composto por
guatro unidades de wetlands construidos para lodo, também chamados de
Canteiros de Mineralizacdo, os quais utilizam a macréfita Cyperus
papyrus, pertencentes a Familia Cyperaceae, Figura 10. Cada unidade
possui area de 400 m2, sendo 40 m de comprimento e 10 m de largura.
Observa-se que trés das quatro unidades foram avaliadas nesta pesquisa.

Figura 10. Macrdéfita Cyperus papyrus.

Fonte: Sheldon Navie (Weeds of Australia)

O sistema de wetland construido para lodo (WCL) estudado é
composto por trés unidades que estdo em etapas de processamentos
diferentes. O filtro WCL1, encontra-se em etapa de repouso (desde
fev/16), enquanto os outros dois (WCL2 e WCL3) permanecem em
alimentacao.

O filtro WCL1 operou durante 10 anos consecutivos, com algumas
interrupcdes, recebendo lodo de esgoto anaerdbio retirado principalmente
de tanques sépticos unidomiciliares por meio de caminhdes hidro vacuo,
popularmente conhecidos como Limpa Fossa (LLF), e lodo de esgoto
produzido em ETE, com dois Reatores em Batelada Sequencial (RBS),
anexa ao sistema. Dessa forma, o sistema recebeu uma carga de
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aproximadamente 80 m3 de lodo de esgoto por semana, totalizando
38.400 m?3 de lodo lancados na superficie do wetland, resultando em uma
camada de lodo acumulado de 1,30 m. Durante a opera¢do do WCL1, o
mais usual era o recebimento de carga de lodo de esgoto durante cinco
dias consecutivos, permanecendo em repouso durante dois dias.
Ressalta-se que esta rotina operacional variava de acordo com a
guantidade de lodo gerada ou coletada pelos caminhdes.

Os filtros WCL2 e WCL3, iniciaram as atividades ap6s o WCL1
entrar em etapa de repouso, e atualmente permanecem em operagao,
recebendo lodo de esgoto da ETE anexa ao sistema e também lodo de
esgoto anaerdbio retirado dos tanques sépticos. A alimentacdo dos
sistemas ocorre de forma semelhante ao filtro WCL1, tendo alimentagdes
consecutivas de lodo de esgoto durante cinco dias, seguidos de dois dias
de repouso. Uma vez que o lodo é disposto na superficie dos WCL se
inicia o processo de desaguamento e geracdo do liquido percolado. Para
caracterizacdo dos wetlands em operacdo foram avaliados o lodo de
entrada (LLF e RBS), o lodo acumulado na superficie e o liquido
percolado gerado.

3.2 Procedimentos de campo e amostragem

O monitoramento dos sistemas WCL foi realizado no periodo
compreendido entre maio de 2016 a junho de 2017 (doze meses), com
coletas mensais.

A fim de caracterizar de forma mais precisa o sistema WCL, este
foi dividido em quadrantes, Figura 11. Para o filtro WCL 1, as
amostragens foram realizadas de forma aleatdria, coletando em ao menos
trés quadrantes o perfil vertical superficial (25 cm) e o perfil vertical
profundo (>30 cm). As amostras foram coletadas utilizando um trado do
tipo holandés, o qual coletava cerca de 400g de lodo por vez, sendo
contabilizadas ao final 6 amostras por coleta.

Para os filtros WCL 2 e WCL 3, as amostragens seguiram o0 mesmo
padrdo do filtro WCL1, entretanto, foi coletado apenas um perfil vertical,
contabilizando 3 amostras por filtro, uma vez que as camadas de lodo
acumulado eram menores em termos de profundidade. Foram realizadas
ainda coletas do lodo proveniente da ETE RBS, e LLF, bem como do
liquido percolado (LP) gerado.
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Figura 11. Desenho experimental para a realizacdo das coletas nos WC.
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3.3 Parametros fisico-quimicos

Foram realizadas analises fisico-quimicas de acompanhamento dos
seguintes parametros: potencial hidrogeniénico (pH), fésforo ortofosfato
(P-POy), nitrogénio amoniacal (N-NH4*), Solidos Totais (ST), Solidos
Totais Fixos (SF) e Sélidos Totais Volateis (SV). As analises seguiram as
recomendacdes do Standard Methods for Examinaton of Water and
Wastewater (APHA, 2012). Na Tabela 1 estdo apresentados 0s
parametros avaliados e seguidos pelos métodos adotados.

Tabela 1. Parametros avaliados no lodo acumulado nos WCL, lodo RBS, lodo

dos tanques sépticos anaerdbios e LP.

Parametros

M¢étodo

Fosforo-ortofosfato
(mg.kg™ ou mg.L™)
Potencial Hidrogeni6nico
(pH)

Nitrogénio amoniacal
(mg.kg™ ou mg.L™)
Sélidos Totais
(mg.kg™ oumg.L™)
Sélidos Totais Fixos e Volateis
(mg.kg™ ou mg.L ™)

Colorimétrico do acido
vanadomolibdofosférico (APHA, 2005)

Potenciométrico - utilizando o
equipamento Alphakit AT-150

Colorimétricoo de Nessler (VOGEL,
1981). Leitura em espectrofotdmetro

Método gravimétrico - secagem a 105°C

Meétodo gravimétrico - calcinado a 550°C
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Foram avaliados também dados meteoroldgicos, e estes foram
fornecidos pela Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (EPAGRI), juntamente com o Centro de InformacGes de
Recursos Ambientais e Hidrometeorologia de Santa Catarina (CIRAM).
Os dados foram: temperatura, radiacdo média (U.V. AB) e precipitacao.

3.4 Avaliacao dos patogenos e indicadores modelos
3.4.1 Quantificacdo de Salmonella spp.

Para a quantificagdo de Salmonella spp. as amostras foram
submetidas ao protocolo recomendado pela US EPA (2006) — Method
1682: Salmonella in sewage sludge by modified semisolid Rappaport-
Vassiliadis (MSRV) medium. Para isso, foram utilizadas aliquotas de 2,0
g (ou mL no caso das amostras liquidas), 1,0 g e 0,1g de lodo acumulado
nos wetlands construidos, lodo RBS, lodo anaerébio provenientes dos
tanques sépticos e LP. As aliquotas de 2,0 g e 1,0 g foram acrescidas ao
meio TSB 3x (Tryptic soy broth) (KASVI®) em volume de 10 e 5 mL,
respectivamente, enquanto as aliquotas de 0,1g foram acrescidas em 10
mL de TSB 1x.

Todos os tubos foram incubados a 37°C por 18 a 24h. Apos,
aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em placas de Petri contendo caldo
Rappaport-Vassiliadis (MSRV) e incubadas a 42°C. Ap6s 24h, aliquotas
de cada placa foram semeadas em agar XLD (Xylose-Lysine-
Desoxycholate) (KASVI®). Col6nias tipicas de Salmonella spp., Figura
12, foram confirmadas por perfil biogquimico. O nimero de placas
positivas para Salmonella spp. em agar XLD foram utilizadas para o
calculo do nimero mais provavel (NMP) por 4 gramas de peso seco,
como descrito abaixo:

[NMP mL de peso seco]x4

NMP.4g (peso seco) =

Porcentagem de sélidos totais expressos em decimal
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Figura 12. Coldnias tipicas de Salmonella (coloracdo preta) em agar XLD.

Fonte: adaptado de Online Microbiology .
3.4.2 Quantificacao de Escherichia coli

Para a quantificacdo de Escherichia coli, as amostras foram
acrescidas de solucéo fosfato-salina (KH2PO4 [0,1M]) e diluidas em
série até o esgotamento. Aliquotas de 0,1 mL de cada tudo, utilizando
ao menos duas dilui¢bes, foram semeadas em agar MacConkey e
incubadas por 24h a 37°C. O numero de placas positivas para
Escherichia coli, Figura 13, foram contabilizadas e a quantificacdo foi
realizada em Unidades Formadoras de Colbnia por grama de ST
(UFC.g) ou por mL (UFC.mL™).

Figura 13. Coldnias tipicas de E. coli em 4gar MacConkey.

Escala
0 1 2
cm

Fonte: a Autora.
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3.4.3 Quantificacdo de Colifagos somaticos e Fagos RNA macho-
especifico

As quantificacdes dos bacteriéfagos foram realizadas de acordo
com a metodologia de dupla camada de agar com o cultivo de bactérias
hospedeiras e amostras diluidas seriadamente na base 10, seguindo os
protocolos da International Organization Standardization (ISO). Para os
colifagos somaticos utilizou-se a 1ISO 10705-2:2000(E) e para os Fagos
RNA macho-especifico a ISO 10705-1:199(E).

Para os fagos RNA macho-especifico foi utilizada como
hospedeira a bactéria Salmonella Typhimurium WG49 NCTC12484.
Inicialmente as bactérias foram inoculadas em meio Tryptone-yeast
extract-glucose broth (TYGB) e incubadas a 37°C por 3-5h para
crescimento e propagacdo. As amostras foram diluidas seriadamente, na
base 10 utilizando-se a0 menos duas diluigdes. Um volume de 1 mL de
amostra foi inoculado em tubos de ensaio contendo 2,5 mL de meio
Tryptone-yeast extract-glucose agar semi-solid (TYGASS), juntamente
com 1 mL da bactéria hospedeira Salmonella spp.. Por fim, 1 mL desta
solucdo foi inoculada em placas de Petri contendo meio Tryptone-yeast
extract-glucose agar (TYGA), Figura 14a.

Para os Colifagos somaticos foi utilizada como hospedeira a
bactéria Escherichia coli (ATCC 13706). Inicialmente as bactérias foram
inoculadas em meio Modified Scholtens’ Broth (MSB) e incubadas a
37°C por 3-5h para crescimento e propagacdo. As amostras foram diluidas
seriadamente, utilizando-se ao menos duas diluicdes. Um volume de 1
mL de amostra foi inoculado em tubos de ensaio contendo 2,5 mL de meio
Modified Scholtens’ Agar semi-solid (MSASS), juntamente com 1 mL da
hospedeira Escherichia coli. Por fim, 1 mL desta solucéo foi inoculada
em placas de Petri contendo meio Modified Scholtens’ Agar (MSA),
Figura 14b.

Apo6s a solidificacdo dos meios nas placas de Petri, estas foram
incubadas a 37°C por um periodo de até 18h. As quantifica¢des foram
realizadas em unidades formadoras de placa por grama ou ml (UFP.g*ou
UFP.mL?), conforme a equacéo abaixo:

Numero de placas XReciproca da diluigao

UFP.gt ou UFP.mL! =

Volume inoculado (mL)
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Figura 14. (a) Focos de colifagos somaticos em meio MSA (b) Focos de Fagos
RNA macho-especifico em meio TYGA.
a b

Fonte: a Autora.

3.4.4 Quantificac@o de Adenovirus infecciosos
3.4.4.1 Concentracdo das amostras para analise viral

Para realizar a quantificacdo dos virus entéricos, utilizou-se a
técnica de ensaio de placas de lise, a qual utiliza cultura celular, descrita
no Item 4.4.8.1. Deste modo, a fim de remover as impurezas e concentrar
0s virus das amostras, utilizou-se a metodologia de concentra¢do viral,
bem como a producédo do virus para controle positivo nas analises.

As particulas virais foram concentradas pelo método de
Polietilenoglicol (PEG), seguindo o protocolo descrito por Schilindwein
et al. (2009). Para este procedimento foram utilizados 20g de amostras de
lodo de esgoto dos sistemas wetland construido, lodo bruto SBR e lodo
anaerébio proveniente de tanques sépticos, acrescidas de 20 mL de
solugdo fosfato-salina (PBS 1x). Em tubos de centrifuga, foram
adicionados 20 mL de cada amostra e inoculados 200 pL de Cloreto de
aluminio (AICI; [0,05M]), o pH foi ajustado para 3,5 e as amostras
permaneceram em agitacdo durante 30 min. Apds, as amostras foram
centrifugadas a 2500 g por 30 min, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento resultante foi ressuspendido em 10 mL de tampdo glicina
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[0,25M — pH 9,5]. As amostras permaneceram sob agitacdo durante 1h e
posteriormente o pH foi ajustado para 7,0. As amostras foram novamente
centrifugadas, a uma velocidade de 10.000 g durante 30 min a 4°C e
posteriormente o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
tubo de centrifuga. Adicionou-se 8% de Polietielenoglicol (PEG) 6000 ao
sobrenadante coletado, e entdo permaneceu sob agitacdo por 2h a 4°C.
Apds, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por 90 min a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi ressuspendido
em 20 mL de PBS 1x [0, M — pH 7,2]. Por fim, as amostras foram
aliquotadas em tubos Eppendorf de 2 mL e armazenadas a -80°C.

3.4.4.2 Cultivo de células animais

Foi utilizada a linhagem celular A549, derivada de carcinoma de
pulmdo humano, permissivas a infeccdo in vitro pela maioria dos
Adenovirus humanos, obtida através da American Type Culture
Collection (ATCC), Figura 15a.

As células foram cultivadas em garrafas com filtros acoplados as
tampas e area de crescimento de 125 cm? utilizando Meio Minimo
Essencial Dulbecco com sais de Eagle’s e alta concentracdo de glicose
(DMEM high glucose 1x) (Gibco), suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Gibco) e 1% de Piruvato de Sédio [100 mM] (Gibco).

3.4.4.3 Producéo de estoque viral

As células A549 foram cultivadas em meio de
crescimento/manutencdo (DMEM alta glicose 1x, suplementado com 5%
de SFB e 1% de piruvato de sodio [100 mM]) por 24h até que a
monocamada celular atingisse a confluéncia, apés, foram lavadas duas
vezes com solucdo tampéo fosfato-salina (PBS 1x) e ap6s, receberam 2
mL do indculo de Adenovirus humano tipo 2 (HAdV-2). Ap6s 1h de
incubacdo para adsorcao viral sob as condi¢des padrao (37°C e atmosfera
de 5% CO2) e com homogeneizacdo em intervalos de 15 min, foi
adicionado o meio de manutencao, previamente descrito.

As células foram observadas diariamente até apresentarem 80-
100% de efeito citopético, caracterizado por células arredondada e
desprendimento da monocamada celular, Figura 15b. Em seguida, as
células foram congeladas a -80°C e descongeladas a 25°C por trés vezes,
para que ocorresse 0 rompimento celular e os virus que haviam
permanecido intracelularmente fossem liberados. As suspensdes virais
foram transferidas para tubos de centrifuga e realizada centrifugacgdo a
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350 G por 5 min a 4°C para remocdo das células rompidas. O
sobrenadante foi utilizado para realizar novas infecgdes, com objetivo de
elevar o titulo viral. Ap6s algumas passagens, com a redu¢do do periodo
para o aparecimento do efeito citopético, caracterizado um aumento do
titulo viral, o fluido viral foi titulado, aliquotado e estocado a -80°C.

Na determinagdo do titulo infeccioso viral do HAdV-2, foi
utilizado o ensaio de placas da lise, segundo o Item 4.4.8, para titulagdo
e viabilidade viral.

Figura 15. (a) Células A549 (controle negativo) (b) Células A549 infectadas com
HAdV-2, mostrando o efeito citopatico (Aumento da objetiva em 400x)

(@) (b)

Fonte: a Autora.
3.4.4.4 Ensaio de citotoxicidade amostral

Para determinacdo do grau de citotoxicidade das amostras, as
células A549 foram cultivadas na densidade 3,0x10° células/mL em
placas de 24 pogos, durante 24h até atingirem a confluéncia. Inicialmente,
foram realizadas dilui¢cGes das amostras em Minimum Essential Medium
Eagle (MEM 1x) nas proporces: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64. Em
seguida, a monocamada celular foi lavada uma vez com PBS 1x. Foram
inoculados 150 pL das amostras nas respectivas dilui¢des, em duplicada,
nas cavidades contendo células cultivadas, permanecendo durante 60 min
a 37°C sob atmosfera de 5% de CO., com intervalos de 15 min para
homogeneizacdo das amostras. Posteriormente, o inoculo foi aspirado e o
meio de manutencdo (DMEM high glucose suplementado com 4% de
SFB, 2% de antibi6ticos PS [(Penicilina G [100 U/mL] e Sulfato de
estreptomicina [100 pg/mL]), 2% de Anfotericina B [0,025 pg/mL], 2%
de Cloreto de Magnésio (MgCl2 [25 mM] e 1% de Piruvato de sédio [100
mM]), foi adicionado.
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Durante o periodo de 7 dias, foram realizadas observac@es diarias
em microscopio invertido, a fim de verificar possiveis alteracdes
morfoldgicas nas células. Apdés o periodo de incubacdo, o meio foi
aspirado e a monocamada celular fixada e corada com 150 pL do corante
Cristal Violeta. Deste modo, foi possivel determinar a diluicao ideal para
0 dano celular visualizado fosse decorrente da replicacdo viral e ndo
devido a citotoxicidade amostral.

3.4.4.5 Ensaios de Placas de lise

Com objetivo de quantificar os HAdV, a partir da producdo do
estoque viral, bem como HAdV contidos nas amostras provenientes do
sistema Wetland construido, utilizou-se o ensaio de formacéo de Placas
de Lise, adaptado de Cromeans et al. (2008).

As células A549 foram cultivadas na densidade de 3,0x10°
células/mL em placas de 6 cavidades. Ap6s 24h, quando a monocamada
celular atingiu a confluéncia, as células foram infectadas com o fluido
viral de HAdV-2 (controle positivo), meio de crescimento (controle
negativo) e com amostras concentradas de lodo do Wetland construido
para verificar e quantificar a presenca de HAdV infecciosos.

Para o fluido viral, foram realizadas dilui¢fes seriadas na base 10,
sendo utilizado como controle positivo a diluicdo 10° unidades
formadoras de placa por mL (UFP/mL).

As amostras foram utilizadas na sua diluicdo ndo citotdxica:
amostras concentradas de lodo do WC, lodo RBS e lodo anaerébio dos
tanques sépticos na dilui¢do 1:2; amostra de liquido percolado inoculado
diretamente 1:16; adicionou-se 2% de antibidtico PS e 2% de anfotericina
em DMEM alta glicose 1x.

As monocamadas celulares foram inoculadas com 300 L de cada
diluicdo amostral, em triplicata, incubadas por 60 min a 37°C sob
atmosfera de 5% de CO2, realizando homogeneizacdo em intervalos de
15 min. Por fim, adicionou-se 0 meio de manutengdo composto por
DMEM high glucose 2x suplementado com 2% de piruvato de sddio [100
mM], 2% de PS, 2% de Anfotericina B [0,025ug/mL], 2% de MgCl; e de
4% SFB, sendo diluidos em volume igual de Bacto-agar (BD
Biosciences) a 0,6% aquecido até a liquefagdo. Em cada cavidade da
placa, adicionou-se 2,5 mL desse meio, aguardando a solidificacdo do
meio espessante. Ap6s o periodo de incubacdo de 7 dias, sob condicdes
padrdo, o meio foi aspirado e a monocamada celular fixada e corada com
1 mL da solucéo de Cristal Violeta, como mostrado na Figura 16.
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O ntmero de Unidades Formadoras de Placas (UFP) foi calculado
a partir do namero de placas de lise, de acordo com a seguinte formula:

Numero de placas x Reciproca da diluigdo

UFP.gt ou UFP.mL! =

Volume inoculado (mL)

Figura 16. Focos causados pela lise das células A549 devido a infec¢do de HAdV
infecciosos.

Fonte: a Autora.
3.4.5 Enumeracao de ovos de helmintos

A quantificacdo de ovos de helmintos foi realizada segundo as
recomendacBes da Environmental Protection Agency — Appendix | (US
EPA, 2003).

O método se baseia na separacdo fisica dos ovos de Ascaris
lumbricoides levando em consideracdo seu tamanho e peso. Para isso,
500g de amostras de lodo de esgoto do WC, lodo RBS, lodo anaer6bio
dos tanques sépticos e LP, passaram por peneira de abertura de 50 mesh
com a peneira de 400 mesh embaixo. Os sedimentos retidos na peneira de
400 mesh foram lavados com solucdo fosfato-salina (KH.PO4 [0,1M])
suplementada com 1% de Tween-80 e coletados em um Becker para
decantacdo overnight a 4°C. Apos, o sedimento foi separado em tubos de
centrifuga adicionando a solucdo de Sulfato de Magnésio (MgSOs
[0,2M]) na proporc¢do: 1 mL de sedimento + 45 mL de MgSO4[0,1M]. A
seguir, as amostras foram centrifugadas quatro vezes a 800 g por 10 min
e ao final de cada centrifugacdo o sobrenadante era coletado e passado
novamente na peneira de 400 mesh para a retengdo dos ovos. O retido na
peneira foi coletado e lavado com solugdo fosfato-salina de KH.PO,
[0,2M] e ressuspendido em 4 mL de &cido sulfdrico (H2SO4) [0,1N]. Por
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fim, as amostras foram incubadas a 26°C durante 30 dias, a fim de se
observar o desenvolvimento embrionario, o que nao foi possivel em
funcdo de uma concentracdo de sélidos ainda muito alta nas amostras
processadas. Apds os 30 dias, os ovos foram contabilizados somente
guanto a presenca e ndao quanto a viabilidade.

3.5 Analise estatistica

Para as analises dos dados obtidos durante as coletas do lodo
acumulado dos filtros WCL1 e WCL, lodo aer6bio do RBS, lodo de
caminhdes limpa fossa (LLF) e LP - foram realizadas analises descritivas
(média e desvio padrao).

Os dados foram normalizados e submetidos quando necessario
aos: Teste de correlacdo de Pearson, ANOVA e Student’s t-test,
utilizando os softwares GraphPad Prism 6.0 e Excel 2016.

As analises foram consideradas estatisticamente significativas
guando p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Dados meteoroldgicos

Na Figura 17 estdo apresentados os dados meteorol6gicos
referentes a radiacdo média, temperatura maxima, temperatura minima e
temperatura média, registradas ao longo do monitoramento dos sistemas.
Pode-se observar que no inicio do monitoramento (maio de 2016) as
temperaturas eram amenas, com média de 20°C, todavia, no periodo
compreendido entre novembro de 2016 a fevereiro de 2017, pode-se
observar um aumento crescente da temperatura, atingindo um pico médio
de 30°C registrado para o més de fevereiro, resultado que condiz com a
estacdo de verdo em paises tropicais. Nos meses seguintes, observou-se
uma queda linear da temperatura. Quanto a radiacdo média observada, 0s
maiores valores foram registrados nos meses em que a temperatura
também foi mais elevada, conforme o esperado.

Figura 17. Médias mensais de temperatura e radiagdo média durante o periodo
de monitoramento do sistema.
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Na Figura 18 estdo apresentados os dados meteoroldgicos
referentes as temperaturas maxima, minima e média, bem como os dados
da precipitacdo pluviométrica acumulada, durante o periodo de
monitoramento dos sistemas. Deste modo, foi possivel observar que os
meses com a maior precipitacdo pluviométrica acumulada foram entre
dezembro de 2016 a fevereiro de 2017.
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Figura 18. Dados da precipitacdo pluviométrica acumulada, temperatura
maxima, minima e média durante o periodo de monitoramento dos sistemas.
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Nos Itens subsequentes, serdo apresentadas as correlaghes
encontradas entre os dados meteorolégicos e o funcionamento do sistema.
4.2 Lodo de alimentagdo (RBS E LLF)

4.2.1 Caracterizacéo fisico-quimica do lodo de alimentagéo
Na Tabela 2 estdo dispostos os resultados obtidos referentes aos
pardmetros fisico-quimicos mensurados para o lodo de alimentacéo,

composto pelo lodo RBS e LLF.

Tabela 2. Caracterizagdo fisico-quimica dos lodos de alimentacdo dos sistemas
WCL.

Amostras (n=9) Dados | Pardmetros fisico-quimicos
ST ST STV
(%) [(mg.LD)| (%)
Média | 6,84 2 1248 31

pH

Lodo RBS DP | 028 | 0 | 182 7
P Média | 699 | 2 | 17749 | 36
DP | 022 | 0 | 4279 | 13

Podemos observar a partir dos resultados obtidos, o lodo RBS é
levemente mais basico quando comparado ao LLF, sendo esta faixa de
pH geralmente encontrada nos lodos desse tipo de reator, ideais para que

Do eanyedad wa |
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ocorram 0s processos de nitrificacdo e desnitrificacdo, posto que a
neutralidade contribui para uma maior diversidade biolégica (LEE et al.,
2008). O pH levemente mais &cido encontrado no LLF, se deve ao fato
de a¢des acidogénicas ocorrerem nos tanques sépticos.

Quanto a concentracdo de ST, o lodo RBS apresentou em média
1248 mg.L! (182 mg.L?), sendo inferior ao registrado no LLF, em
média 17749 mg.L ! (+ 4279 mg.L ). Com relacdo aos STV, 0s quais
representam a porcdo organica dos ST, o valor detectado no lodo RBS
mostrou-se inferior ao encontrado no LLF, correspondendo a 31% (+ 7%)
dos ST, o que demonstra sua maior estabilizacdo. Existem variacdes
grandes quanto aos percentuais de STV de lodos de caminhdes limpa
fossa, evidenciados em diversos estudos, como Gagnon et al. (2012)
relataram um percentual de 74% de STV, assim como Magri et al. (2016)
obtiveram um percentual de 60% de STV.

4.2.2 Taxa de aplicagdo superficial do lodo de alimentacéo

Conforme a Figura 19, diariamente no sistema WCL chegavam
em média quatro caminhdes limpa-fossa, os quais descarregavam um
volume médio total de 12 m3 em cada WCL em funcionamento, sendo
assim, para as analises de eficiéncia do sistema, considerou-se que a
mesma taxa de aplicacdo de lodo ocorre em ambos WCL.

De cada reator RBS ¢é retirado um volume médio de 10 m3 por dia,
totalizando semanalmente 50 m3 de lodo.

Figura 19. Registro do volume mensal (e) e volume médio diario (m) de lodo
descarregado por caminhdes limpa-fossa no sistema WCL entre abril/16 a jun/17.
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Atualmente, ndo ha valores padrdo de parametros de projeto e
configuragdes dos WC para o tratamento de lodo. O principal parametro
utilizado é a taxa de aplicacdo superficial (TAS) expressa em kg.ST.m
2.ano?, a qual ird determinar a area de superficie necessaria, permitindo
0 dimensionamento dos sistemas (UGGETTI et al., 2010).

Equacdo 1: Taxa de Aplicacdo Superficial Anual (kgST/m2.ano)

4= (Cst X Vano>
B At

Nesta equacdo, a variavel Cst corresponde a Concentragdo de ST
no Lodo de Alimentagdo (kg/m3), a Vano 20 Volume médio total por ano
de Lodo de Alimentacdo (m3) e a A: a Area total dos dois WCL em
funcionamento (m?2).

Os WCL apresentados neste trabalho eram operados
continuamente a partir das demandas de volumes de lodos a serem
tratados, e ndo de acordo com uma taxa de aplicacdo especifica. No
entanto, para fins de entendimento do sistema, e compara¢do com outros
trabalhos, as taxas de aplicagdo de lodo foram calculadas.

Na Tabela 3 observam-se os valores respectivos de cada variavel
e o0 resultado da TAS. Deste modo, podemos observar uma TAS de 177
kg.ST.m2.ano, sendo esta considerada como uma taxa alta em relagdo a
area do sistema. Diversos estudos estabelecem diferentes TAS, Gagnon
et al. (2012) consideram baixa uma TAS média de 16 kg.ST.m2.ano* e
alta de 122 kg.ST.m2.ano™, ja Nielsen (2005), adotou como critério o
valor de 50 a 60 kg.ST.m2.ano* para um sistema de 500 m2, entretanto,
Ugetti et al. (2009) utilizou para um sistema de 25 m2 uma TAS de 125
kg.ST.m2.ano. Assim, a TAS pode variar conforme a necessidade do
sistema, como por exemplo, no inicio da construgdo do projeto (apds a
plantacdo das macrdfitas), a TAS pode ser inferior a do projeto, visto que
promove o crescimento e desenvolvimento das plantas, protegendo-as do
estresse (NIELSEN, 2003; BURGOON et al., 1997).



51

Tabela 3. Célculo da taxa de aplicacdo anual do lodo de alimentag&o.

Amostras ST Vo!ume de lodo )
(kg/m?) | aplicado/ano m? | Area total TAS
(m?) (Kg.ST/m2.ano)
RBS 1,25 2760
LLF 17,75 7803
Lodo de alimentagdo| 13,45 10554 800 177

4.2.3 Caracterizacé@o microbiolégica do lodo de alimentagao

Para Salmonella spp., no lodo RBS, obteve-se uma detec¢do
média de 1,19x10 +2,05x10 NMP.g™%, variando entre 7,20x103 e 5,03x10
NMP.g%. No LLF, obteve-se uma deteccdo média de 3,16x10 +2,85x10
NMP.gt e concentragdes variando entre 2,09 e 8,74x10 NMP.g™%, Figura
20.

No lodo RBS e LLF, as maiores concentragdes de Salmonella
spp. foram registradas na fase final do monitoramento no periodo
compreendido entre fevereiro a junho de 2017. Ainda assim, foi possivel
observar variagbes ao longo do monitoramento, acentuadas
principalmente no lodo RBS.

Figura 20. Quantificacdo de Salmonella spp. no lodo RBS e LLF.
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Ap6s as quantificacdes de Salmonella spp., foram realizadas
andlises e comparagdes entre as concentra¢fes do patégeno encontrado e
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dos pardmetros fisico-quimicos e dados meteoroldgicos durante o
monitoramento dos sistemas, apresentados na Tabela 4.

Observou-se uma correlagdo positiva significativa (R?=0,43)
entre a concentracdo da Salmonella spp. e o pH no LLF (p>0,05),
indicando que o aumento do pH préximo a faixa neutra induz ao aumento
da concentracdo da bactéria, uma vez que o pH 6timo para a taxa de
crescimento bacteriano permanece entre as faixas de 6,5-7,5
(MENDONCA, 20186).

Tabela 4. Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de Salmonella spp. e
parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do lodo RBS e
LLF.

Parametros leelien_(;a Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) 0,15
Lodo RBS Teorde STV (%) ndo (p>0,05) 0,00
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) -0,39
Precipitacéo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05)| -0,37
pH ndo (p>0,05) 0,00
Parametros leelien.ga Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) -0,27
LLF Teor de STV (%) ndo (p>0,05)| 0,19
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,04
pH ndo (p>0,05) 0,43

Quanto a E.coli, obteve-se uma deteccdo média de E.coli de

4,70x10* (#4,51x10%) UFC.g?, variando entre 5,15x10? e 5,13x10*
UFC.g* no lodo RBS. No LLF, obteve-se uma deteccdo média de
2,62x10* (+1,89x10%) UFC.g, em concentracdes que variaram entre
2,75x10° e 1,89x10* UFC.g?l, como mostrado na Figura 21. As
concentragdes detectadas estdo dentro das faixas esperadas.



Figura 21. Quantificacdo de E. coli no lodo RBS e LLF.
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Hl RBs
LLF

Néo foram encontradas correlagbes significativas entre as
concentracBes de E. coli e os pardmetros fisico-quimicos avaliados, como
mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Correlagéo de Pearson entre as concentragdes de E. coli e parametros
fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo RBS e LLF.

Parametros Dife FeNea \Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,02
Lodo RBS Teor de STV (%) ndo (p>0,05) 0,10
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,20
Precipitacdo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) 0,38
pH ndo (p>0,05) 0,00
Parametros Dife r,e n.ga Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) 0,08
LLF Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,33
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,21
pH ndo (p>0,05)| -0,01

Para os colifagos somaéticos, no lodo RBS, obteve-se uma
deteccdo média de 2,76x10* (+ 2,17x10% UFP.g! e concentragles que
variaram entre 2,50x10% e 5,33x10* UFP.g. Nos meses de ago/16, set/16
e jan/17, as detecgBes permaneceram abaixo do limite de deteccdo da
técnica (10 UFP), como mostrado na Figura 22. As concentracdes médias
obtidas neste estudo vao ao encontro do relatado por Gino, Starosvetsky
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e Armon (2007), os quais detectaram concentracdes de colifagos
somaticos variando entre 10° e 10° UFP.g.ST-'em lodo aerébio.

No LLF, obteve-se uma detec¢do média de 3,23x103 (+2,63%103)
UFP.g. e concentragdes que variaram entre 2,00x102 e 7,55x103 UFP.g-
!, Figura 22. Mandilara et al. (2006) também registraram concentra¢des
de colifagos somaticos no lodo de esgoto variando entre 10% e 10° UFP.g-
1

Figura 22. Quantificacdo de colifagos somaticos no lodo RBS e LLF.
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Para o lodo RBS, ndo foram observadas correlagdes
significativas entre os parametros analisados e as concentracBes de
colifagos somaticos (Tabela 6).

No LLF, foi possivel observar uma correlacdo positiva
significativa (R2=0,63) com as temperaturas (p>0,05), indicando que o
aumento desta influenciou no aumento da concentragdo do bacteriéfago,
uma vez que em temperaturas superiores a 30°C, encontra-se uma maior
diversidade microbiana no LLF, propiciando deste modo, uma maior
replicacdo devido ao aumento da concentracdo da bactéria hospedeira
(PUSSAYANAVIN et al., 2014).



55

Tabela 6. Correlacéo de Pearson entre as concentragdes de colifagos somaticos
e parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do lodo RBS e

LLF.

Parametros Rl 'ie n_ga Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%0) ndo (p>0,05)| -0,03
Lodo RBS Teorde STV (%) nao (p>0,05) 0,21
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,00
Precipitacdo pluviométrica (mm)|ndo (p>0,05)| -0,20
pH ndo (p>0,05) 0,13
Parametros i rjen_(;a Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,21
LLF Teor de STV (%) ndo (p>0,05)|  -0.35
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,63
pH ndo (p>0,05) 0,39

Com relacdo fagos RNA macho-especifico, no lodo RBS,

obteve-se uma deteccdo média de 8,00x10° (+1,22x10%) UFP.g'e
concentragdes que variaram entre 6,00x10 e 3,74x10* UFP.g! na Figura
23. Mcminn, Ashbolt e Korajkic (2017), também detectaram
concentracdes variando entre 10% e 10° UFP.g*em lodos de esgoto ndo
tratados.

Para o LLF, a quantificacdo de fagos RNA macho-especifico
resultou em uma deteccdo média de 6,49x10% (+1,40x10%) UFP.g'e
concentracBes que variaram entre 2,00x102 e 4,36x10* UFP.g?, Figura
23. Esta concentragdo registrada ficou abaixo do registrado por Mandilara
etal. (2006), os quais visualizaram concentragdes de 10° UFP.g*em lodos
de esgoto.
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Figura 23. Quantificacdo de fagos RNA macho-especifico no lodo RBS e LLF.
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Assim como observado com os colifagos somaticos, os fagos
RNA macho-especifico ndo apresentaram correlagdes significativas com
0s parametros avaliados, Tabela 7, confirmando o fato de serem
resistentes as condi¢bes adversas ocorridas no ambiente, sendo
considerado desta forma um bom bioindicador (MATTLE; VIONE;
KOHN, 2014).

A partir da Figura 23 foi possivel observar variagdes da
concentracdo do bacteriéfago ao longo do monitoramento, podendo estar
intimamente relacionada & concentragdo e também variagéo ocorridas na
bactéria hospedeira (Salmonella spp.), indicando que os fagos RNA
macho-especifico podem reduzir a concentracdo da hospedeira, uma vez
gue estudos recentes vém utilizando este mecanismo para redugdo de
Salmonella em diversas matrizes, assim como o crescimento da bactéria
influéncia no aumento da replicacdo produzindo novos virions
(PEREIRA et al., 2016; GRANT et al., 2017).

Observa-se ainda a partir da Figura 23 que as variagGes das
concentracfes dos fagos RNA tiveram 0 mesmo padrdo nos dois lodos,
evidenciando o padrdo de excrecdo dos mesmos e das bactérias
hospedeiras pelas pessoas ao longo do ano. Este fato corrobora para o uso
de bacteri6fagos como indicadores virais de contaminacdo fecal.
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Tabela 7. Correlagdo de Pearson entre as concentracdes de fagos RNA macho-
especifico e parametros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do
lodo RBSe LLF.

Parametros Rl 'ie n_ga Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%0) ndo (p>0,05) 0,30
Lodo RBS Teorde STV (%) nao (p>0,05) 0,00
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,13
Precipitacdo pluviométrica (mm)|ndo (p>0,05)| -0,29
pH ndo (p>0,05)| -0,02
Parametros i rjen_(;a Valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,06
LLF Teor de STV (%) ndo (p>0,05)|  -0,01
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,05
pH ndo (p>0,05) -0,04

Com relagdo aos HAdV, no lodo RBS, obteve-se uma detec¢éo
média de 2,55x10* (£6,00x10%) UFP.g* e concentracfes que variaram
entre 1,64x10% e 7,65x10* UFP.gX. Nos meses de mai/16, jun/16, set/16
e nov/16, ndo foram detectados HAdV infeciosos, uma vez que a
concentracdo ficou abaixo do limite de deteccdo da técnica (102 UFP),
como mostrado na Figura 24.

Para 0 LLF, registrou-se uma deteccdo média de 5,98x10*
(£6,01x10%) UFP.g* e concentracdes variando entre 1,64x10% 1,78x10°
UFP.g?, Figura 24. Dong, Kim e Lewis (2010) encontraram
concentragdes similares de HAdV, as quais variavam entre 10% e 10°

UFP.g™
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Figura 24. Quantificacdo de HAdV no lodo RBS e LLF durante o periodo de
monitoramento dos sistemas.
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Diante disso, a partir dos resultados obtidos, ndo foram
encontradas correlac@es significativas entre as concentrages de HAdV
infecciosos e os parametros avaliados, Tabela 8. Os adenovirus sdo um
virus ndo envelopado e possuem genoma DNA dupla-fita, utilizando a
maquinaria da célula hospedeira para o seu reparo, e ele também possui a
capacidade de agregacdo a particulas em suspensao e também entre si, 0
gue acarreta em prote¢do contra os fatores externos (GERBA; GRAMOS;

NWACHUKU, 2002; FONG; LIPP, 2005; CARRATALA et al., 2013).

Tabela 8. Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de HAdV infecciosos e
parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do lodo RBS e
LLF.

Parametros Dife r’en_ga Valor de R?
estatistica
Teor de ST (%0) nao (p>0,05) 0,39
Lodo RBS Teor de STV (%) nao (p>0,05) -0,38
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,25
Precipitacao pluviométrica (mm) [ ndo (p>0,05) -0,32
pH ndo (p>0,05) 0,02
Parametros Dife r’en_ga Valor de R?
estatistica
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,03
LLF Teor de STV (%) ndo (p>0,05)|  -0,09
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,01
pH ndo (p>0,05)] -0,14
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Quanto aos ovos de Ascaris lumbricoides, no lodo RBS, obteve-se
uma deteccdo média de 1,07x10° (+4,12x10%) Ovo.g™, variando entre
5,52x10% e 1,87x10°Ovo.g™. Para o LLF, obteve-se uma detec¢cdo média
de 1,07x10° (+4,12x10%) Ovo.g?, variando entre 5,52x10% e 1,87x10°
Ovo/g Figura 25. Estes resultados vdo ao encontro do registrado por
Tonani et al. (2010), os quais registraram em Ribeirdo Preto-SP (Brasil),
uma concentragdo de 4,50x10° Ovo.g™* em um lodo tratado em reator
bioldgico. No mesmo estudo, ainda se relata para o esgoto ndo tratado,
uma concentracéo de 6,17x10% Ovo.g™.

Figura 25. Quantificacdo de ovos de Ascaris lumbricoides no lodo RBS e LLF
durante o periodo de monitoramento dos sistemas.
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Apos as quantificagcdes de ovos de Ascaris lumbricoides no lodo
RBS e LLF, foram realizadas andlises e comparacfes entre as
concentracdes do patégeno encontrado e os pardmetros fisico-quimicos,
ndo sendo encontradas correlagdes significativas, como apresentado na
Tabela 9.
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Tabela 9. Correlagdo de Pearson entre as concentragBes de ovos de Ascaris
lumbricoides e parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento
do lodo RBS e LLF.

Parametros Dife renca valor de R2
estatistica
Teor de ST (%) nao (p>0,05) -0,13
Lodo RBS Teor de STV (%) ndo (p>0,05)| -0,30
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,34
Precipitacdo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) 0,00
pH ndo (p>0,05)] -0,04
Parametros 2lis r,en_ga Valor de R?
estatistica
Teor de ST (%0) ndo (p>0,05)| -0,27
LLF Teorde STV (%) nao (p>0,05) 0,19
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,00
pH ndo (p>0,05)] -0,13

4.2.4 Desaguamento de lodo e remocé&o de patégenos no WCL em
operacéao

4.2.4.1 Desaguamento do lodo

O LP é um dos subprodutos gerados nos WCL, ap6s a alimentagao
do sistema com o lodo. Apds a alimentacdo ocorre o desaguamento
devido a percolacdo da fracdo liquida no material filtrante presente no
WCL, sendo esta coletada por uma tubulagdo assentada na base do
sistema e armazenada em reservatdrio, Tabela 10. O LP permanece neste
reservatério até alcancar o nivel do acionamento da bomba de
recirculacdo, sendo entdo recalcado para a ETE.

O volume de LP gerado diariamente no WCL foi de
aproximadamente 13,32 m3, Tabela 10. Por meio do balanco hidrico foi
possivel determinar o volume médio de LP perdido pelo processo de
evapotranspiracao e retido no leito do filtro, sendo este de 60% em média.

A precipitacdo pluviométrica também afeta a dindmica de
desaguamento do lodo, sendo observado um volume de chuva de 2,38 m3
durante o periodo de monitoramento. PAde-se observar um volume que
variou entre 37,20 mm (jun/16) e 431,20 mm (dez/16) (Figura 26).
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Cabe ressaltar que os valores aqui apresentados sdo uma
estimativa, tendo em vista que a dinamica de desaguamento de lodo varia
bastante em fungéo da temperatura e do nivel de colmatacéo do filtro.
Figura 26. Dados da precipita¢do pluviométrica acumulada mensalmente durante
o0 periodo de monitoramento dos sistemas.
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Tabela 10. Dimensdes do tanque de armazenamento do LP e média diéria do
volume de liquido percolado produzido.

Diametro do poco (m) 1,00

Altura do poco (m) 2,00

Volume de recalque (m?) 1,57
Tempo de funcionamento da bomba (min) 45
n° de acionamentos por dia 10

Vazdo da bomba (m#/h) 2,00

\olume médio circulado por dia (m?) 13,32




Tabela 11. Caracterizagdo dos sdlidos do LP e o lodo de alimentag&o.
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Amostras (n=9) Dados

Parametros fisico-quimicos

oH ST | ST | STV | STF

(mg.LH| (%) | (%) | (%)

Lodo de alimentagio Média | 681 | 9498 | 1 33 67
DP_ | 026 | 8%84 | 1 10 10

Lp Média | 712 | 279 - 85 15

DP_| 058 | 252 - 13 13

Na Tabela 11 estdo dispostos os resultados obtidos referentes
aos parametros fisico-quimicos realizados para o LP (saida), bem como
para o lodo de alimentacdo (entrada — média ponderada entre o lodo

RBS e LLF).

Quanto ao pH encontrado no LP, pode-se observar que ele se
manteve na faixa da neutralidade (7,12+0,58) assim como o lodo de

alimentacdo (6,81+0,26).

O LP apresentou em média 279 mg.L* (252 mg.L?), com
valores variando entre 53 mg.L* e 610 mg.Lde ST, sendo inferior ao
registrado no lodo de alimentagdo, 9498 mg.L* (+8984 mg.L!), tendo
se observado uma remocédo de ST de até 97%.

4.2.4.2 Reducao de microrganismos patogénicos

A fim de se avaliar a eficiéncia da remocdo dos biomarcadores
utilizados neste estudo e tratados no WCL, realizou-se uma comparagdo
entre o lodo de alimentacédo e o LP.

Reducéo de Salmonella spp.

No LP, obteve-se uma deteccdo média de 4,45x102 (£1,24x10%)
NMP.mL-1, variando entre 3,12x102 e 3,73x103 NMP.mL1. Para o lodo
de alimentacdo, registrou-se uma quantificagdo média de 3,62x103
NMP.g%, com variacdes entre 2,09 e 3,24x103 NMP.g, como mostrado
na Figura 27. Deste modo, ocorreu a reducéo de 0,74logio de Salmonella

spp. no LP.
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Figura 27. Quantificacdo de Salmonella spp. no LP e lodo de alimentacéo
durante o periodo de monitoramento do sistema.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram encontradas correlagdes
significativas entre as concentracdes de Salmonella spp. e 0s parametros
fisico-quimicos, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12. Correlacdo de Pearson entre as concentragdes de Salmonella spp. e
parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do lodo RBS.

Parametros Diferenca estatistica |Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) -0,20
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,19
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,07
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) 0,00
pH ndo (p>0,05) 0,08

Reducdo de E. coli

No LP, foi detectado em média de 1,31x10° (+3,19x10% UFC.mL"
!, variando entre 1,00x102 e 9,20x10% UFC.mL™.

Para o lodo de alimentacéo, registrou-se uma concentracdo média
de 3,53x10° UFC.g%, variando entre 5,33x10% e 7,07x10* UFC.g™%, como
mostrado na Figura 28, sendo registrada uma redugdo de 1,13logio de E.
coli. Uggetti et al. (2012), sob condig¢des experimentais de tratamento de
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lodo em WC, obteve a reducdo de 0,66log10 de E. coli em trés meses de
tratamento.

Figura 28. Quantificacdo de E. coli no LP e lodo de alimentacdo durante o
periodo de monitoramento do sistema.
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N&o foram encontradas correlagdes significativas entre as
concentragcBes da bactéria no LP e os parametros fisico-quimicos
analisados, como apresentado na Tabela 13.

Tabela 13. Correlagdo de Pearson entre as concentragfes de E.coli e parametros
fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do lodo LP.

Parametros Diferenca estatistica (Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,27
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,31
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,01
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) 0,05
pH ndo (p>0,05) -0,04

Reducao de colifagos somaticos e fagos RNA macho-especificos

No LP, foi detectado em média de 1,55x10% (+2,26x10%) UFP.mL-
! variando entre 1,00x10? e 5,70x10° UFP.mL"1. Nos meses de ago/16,
set/16 e jan/17, as deteccBes ndo puderam ser realizadas, uma vez que a
concentragdo de colifagos somaticos ficou abaixo do limite de deteccdo
da técnica (10 UFP.mL™1).
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Para o lodo de alimentacdo, registrou-se uma concentracdo média
de 1,13x10* (x1,22x10%) UFP.g?, variando entre 2,00x10% e 3,04x10*
UFC.g%, como mostrado na Figura 29, sendo registrado deste modo, a
reducgdo de 0,79log1o de colifagos somaticos

Figura 29 Quantificacdo de colifagos sométicos no LP e lodo de alimentacéo
durante o periodo de monitoramento do sistema.
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Registrou-se uma correlagdo positiva significativa (R2=0,43)
entre os colifagos somaticos e a temperatura (p>0,05), Tabela 14,
indicando que o aumento das temperaturas influenciou no aumento da
concentracdo do bacteriéfago, isto pode estar relacionado ao fato de
temperaturas superiores a 30°C influenciarem no crescimento da
comunidade microbiana, promovendo deste modo o crescimento de
bactérias hospedeiras aumentando a taxa de replicacdo do bacteriéfago
(PUSSAYANAVIN et al., 2014).

Outra correlacdo positiva significativa (R2=0,67) foi encontrada
entre as concentracdes de colifagos somaticos e a precipitacdo
pluviométrica acumulada, onde o aumento do volume de precipitacdo
influenciou no aumento da concentracdo de colifagos somaticos no LP,
mesmo promovendo a diluicdo do efluente. Isto pode se dar ao fato de a
precipitacdo auxiliar no processo de lixiviagdo, carregando o bacteriéfago
pelo material filtrante do sistema.
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Tabela 14. Correlacéo de Pearson entre as concentracdes de colifagos sométicos
e parametros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do LP.

Parametros Diferenca estatistica |Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,19
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,11
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,43
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) 0,67
pH ndo (p>0,05) 0,09

Quanto aos fagos RNA f-especificos, no LP, obteve-se uma
deteccdo média de 6,30x10° (+7,87x10%) UFP.mL* e concentracdes que
variaram entre 1,00x10 e 1,90x10* UFP.mL?. Para o lodo de
alimentacdo, registrou-se uma concentracdo média de 3,62x103
(£6,04x10%) UFP.mL, variando entre 3,48x10%e 1,94x10%) UFP.mL?,
como mostrado na Figura 30. Diante destes resultados, obteve-se uma
reducdo de 1,02log1o de fagos RNA macho-especifico.

Observa-se que o comportamento dos dois bacteriéfagos foi
semelhante no sistema, com redugdes proximas (0,79 e 1,02 unidades
logaritmicas).

Figura 30. Quantificagdo de fagos RNA macho-especifico no LP e lodo de
alimentagdo durante o periodo de monitoramento do sistema.
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Nédo foram observadas correlacdes significativas entre o0s
parametros analisados e as concentracbes de fagos RNA macho-
especifico no LP, Tabela 15.

Tabela 15. Correlagdo de Pearson entre as concentracfes de fagos RNA macho-
especifico e parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do
LP.

Parametros Diferenca estatistica [Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,11
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,33
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,23
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) 0,01
pH ndo (p>0,05) -0,03

Reducédo de HAdV infecciosos

No LP, obteve-se uma deteccdo média de 3,66x10° (+4,87x10°)
UFP.mL e concentragdes que variaram entre 2,19x10* e 1,20x10°
UFP.mL. Nos meses de jul/16 e nov/16, ndo foram detectados HAdV
infeciosos, uma vez que a concentragcdo permaneceu abaixo do limite de
deteccdo da técnica (102 UFP.mL™1).

Para o lodo de alimentag&o, registrou-se uma concentracdo média
de 5,26x10% (+4,86x10%) UFP.mL, variando entre 1,64x10%e 1,78x10°)
UFP.mL, como mostrado na Figura 31. Diante destes resultados,
obteve-se uma redugdo de 1,18logio de HAdV infecciosos.

Figura 31. Quantificacdo de HAdV infecciosos no LP e lodo de alimentacéo
durante o periodo de monitoramento do sistema.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram encontradas correlagdes
significativas entre os parametros analisados e as concentragfes de HAdV
infecciosos no LP, Tabela 16, indo ao encontro ao ja relatado na literatura
guanto a pouca influéncia de fatores ambientais, como alteracfes de
temperatura e pH, na estabilidade dos HAdV, devido a auséncia de
envelope lipoproteico (GERBA; GRAMOS; NWACHUKU, 2002;
FONG; LIPP, 2005; CARRATALA et al., 2013).

Tabela 16. Correlagéo de Pearson entre as concentragdes de HAdV infecciosos
e parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do LP.

Parametros Diferenca estatistica (Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,37
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,23
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,05
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) -0,01
pH ndo (p>0,05) 0,00

Os HAdV sdo amplamente utilizados como modelos de virus
entéricos como biomarcadores de contaminacdo fecal em diferentes
matrizes ambientais, isto devido as suas caracteristicas de resisténcia
frente as condicGes adversas e alteracfes de parametros fisico-quimicos,
evidenciados também por este estudo (FONGARO et al., 2016; ZHU et
al., 2018). Todavia, os bacteri6fagos tém se mostrado bons substitutos
destes virus, uma vez que também sdo considerados bons biomarcadores
por terem caracteristicas similares aos virus entéricos, incluindo os HAdV
(MATTLE; VIONE; KOHN, 2014; MAGRI et al., 2015). Ainda neste
sentido, as técnicas de quantificacdo de HAdV sdo mais dispendiosas e
laboriosas quando comparadas as quantificagfes dos bacteriéfagos.

Neste estudo, foi possivel observar a semelhanca no
comportamento entre os HAdV e os bacteriofagos (p>0,05), embora as
concentragbes de HAdV fossem sempre superiores aos colifagos
somaticos e fagos RNA macho-especifico, 0 comportamento apresentado
entre eles foi semelhante durante todo o monitoramento do sistema. Com
relagdo a remocdo, HAdV e fagos RNA macho-especifico foram
semelhantes, com cerca de 1,02logio, enquanto os colifagos somaticos
apresentaram uma menor reducdo (0,79log10). Diante destes resultados,
podemos aqui sugerir que os bacteriéfagos tém potencial para ser
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indicados como substitutos dos HAdV em avaliacBes de sistemas de
tratamento, sendo que os fagos RNA macho-especifico apresentaram a
maior semelhanga em termos de comportamento e remocao.

Reducéo de ovos de Ascaris lumbricoides

Obteve-se uma deteccdo média no LP de 7,89%10 (+6,40%10)
ovo.mL?, variando entre 2,63x10 e 2,10x10? ovos.mL™. Para o lodo de
alimentacdo, registrou-se uma concentracdo média de 1,02x103
(%£3,92x10%) ovos.g™t, com variagdes entre 4,47x10? e 1,76x10° ovos.g™?,
como mostrado na Figura 32.

Diante destes resultados, obteve-se uma reducdo de 0,58logio de
ovos de Ascaris lumbricoides, referente a contagem total, uma vez que
nao foi possivel classifica-los em ovos viaveis, férteis e inférteis.

Figura 32. Quantificacdo de ovos de Ascaris lumbricoides no LP e lodo de
alimentagdo durante o periodo de monitoramento do sistema.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram encontradas
correlacdes significativas entre os parametros analisados e a concentracao
de ovos de Ascaris lumbricoides no LP, dispostos na Tabela 17. Estes
resultados confirmam o relatado na literatura, onde os ovos do género
Ascaris sao considerados bons marcadores de contaminagao fecal devido
a sua resisténcia contra fatores de inativacdo, uma vez que sua estrutura é
composta por trés membranas (lipidica, quitinosa e proteica), formando
deste modo uma barreira contra os agentes de inativacdo (CAPIZZI;
SCHWARTZBROD, 2001; USEPA 2003).
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Tabela 17. Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de ovos de Ascaris
lumbricoides e parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento
do LP.

Parametros Diferenca estatistica (Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) -0,22
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,09
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,02
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) 0,13
pH ndo (p>0,05) 0,00

5.2.5 Caracterizagdo do lodo acumulado do WCL em operagéo
5.2.5.1 Caracterizacao fisico-quimica

Na Tabela 18 estdo dispostos os resultados obtidos referentes
aos parametros fisico-quimicos realizados para o lodo acumulado,

presente no filtro WCL.

Tabela 18. Caracterizacdo fisico-quimica do lodo acumulado do filtro WCL.

Dados Parametros fisico-quimicos
ST ST STV P-PO, N-NH,
pH (0/) -1 -1 -1 -1
0) 1(9-kg™) | (@-kg™) | (mg.kg™) | (mg.kg™)
Média | 6,99 26 258 54 62 680
DP 0,22 2 131 26 69 252

Quanto ao pH encontrado no filtro WCL pode-se observar um pH
médio de 6,99 (+0,22), variando entre 6,14 e 7,62.

A concentragdo de ST no lodo acumulado apresentou em média
258 g.kg? (131 g.kg?). Para os STV, registrou-se uma concentragéo
média de 54 g.kg* (26 g.kg™).

A fim de se determinar o grau de mineralizagdo dos sélidos
presentes no lodo acumulado, realizou-se a relagdo STV:ST, obtendo
como resultado 0,20, o que o caracteriza como lodo com baixa
estabilidade em termos das fragGes orgénicas. Esta condicéo é condizente
com a fase operacional do WCL, o qual recebe lodo fresco quase
diariamente.
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Ndo foram encontradas correlagbes significativas entre as
variaveis de precipitacdo e temperatura, € a concentracdo de sélidos no
lodo (Tabela 19).

Tabela 19. Correlacdo de Pearson entre os teores de ST e SV, bem como para os
pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do filtro WCL 2.

Teor de ST (%) Teor de STV (%)
Parametros Dife r’e nca Valor de | Dife r'e nca Valor de
estatistica R2 estatistica R?
Precipitagdo pluviométrica (mm) | néo (p>0,05) 0,01 nao (p>0,05)| 0,29
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,07 nao (p>0,05)| 0,07

Para o0 material nitrogenado, verificou-se uma concentracéo de 680
mg.kg? (£252) presente no lodo acumulado, variando entre 175 e 331
mg.kg?!. Quanto ao fésforo-ortofosfato, registrou-se uma concentragdo
média de 62 (£69) mg.kg*.

4.2.5.2 Caracterizacéo microbiolégica

No lodo acumulado, obteve-se uma deteccdo média de Salmonella
de 2,10x10 (#2,17x10) NMP.g.ST, variando entre 1,56 e 5,55x10
NMP.g* (Figura 33).

Figura 33. Quantificacdo de Salmonella spp. no lodo acumulado do filtro WCL
durante o periodo de monitoramento do sistema.
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Pode-se observar na Figura 33 a ocorréncia de crescimento da
Salmonella spp. nos primeiros cinco meses de monitoramento, seguindo
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por um decaimento linear (janeiro, fevereiro e marco de 2017). O
decaimento observado pode ter sido uma variagdo de amostragem, tendo
em vista o tamanho do sistema, ou ainda um decaimento verdadeiro
ocorrido pelo aumento da competicdo por nutrientes no sistema, bem
como predacdo por outros microrganismos (MANDI et al., 1993;
(KARIM; GLENN; GERBA, 2008), ou ainda fatores fisico-quimicos que
n&do puderam ser identificados.

Entre as concentracdes de Salmonella spp. e os parametros fisico-
guimicos monitorados, ndo foram encontradas correlagdes significativas,
como apresentado na Tabela 20.

Tabela 20. Correlacdo de Pearson entre as concentragdes de Salmonella spp. e
parametros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado no filtro WCL.

Parametros Diferenca estatistica |Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) -0,22
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,10
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,26
Precipitacdo pluviométrica (mm) ndo (p>0,05) -0,02
pH nio (p>0,05) 0,01

Com relagdo a E.coli, obteve-se uma deteccdo média de 8,72x10°
(+2,30x108) UFC.g.ST", variando entre 2,05x10* e 7,00x108 UFC.g.ST-
! no lodo acumulado do filtro WCL Figura 34.

Figura 34. Quantificacdo de E. coli no lodo acumulado do filtro WCL durante o
periodo de monitoramento.
1.04610°

1.09610 ° 4

1.0910%7

UFC.g.sT!

1.09¢10 24

1.03¢10°-

© A A
O 5 o\go & O 4\\) A
&'b N 'zf” 2 (\e .\@ @ é‘(b . \Q



73

Da mesma forma como detectado para a bactéria Salmonella spp.,
ndo foram encontradas correlacBes significativas entre E.coli e o0s
parametros fisico-quimicos avaliados, como apresentado na Tabela 21.

Tabela 21 Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de E. coli e pardmetros
fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo acumulado do filtro
WCL.

Parametros Diferenca estatistica [Valor de R?2
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) 0,04
Teor de STV (%) ndo (p>0,05) 0,09
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,17
Precipitacdo pluviométrica (mm) ndo (p>0,05) -0,01
pH ndo (p>0,05) 0,00

Com relagdo a colifagos somaticos, obteve-se uma deteccdo
média de 3,16x10* (*4,12x10%) UFP.g.ST! variando entre 2,29x10° e
1,31x10° UFP.g.ST™ no lodo acumulado do sistema Figura 35.

Os resultados das quantificacdes foram superiores ao relatado
por Ulrich et al. (2005), os quais registraram uma concentracdo média de
colifagos sométicos de 2,60x10* UFP.g ™.

Figura 35. Quantificagdo de colifagos sométicos no lodo acumulado do filtro
WCL durante o periodo de monitoramento.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre os parametros fisico-quimicos, como
mostra a Tabela 22.
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Tabela 22. Correlacéo de Pearson entre as concentracdes de colifagos sométicos
e pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado do filtro WCL.

Parametros Diferenca estatistica |Valor de R2
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) -0,19
Teor de STV (%) nao (p>0,05) -0,10
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,08
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) 0,00
pH nio (p>0,05) -0,02

Com concentragdes um pouco inferiores aos colifagos somaticos,
obteve-se uma média de 3,53x10* (+5,36x10%) UFP.g.ST, variando
entre 1,30x10% e 1,65x10° UFP.g.ST! para os fagos RNA macho-
especifico no lodo acumulado. Figura 36.

Figura 36. Quantificacdo de fagos RNA macho-especifico no lodo acumulado
do filtro WCL.
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Entre os fagos RNA macho-especifico e os parametros fisico-
guimicos também ndo foram encontradas correlagdes significativas entre
as variaveis fisico-quimicas monitoradas, como disposto na Tabela 23.
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Tabela 23. Correlag&o de Pearson entre as concentracdes de fagos RNA macho-
especifico e parametros fisico-quimicos avaliados durante 0 monitoramento do
lodo acumulado do filtro WCL.

Parédmetros Diferenca estatistica [Valor de R2
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) 0,01
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,00
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,08
Precipitacdo pluviométrica (mm) ndo (p>0,05) 0,05
pH ndo (p>0,05) -0,32

Com relacdo ao monitoramento de virus entéricos realizado,
obteve-se uma deteccdo média de 3,56x10° (+3,64x10°%) UFP.g.STY,
variando entre 5,31x10% e 1,11x10® UFP.g.ST* no lodo acumulado
Figura 37.

Figura 37. Quantificacdo de HAdV no lodo acumulado do filtro WCL durante o
periodo de monitoramento dos sistemas.
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Semelhante ao detectado para os outros virus (bacteri6fagos),
ndo foram encontradas correlagdes significativas entre as concentragdes

de HAdV e os parametros fisico-quimicos monitorados, como
apresentado na Tabela 24.
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Tabela 24. Correlagéo de Pearson entre as concentra¢des de HAdV infecciosos

e pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado do filtro WCL.

Parametros Diferenca estatistica |Valor de R2
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) -0,33
Teor de STV (%) nao (p>0,05) -0,23
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,09
Precipitacdo pluviométrica (mm) nao (p>0,05) -0,08
pH nio (p>0,05) 0,00

Com relagdo ao monitoramento de ovos de Ascaris lumbricoides,
obteve-se uma deteccdo média de 3,25x10% (*1,24x10%) ovo.g.STY,
variando entre 1,15x10° e 6,90x10° ov0.g.ST* no lodo acumulado
Figura 38.

Figura 38. Quantificagdo de ovos de Ascaris lumbricoides no lodo acumulado do
filtro WCL e lodo de alimentacéo.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram observadas
correlagbes significativas entre os ovos de Ascaris lumbricoides e
parametros fisico-quimicos, Tabela 25.
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Tabela 25. Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de ovos vidveis de
Ascaris lumbricoides e pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o
monitoramento do lodo acumulado do filtro WCL.

Parametros Diferenca estatistica |Valor de R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,21
Teor de STV (%) ndo (p>0,05) 0,11
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) -0,09
Precipitacéo pluviométrica (mm) ndo (p>0,05) 0,39
pH nio (p>0,05) -0,38

PAde-se observar por meio do monitoramento microbioldgico,
gue o comportamento dos patdgenos e bioindicadores foram semelhantes
em termos de estabilidade ao longo do periodo, o que era esperado, tendo
em vista o constante recebimento de lodo fresco no sistema, que se
encontra em operagdo. As condi¢cBes de baixa estabilidade e baixa
secagem do lodo, como descrito no Item 4.2.5.1, ndo sdo propicias para
inativacdo de microorganismos patogénicos.

Observa-se também, além do comportamento semelhante, as
concentracBes semelhantes entre os bacteriéfagos e os virus entéricos
avaliados, adenovirus, o que reitera 0 uso dos primeiros como bons
indicadores da presenca e persisténcia dos virus entéricos no sistema.
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4.3 Filtro WCL 1 em etapa de repouso

O filtro WCL1 foi alimentado durante 10 anos, com algumas
interrupces, entrando na etapa de repouso em fevereiro de 2016.

Para o perfil superficial, as coletas em mar/17 e jun/17 ndo foram
realizadas devido ao alto indice de precipitagdo pluviométrica.

4.3.1 Caracterizaco fisico-quimica do lodo acumulado
Na Tabela 26 estdo dispostos os resultados obtidos referentes
aos parametros fisico-quimicos realizados para o lodo acumulado,

presente no filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Tabela 26. Caracterizagdo fisico-quimica do lodo acumulado do filtro WCL 1.

Amostras (n=9) Dados Parametros fisico-quimicos
ST ST | STV | P-PO, | N-NH,
pH 0/ -1 o/ -1 -1
(%) |(9-kg?) | (*0) |[(mg.kg™ | (mg.kg™
. Média | 7,08 17 168 33 63 419
WCL 1 Superficial DP 057 6 55 9 > 227
Média | 6,95 17 167 32 77 740
WCL 1 Profundo ™= 071056 T 6 | 55 | 12 | 48 219

A partir dos resultados obtidos, o lodo acumulado do perfil
superficial é levemente mais basico (7,08+0,57) quando comparado ao
lodo do perfil profundo (6,95+0,56). Deste modo, entre os perfis foi
possivel observar uma correlagcdo positiva significativa (R2=0,98),
indicando que o aumento do pH do perfil superficial, influencia no
aumento do pH do perfil profundo, o que reitera a mudanga gradual que
ocorre verticalmente de acordo com a idade do lodo.

No perfil superficial (p<0,05), detectou-se um teor médio de ST de
168 g.kg* (£55 g.kg?), variando entre 65 e 286 g.kg'. Para o perfil
profundo (p<0,05), p6de-se observar também uma concentracdo média de
167 g.kg* (55 g.kgt), com variacdes entre 84 e 284 g.kg™. Os perfis
apresentaram também semelhanca quanto aos percentuais de ST de 17%
(p<0,05). Este percentual de ST pode ser considerado baixo se
considerarmos o elevado percentual de secagem dos WCL. Outros
trabalhos com periodos de repouso semelhantes atingiram percentuais em
torno de 60% de ST, como descrito em Kafer (2015) e Magri et al. (2016),
observando-se que nos trabalhos citados as condi¢Ges climaticas eram
muito semelhantes, no entanto as taxas de aplicacdo de s6lidos eram mais
elevadas e os sistemas de menor escala. Supfe-se que as condigdes dos
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trabalhos citados eram mais desfavoraveis ao desaguamento, no entanto,
a secagem de lodo alcangada foi bem superior. Uma diferenga importante
gue deve ser apontada, e que pode ter sido um importante fator, foram as
taxas hidraulicas e o regime de alimentacdo dos sistemas. No sistema em
estudo as rotinas de alimentacdo ocorriam no minimo durante 5 dias por
semana consecutivos, em média 3 vezes ao dia, enquanto nos sistemas
descritos por Kafer e Magri, a alimentacdo ocorria 1 dia por semana 1 vez
ao dia, com seis dias de repouso. Reitera-se que a rotina operacional
realizada pelos autores é recomendada na bibliografia especializada
(KOOTTATEP, 2005; NIELSEN et al., 2005; UGGETI et al., 2009).

Com relagdo ao teor de STV, para o perfil superficial (p<0,05)
registrou-se um teor médio de 33% (£9%), o qual variou entre 21 e 47%.
No perfil profundo, registrou-se um teor médio de 32% (+£12%), variando
entre 16 e 52%, sendo o0 maior teor registrado nos meses de mai/16 e
jul/1é.

A fim de se determinar a estabilizacdo dos solidos presentes no
lodo acumulado do filtro WCL 1 para o perfil superficial e perfil
profundo, realizou-se a relagdo STV:ST obtendo como resultado uma
relacdo média de 0,31 e 0,32, respectivamente, estando em conformidade
com a resolugdo n® 375/2006 do CONAMA, sendo apto para 0 reuso em
termos de estabilidade.

Nédo foram encontradas correlagbes significativas entre 0s
percentuais de ST e STV e os pardmetros ambientais monitorados,
indicando que as variagdes observadas ndo ocorreram em decorréncia da
influéncia dos mesmos, como mostrado na Tabela 27.

Comparando-se o lodo acumulado do WCL 1 (em repouso) e do
WCL em operagdo (Item 4.2.5.1), pode-se observar a importancia da fase
de repouso no processo de estabilizagéo das fragdes organicas do lodo, as
quais sofreram reducdo. No entanto, como ja mencionado, a secagem do
lodo com a redugdo de ST ndo apresentou melhoras quando comparado
ao sistema em operacéao.
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Tabela 27. Correlacéo de Pearson entre os teores de ST e STV, bem como para
0s parametros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do filtro WCL
1 para os perfis superficial e profundo.

Teor de ST (%) Teorde STV (%)
A Diferenca  |Valorde| Diferenga [Valorde
Parametros - P
estatistica R2 estatistica R?
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) -0,21 |néo (p>0,05) -0,29
Supe rficial Teor de STV (%) néo (p>0,05) -0,19 |ndo (p>0,05) -0,11
Precipitacéo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) -0,18 |ndo (p>0,05)| -0,04
pH ndo (p>0,05) 0,00 |ndo (p>0,05)| 0,01
Teor de ST (%) néo (p>0,05) -0,12 |néo (p>0,05) -0,25
Profundo _ _Teor de S_TV (°/<_n) ndo (p>0,05) -0,05 |ndo (p>0,05)| -0,19
Precipitacéo pluviométrica (mm) | néo (p>0,05) -0,39 |ndo (p>0,05)| 0,29
pH ndo (p>0,05) 0,01 |ndo (p>0,05)| 0,00

Com relagdo a matéria nitrogenada, registrou-se uma concentragéo
média de 419 (+227) mg.kg™ para o perfil superficial, variando entre 208
e 680 mg.kg™. No perfil profundo, registrou-se uma concentragcdo média
de 740 (+219) mg.kg™, com variacdo entre 383 e 946 mg.kg. Observa-
se que as transformacBes do nitrogénio amoniacal elevam as fracdes,
principalmente de nitratos, em funcéo da nitrificacdo. Observa-se também
que as plantas assimilam este nitrogénio para seu crescimento e
desenvolvimento, regulando a concentracdo deste nutriente em WC
(KUMAR et al., 2014; DU; SHI; MA, 2015).

Para o fosforo-ortofosfato obteve-se uma concentragdo média de
63 mg.kg? (£25) para o perfil superficial, variando entre 38 e 96 mg.kg-
1. No perfil profundo, observou-se uma concentracdo média de 77 mg.kg-
! (£48), a qual variou entre 19 e 140 mg.kg™. Diversos autores relatam a
absorcdo do fdsforo pelos tecidos das macrofitas, nutriente importante
para o crescimento e maturagdo das plantas por participar dos processos
de fotossintese, assim como parte dele permanece retida na camada
saturada do WC, aumentando o valor nutricional do lodo acumulado para
ser utilizado como fertilizante (GAGNON et al., 2013; KANG et al.,
2017; LIMA et al., 2018).
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4.3.2 Caracterizacdo microbiolédgica do lodo acumulado no WCL 1

Registrou-se uma concentracdo média de Salmonella de 2,95x10
(#6,33%10) NMP.gST-, variando entre 1,94 e 1,73x102 NMP.g.ST™ no
perfil superficial. Para o perfil profundo se obteve uma média de 5,63x10
(£6,82x10) NMP.g.ST, variando entre 2,15 e 2,35x10 NMP.g.ST?,
como mostrado na Figura 39. As concentracfes médias entre os perfis
foram similares entre si (p<0,05).

Nao existem dados de caracterizacdo do lodo que foi utilizado na
alimentacdo deste sistema ao longo dos anos, no entanto, tendo como
referéncia as caracteristicas do lodo de alimentacdo gerado atualmente na
estacdo, e monitorado neste trabalho (Item 4.2.3), pode-se especular, para
o perfil superficial e profundo, a reducdo de 1,59logio e 0,58log1o,
respectivamente. Hench et al. (2003) e Wu et al. (2016) relataram em seus
estudos reducdes variando entre 1,6 a 2,3logio em lodo acumulado de
sistemas WC em um periodo de até dois anos.

Figura 39. Quantificacdo de Salmonella spp. no lodo acumulado do filtro WCL
1 para os perfis superficial e durante o periodo de monitoramento do sistema.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram observadas
correlagdes significativas entre as concentracdes de Salmonella spp. e 0s
parametros fisico-quimicos, Tabela 28,
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Tabela 28. Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de Salmonella spp. e
pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Supefficial Profundo
A Diferenca  |Valorde| Diferenca |Valorde
Parametros B .
estatistica R? estatistica R?
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,21 |ndo (p>0,05) -0,21
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,39 |ndo (p>0,05) -0,14
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) -0,27 |ndo (p>0,05)| -0,22
Precipitacdo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) -0,35 |ndo (p>0,05) -0,09
pH ndo (p>0,05) 0,00 |ndo (p>0,05)| 0,01

Com relagdo a bactéria E.coli, no perfil superficial, obteve-se uma
deteccdo média de 8,44x10° (+1,51x10%) UFC.g.ST, variando entre
8,60x10%e 4,23x10° UFC.g.STL. Para o perfil profundo, registrou-se uma
média de 5,12x10° (+1,15x10%) UFC.g.ST, variando entre 4,21x10* e
3,57x10% UFC.g.ST, como mostrado na Figura 40. As concentragGes
médias entre os perfis (p<0,05) foram similares entre si, apresentando um
decaimento linear a partir do inicio do monitoramento (maio a agosto de
2016), seguido por um aumento e estabilidade da concentracéo até o final
do monitoramento.

Tendo como referéncia novamente o lodo de alimentacédo
monitorado neste trabalho, observou-se para o perfil superficial e
profundo, a reducdo aproximada de 1,25 logio e 1,55 logao,
respectivamente. Hench et al. (2003) e Nielsen (2007) registraram em
seus estudos uma reducdo de E. coli variando entre 5,00 a 6,00logio em
WCL em escala reduzida, por um periodo de trés meses a dois anos de
tratamento.
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Figura 40. Quantificagdo de E. coli no lodo acumulado do filtro WCL 1 para os
perfis superficial e profundo.
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A partir dos resultados obtidos, ndo foram encontradas
correlacdes significativas entre as concentragdes de E. coli e pardmetros
fisico-quimicos, dispostas na Tabela 29.

Tabela 29. Correlacéo de Pearson entre as concentragdes de E. coli e pardmetros
fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo acumulado do filtro
WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Superficial Profundo
A Diferenca  |Valorde| Diferenca |Valorde
Parametros L. L.
estatistica R? estatistica R?
Teor de ST (%) nao (p>0,05) -0,38 |ndo (p>0,05) -0,20
Teor de STV (%) ndo (p>0,05) -0,21 |ndo (p>0,05)| -0,09
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) -0,90 |ndo (p>0,05)| -0,20
Precipitacdo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) -0,11 |ndo (p>0,05)( -0,21
pH ndo (p>0,05) -0,08 |[ndo (p>0,05) -0,14

Com relacdo aos colifagos somaticos, para o perfil superficial,
obteve-se uma deteccdo média de 3,28x10* (+4,86x10%) UFP.g.STY,
variando entre 2,15x10% e 1,33x10° UFP.g.STX. No perfil profundo,
registrou-se uma quantificacdo média de 2,93x10* (*4,75x10%)
UFP.g.ST?, variando entre 4,14x10% e 1,54x10° UFP.g.ST, como
mostrado na Figura 41.

As concentracdes entre os perfis (p<0,05) foram semelhantes entre
si, sendo possivel observar uma reducéo linear mais acentuada para o
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perfil profundo no periodo compreendido entre agosto a novembro de
2016.

Diante destes resultados, foi possivel observar para o perfil
superficial e profundo, uma reducéo de 0,34 e 1,05log10, respectivamente.
Garcia et al. (2003) encontraram em seu estudo, a relacdo entre a
espessura do material filtrante e a remogdo dos colifagos somaticos,
registrando reduc@es variando entre 0,50 a 2,60l0g;o.

Figura 41. Quantificacdo de colifagos somaticos. no lodo acumulado do filtro
WCL 1 para os perfis superficial e profundo durante o periodo de monitoramento
do sistema.
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Entre os colifagos somaticos e os parametros fisico-quimicos ndo
foram encontradas correlagdes significativas, como apresentado na
Tabela 30.

Tabela 30. Correlagéo de Pearson entre as concentragfes de colifagos somaticos
e pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Superficial Profundo
A Diferenca  |Valorde| Diferenca |Valorde
Parametros L L
estatistica R? estatistica R?
Teor de ST (%) nao (p>0,05) 0,21 |ndo (p>0,05) -0,17
Teor de STV (%) nao (p>0,05) 0,11 |ndo (p>0,05)| 0,11
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) -0,16 |[ndo (p>0,05)| -0,32
Precipitacdo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) 0,00 |ndo (p>0,05)( -0,01
pH ndo (p>0,05) 0,00 |[ndo (p>0,05)[ 0,00

Com relacdo aos fagos RNA macho-especifico, para o perfil
superficial, obteve-se uma deteccdo média de 6,21x10* (+1,33x10°)
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UFP.g.ST", variando entre 2,98x10% e 3,62x10° UFP.g.ST1. No perfil
profundo, observou-se uma deteccdo média de 3,82x10* (5,02x10%)
UFP.g.ST, variando entre 6,60x10? e 1,42x10° UFP.g.ST', como
mostrado na Figura 42.

As concentragdes entre os perfis (p>0,05) variaram entre si,
todavia, para ambos, foi possivel observar um decaimento linear de jul/16
a set/16, seguido por um recrescimento, € novamente observou-se um
decaimento linear de jan/17 a jun/17. Neste mesmo sentido, os fagos no
lodo de alimentacédo apresentaram o mesmo comportamento exibido pelo
lodo acumulado, tendo os mesmos decaimentos lineares. Diante dos
resultados obtidos, foi possivel observar para o perfil superficial e
profundo, uma reducéo de 1,13 e 2,14l0g10, respectivamente.

Figura 42. Quantificacdo de fagos RNA macho-especifico no lodo acumulado
do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo, durante o periodo de
monitoramento do sistema.
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Entre os fagos e os parametros fisico-quimicos ndo foram
observadas correlages significativas, Tabela 31.
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Tabela 31. Correlagdo de Pearson entre as concentragdes de fagos RNA macho-
especifico e parametros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Superficial Profundo
A Diferenca  |Valorde| Diferenca |Valorde
Parametros L L
estatistica R?2 estatistica R2
Teor de ST (%) nao (p>0,05) -0,39 |ndo (p>0,05)( 0,25
Teor de STV (%) ndo (p>0,05) -0,18 |[ndo (p>0,05)| -0,01
Temperatura (°C) nao (p>0,05) 0,10 |ndo (p>0,05)( 0,10
Precipitacao pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) 0,00 ([ndo (p>0,05)( 0,00
pH ndo (p>0,05) 0,21 |ndo (p>0,05)[ 0,00

Com relacdo aos HAdV infecciosos, para o perfil superficial,
obteve-se uma deteccdo média de 6,39x10° (£8,22x10°) UFP.g.STY,
variando entre 1,63x10* e 7,33x10° UFP.g.ST. No perfil profundo, a
quantificacdo de HAdV obteve uma deteccdo média de 4,77x10°
(#6,88x10°) UFP.g.ST, variando entre 6,39x10* e 2,29x10% UFP.g.ST-
1, como mostrado na Figura 43.

As concentracOes entre os perfis foram similares (p>0,05), no
perfil superficial é possivel observar um decaimento linear a partir de
nov/16 a fev/17 (Ultima quantificacdo realizada para este perfil).
Entretanto, o perfil profundo seguiu estavel ao longo do monitoramento,
com poucas variacdes. Diante dos resultados obtidos, foi possivel
observar para o perfil superficial e profundo, uma reducdo de 1,26 e
0,96loga10, respectivamente.

Figura 43. Quantificagdo de HAdV no lodo acumulado do filtro WCL 1 para os
perfis superficial e profundo durante o monitoramento do sistema.
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A partir dos resultados obtidos entre os HAdV e os pardmetros
fisico-quimicos, ndo foram observadas correlagfes significativas, Tabela
32.

A estabilidade dos HAdV no ambiente é relatada em diversos
estudos devido seu genoma DNA dupla fita e suas caracteristicas
morfol6gicas, como ja relatado anteriormente. Contudo, outra
caracteristica importante para sua estabilidade é a formacéo de agregados
virais, 0s quais variam de pares simples a milhares de virions (GERBA et
al., 2018). Sao formados a partir de alteraces de parametros fisico-
guimicos, bem como durante a infeccdo nas células (GERBA;
BETANCOURT,; KITAJIMA, 2017).

Tabela 32. Correlagéo de Pearson entre as concentragdes de HAdV infecciosos
e pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do lodo
acumulado do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Superficial Profundo
A Diferenca  |Valorde| Diferenca |Valorde
Parametros s L
estatistica R? estatistica R?
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) 0,09 |ndo (p>0,05) -0,08
Teor de STV (%) nao (p>0,05) -0,01 |ndo (p>0,05)( -0,10
Temperatura (°C) ndo (p>0,05) 0,27 |ndo (p>0,05)| -0,12
Precipitacéo pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) -0,08 |ndo (p>0,05)( -0,09
pH nao (p>0,05) -0,02 |[ndo (p>0,05) -0,11

Assim como relatado anteriormente para o filtro WCL em
operacdo, os HAdV e bacteri6fagos foram estaveis durante o
monitoramento. No perfil superficial, os HAdV e fagos RNA macho-
especifico apresentam comportamento inverso nas fases finais das a
analises, onde os HAdV tiveram um decaimento linear, enquanto os fagos
um crescimento linear, permanecendo com as concentragdes similares
entre si. Ja os colifagos somaticos apresentaram uma concentragdo
constante, com poucas varia¢des, Figura 44a. No perfil profundo, os
HAdV mantiveram-se constantes e concentracfes superiores aos
bacteri6fagos. Estes por sua vez, apresentaram crescimento no inicio do
monitoramento, seguidos por um pequeno decaimento linear e
recrescimento nos meses seguintes, Figura 44b.

Deste modo, os bacteriéfagos, embora tenham apresentado
concentracdes inferiores aos HAdV e variagfes em sua concentragao,
poderiam ser utilizados como substitutos deste, considerando a
viabilidade técnica das quantificagdes.
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Figura 44. Comparacdo entre as concentracdes de HAdV infecciosos e os
bacteriéfagos para (a) perfil superficial e (b) profundo.
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Quanto aos ovos de Ascaris lumbricoides , obteve-se uma detecgéo
média para o perfil superficial de 5,88x10? (+5,22x10%) Ovo.9.ST,?,
variando entre 1,57x10% e 1,72x10° Ovo.g.ST. No perfil profundo,
observou-se uma deteccdo média de 3,54x10° (+1,29x10%) Ovo.9.ST,
variando entre 4,40x10% e 4,89x10° Ovo.9.ST!, como mostrado na
Figura 45.

As concentragdes entre os perfis (p<0,05) foram distintas em cerca
de 1,00logio e permaneceram estaveis durante todo o monitoramento,
podendo se observar uma tendéncia de decaimento para o perfil profundo
nos meses finais, pois entre fevereiro e junho ndo foram detectados ovos
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por meio da técnica adotada, a qual é recomendada pela legislagcdo
brasileira e norte-americana.

A partir destes resultados, visualizou-se para o perfil superficial e
profundo, uma reducéo de 1,04 e 1,02logio, respectivamente.

Figura 45. Quantificagdo de ovos viaveis de Ascaris lumbricoides no lodo acumulado
do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo durante o periodo de
monitoramento do sistema.
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Nédo foram encontradas correlagdes significativas entre as
concentraces de ovos de Ascaris lumbricoides e os parametros fisico-
guimicos durante o0 monitoramento do lodo, como exposto na Tabela 33.

Tabela 33. Correlagéo de Pearson entre as concentragdes de ovos viaveis de Ascaris
lumbricoides e pardmetros fisico-quimicos avaliados durante o monitoramento do
lodo acumulado do filtro WCL 1 para os perfis superficial e profundo.

Superficial Profundo
A Diferenca  |Valorde| Diferenca |Valorde
Parametros L P
estatistica R? estatistica R?
Teor de ST (%) ndo (p>0,05) -0,21 |ndo (p>0,05)| -0,20
Teor de STV (%) ndo (p>0,05) -0,19 ([ndo (p>0,05) -0,19
Temperatura (°C) nao (p>0,05) -0,31 |ndo (p>0,05) -0,20
Precipitacao pluviométrica (mm) | ndo (p>0,05) -0,38 [ndo (p>0,05)| -0,08
pH ndo (p>0,05) 0,00 |ndo (p>0,05)[ 0,00
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4.4 Uso agricola do lodo acumulado segundo parametros
microbiolégicos da Resolugéo 375 de 2006 do CONAMA

O lodo acumulado pode ser classificado conforme as
concentragdes maximas de substancias e microrganismos patogénicos
permitidos, presentes na Resolucdo 375 de 2006 do CONAMA.

Na Tabela 34 estdo dispostas as concentra¢des de microrganismos
encontradas no lodo acumulado dos dois sistemas avaliados neste estudo,
bem como as concentragbes permitidas pela Resolucdo. Os
microrganismos utilizados pela resolugdo como biomarcadores sdo
Salmonella spp. e coliformes termotolerantes para o grupo de bactérias;
virus entéricos e; ovos de helmintos. Neste estudo analisamos E.coli como
representante dos Coliformes termotolerantes, Ascaris lumbricoides para
0 grupo de helmintos, Adenovirus para virus entéricos, e ainda
adicionamos os bacteridfagos (colifagos somaticos e fagos RNA macho-
especifico) como indicadores virais alternativos.

Observando os resultados obtidos para os dois sistemas (em
operacdo e repouso), apos 0s 13 meses de monitoramento, os lodos
acumulados ndo atingiram 0s parametros minimos necessarios para que
fossem classificados como lodos Classe A ou B. Para melhorar as
condi¢des do lodo recomenda-se um tempo de repouso superior ao
analisado para que ocorra a maior secagem e remocdo destes
microrganismos. Observa-se que atualmente no Brasil ndo é permitido o
reuso de lodo Classe B, somente Classe A, exceto quando realizados
estudos de avaliacdo de risco que demonstrem que existe seguranca
sanitaria aceitavel para o uso pretendido.

Ressalta-se que os wetlands estdo sendo (no caso do WC em
operacao) ou foram (WC em repouso) operados com taxas de aplicacéo
superficiais elevadas, quando comparado com o que usualmente é
reportado em literatura, o que pode interferir na eficiéncia do sistema no
desaguamento do lodo, e consequentemente na reducdo dos agentes
patogénicos. Isto foi observado na préatica e também com as analises de
solidos totais, 0 que demonstrou um lodo ainda com muita umidade, o
que favorece a estabilidade dos microorganismos. Ressalta-se também,
que as elevadas taxas aplicadas nos wetlands em operacao, podem estar
influenciando na estabilidade das macrdéfitas, o que foi observado em
campo, o que também pode influenciar na estabilidade do sistema como
um todo.

Outro fator que exerceu influéncia, quando comparando o sistema
em estudo com outros trabalhos, como discutido no Item 4.3.1, foram as
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rotinas operacionais com curto periodo de repouso (dois dias), quando
comparado ao recomendado (seis dias) em literatura.
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Tabela 34. Concentragdes de microrganismos no WCL e permitidas pela Resolugdo n® 375 de 2006 do CONAMA.

Microrganismo

Lodo acumulado

Lodo acumulado

Concentracao permitida

inicial final
Classe A Classe B
Salmonella spp. (NMP.g.ST™) 1,71x10 4,47 Auséncia em 10g -
E. coli (UFC.g.STY) 4,23x10° 2,35x10° <10 UFC.g.ST! |<10° UFC.g.ST*
WCL1 Colifagos somaticos (UFP.g.ST™) 4,67x10° 2,15x10° - -
Superficial | Fagos RNA macho-especifico (UFP.g.ST™) 8,34x10° 2,68x10* - -
HAdV (UFP.g.ST™) 2,12x10° 1,63x10*  [<0,25 UFP.g.ST*! -
Ovos de Ascaris lumbricoides (ovo.g.ST™?) 1,72><103 1,57><102 <0,25 ovo.g.ST'l <10 ovo.g.S'I’1
Salmonella spp. (NMP.g.ST™) 4,43 6,24 Auséncia em 10g -
E. coli (UFC.g.STY) 3,57x10° 1,00x10° <10® UFC.g.ST! |<10° UFC.g.ST?
WCL1 Colifagos somaticos (UFP.g.ST™) 6,90x10° 1,37x10* - -
Profundo | Fagos RNA macho-especifico (UFP.g.ST™) 1,63x10* 1,04x10° i i
HAdV (UFP.g.ST™) 2,84x10° 2,54x10° | <0,25 UFP.g.ST* -
Ovos de Ascaris lumbricoides (ovo.g.ST?) 3,94x10° 4,40x10° <0,25 0v0.9.ST" | <10 ov0.g.ST*
Salmonella spp. (NMP.g.ST™) 3,98 8,34 Auséncia em 10g -
E. coli (UFC.g.ST?) 7,00x10° 2,80x10° <10® UFC.g.ST! |<10° UFC.g.ST*
WCL em Colifagos somaticos (UFP.g.ST™) 3,89x10° 2,29x10° - -
operacdo | Fagos RNA macho-especifico (UFP.g.STY) 9,66%10° 2,94x10° = -
HAdV (UFP.g.ST™) 2,80x10° 2,66x10*  |<0,25 UFP.g.ST*! -
Ovos de Ascaris lumbricoides (0v0.g.ST™) 3,07x10° 4,96x10° <0,25 0v0.9.ST " | <10 0v0.g.ST*
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5 CONCLUSAO

Os WCL avaliados neste estudo, caracterizaram-se pela elevada
TAS (177 kg.ST.m2. ano™) e apresentaram uma boa eficiéncia na remocéo
de ST (97%) do lodo de alimentag&o (considerando como efluente final o
liquido percolado gerado).

Neste estudo, as bactérias mostraram-se mais susceptiveis aos
processos de inativagdo, sendo mais facilmente removidas quando
comparadas aos outros biomarcadores utilizados, mostrando a
importancia de se avaliar outros grupos de microrganismos como
biomarcadores de contaminacéo fecal, como virus e parasitas intestinais.
Na classe dos coliformes termotolerantes, a E. coli mostrou-se um bom
representante deste grupo, tendo em vista sua técnica de quantificacéo ser
simplificada e resultados rapidos, sendo encontrada em grandes
concentracGes em todas as matrizes amostradas.

Os bacteriéfagos apresentaram comportamento semelhante aos
HAdV, embora tenham sido encontrados em concentragdes inferiores a
esses, mostraram-se estaveis, podendo ser utilizados como substitutos dos
virus entéricos, viabilizando estas analises a outros laboratérios, uma vez
gue as técnicas de quantificacdo sdo menos laboriosas, apresentando um
melhor custo-beneficio, por ndo precisarem de cultura celular e técnicas
moleculares.

O lodo acumulado n&o foi classificado como um lodo Classe A,
devido as altas concentragcBes registradas para 0S microrganismos
indicadores, mesmo ap6s 13 meses de repouso. Com a remogdo destes, 0
lodo poderé ser utilizado como um fertilizante, uma vez que contém um
bom valor nutricional para ser utilizado na agricultura, reduzindo custos
de importacdo de fertilizantes artificiais. Uma alternativa para reduzir o
tempo necessario para essa remogao seria 0 uso de pds-tratamentos.

Para estudos futuros recomenda-se uma analise mais detalhada da
composicdo dos macronutrientes e micronutrientes presentes no lodo
acumulado, bem como as concentragfes de metais pesados presentes.
Ressalta-se ainda a importancia de se incluir estudos mais aprofundados
das populac¢des microbianas que podem interferir e auxiliar nos processos
de mineralizac&o e inativa¢do dos biomarcadores utilizados.
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