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RESUMO

O lodo ¢ um subproduto dos sistemas de tratamento de esgotamento sanitario € um valoroso
recurso possivel de ser recuperado para aplicacdo no setor agricola. Seu reaproveitamento
gera economia de custos que seriam dispensados para sua deposicdo em aterros sanitarios,
além de evitar seu despejo de modo irregular no meio ambiente. Entretanto, o uso de
biossolidos na agricultura pode apresentar riscos, uma vez que este recurso, por ser
proveniente de esgoto doméstico, traz consigo uma variedade de micro-organismos
patogénicos. Nesse contexto, o objetivo principal deste trabalho é enriquecer amostras de
biossolido proveniente de lodo de tanque séptico tratado por wetlands construidos, com a
bactéria Bacillus subtilis, utilizada na agricultura como agente de biocontrole de patdégenos e
como promotora de crescimento das plantas. Assim, busca-se saber através de uma
transposi¢do tecnologica, a eficidcia do uso da bactéria Bacillus subtilis no biocontrole de
bactérias entéricas modelos como Escherichia coli, Salmonella e Enterococcus no biossolido,
analisando o decaimento desses microrganismos indicadores. Além disso, realizou-se ensaio
de fitotoxicidade, andlise da mineralizacdo e valores de pH e umidade do biossolido.
Verificou-se que os decaimentos foram promissores independentes da presenca de Bacillus
subtilis, cuja presenca nado intensificou significativamente os decaimentos para os valores de

pH e umidade encontrados no biosso6lido ao longo do tempo de andlise.

Palavras-chave: Biossolido; Bacillus subtilis; Enriquecimento; Agricultura; Sustentabilidade.



ABSTRACT

Sludge is a byproduct of sewage treatment systems and a valuable resource that can
potentially be recovered for use in the agricultural sector. Its reuse results in cost savings that
would otherwise be incurred for its disposal in landfills, in addition to preventing its irregular
dumping into the environment. However, the use of biosolids in agriculture may pose risks, as
this resource, originating from domestic sewage, carries a variety of pathogenic
microorganisms. In this context, the main objective of this work is to enrich samples of
biosolids from treated septic tank sludge with the bacteria Bacillus subtilis, used in agriculture
as a biocontrol agent for pathogens and as a plant growth promoter. Thus, through
technological transposition, the effectiveness of using the Bacillus subtilis bacteria in the
biocontrol of model enteric bacteria such as Escherichia coli, Salmonella, and Enterococcus
in biosolids is sought to be determined by analyzing the decay of these indicator
microorganisms. Additionally, phytotoxicity assays, mineralization analysis, and pH and
moisture values of the biosolid were conducted. It was found that the decays were promising
regardless of the presence of Bacillus subtilis, whose presence did not significantly enhance

the decay for the pH and moisture values found in the biosolid over the analysis period.

Keywords: Biosolids; Bacillus subtilis; Enrichment; Agriculture; Sustainability.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populacdo, a exaustdo dos recursos naturais € a crise energética sao
realidades que impulsionam a necessidade da implementagdo de uma abordagem mais
sustentavel na gestdo de residuos solidos, com respeito ao meio ambiente (PAPPU et al.,
2007). Nesse sentido, para garantir o acesso a alimentacdo de qualidade conforme a populacao
mundial sofre suas variagdes, alternativas sustentaveis para impulsionar o setor agricola estao
se tornando imprescindiveis. Uma delas que vem ganhando atencdo nos ultimos anos ¢ a
aplicacdo de lodo de esgotamento sanitario como biofertilizante (GU et al., 2013).

Esse residuo ¢ interessante quando integrado a cadeia de reciclo de nutrientes, ja que
necessita ser removido regularmente dos sistemas de tratamento de esgoto, € o seu correto
tratamento minimiza a liberagdo de poluentes no solo e dgua, além de reduzir os riscos de
contaminagdo microbiologica. Além disso, sabe-se que a producdo de lodo em tanques
sépticos por habitante ¢ de cerca de 20-30 gST, ou seja, ¢ um residuo em abundancia capaz de
ser tratado e transformado em biofertilizante (ANDREOLI et al., 2007).

O lodo utilizado para esse fim tem origem tanto dos tratamentos centralizados de
esgotamento sanitario quanto dos descentralizados. Porém, a perspectiva em relagdo a
descentralizacdo dos tratamentos de esgoto ¢ uma questido emergente que visa O acesso
universal aos servicos de saneamento basico e na preservacdo da qualidade dos corpos
hidricos, enquanto vai de encontro ao cumprimento dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel, assegurando a disponibilidade e gestdo sustentavel da dgua e saneamento para
todos, bem como a responsabilidade acerca da preservacdo dos recursos naturais
(LIBRALATO; VOLPI GHIRARDINI; AVEZZU, 2012).

De acordo com Harada e Strande (2016), cerca de 2,7 bilhdes de pessoas no mundo
direcionam seu esgoto doméstico para sistemas de tratamento no lote e esse nimero deve
aumentar para 5 bilhdes até¢ 2030. Dentre as opgdes, o tanque séptico € o sistema on-site mais
amplamente utilizado, cuja fun¢do ¢ atuar como uma unidade de tratamento primario,
removendo até¢ 40% da matéria organica quando devidamente projetado e conservado
(EBRAHIMI, 2023).

Por outro lado, o lodo de esgoto apresenta um potencial de poluicdo
significativamente elevado, e a sua gestdo inadequada ¢ uma ocorréncia comum em muitos
paises, sobretudo nas nagdes em desenvolvimento (MAGRI et al., 2016). Assim, para

possibilitar o tratamento do lodo, deve-se realizar uma gestdo efetiva e sem riscos de
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contaminagdo, visando a reducdo de custos e vencendo os obstaculos relacionados ao
manuseio e a disposi¢ao deste recurso (JAIN et al., 2022).

Portanto, dentre as diversas tecnologias existentes, os Wetlands Construidos,
amplamente utilizados para tratar aguas residuarias de diferentes caracteristicas, possuem alta
capacidade de tratamento de lodos de tanques sépticos e bons resultados em relacdo a
desidratacdo desse residuo, por meio de uma combinagdo de processos fisicos e bioldgicos,
sendo uma alternativa eficiente considerando o baixo custo e facilidade de operagdo
(PANUVATVANICH et al., 2009). Esses sistemas consistem, basicamente, na associacao de
vegetacdo com os microrganismos do solo e raizes das plantas presentes no sistema,
decompondo os residuos organicos do lodo que distribui-se na superficie do wetland.

Por outro lado, se ndo tratado adequadamente, o biossolido pode ser perigoso caso
aplicado na agricultura e na recuperacao de solos degradados, principalmente em relagdao ao
risco microbioldgico relacionado a presengca de patdgenos nesses residuos. Entre os
microrganismos que podem causar danos a satide humana e do meio ambiente, destacam-se a
Escherichia coli, os ovos de helmintos (Ascaris) e protozoarios patogénicos, como a Giardia
(FUNASA, 2014).

Uma das possiveis alternativas de lidar com essa questdo ¢ a aplicagao de medidas de
biocontrole do biossélido utilizando-se a bactéria Bacillus subtilis, amplamente conhecida
como uma importante bactéria promotora do crescimento das plantas. As bactérias do género
Bacillus sao largamente utilizadas pela induastria agricola como base para produtos de
biocontrole, sendo uma alternativa para os pesticidas e combatendo grande parte dos
patogenos em plantas (ETESAMI; JEONG; GLICK, 2023). Assim, buscam auxiliar na
seguranga da aplicagdo do biossolido na agricultura e procuram minimizar o uso de
defensivos quimicos. Além disso, as bactérias do género Bacillus também sdo estudadas por
sua capacidade de biocontrole de patdgenos prejudiciais para a saude humana (SHEN et al.,
2017).

Apesar destas aplicagdes os Bacillus ndo sao normalmente aplicados em biossolidos, e
o trabalho busca fazer esta transposicdo tecnologica (ETESAMI; JEONG; GLICK, 2023).
Assim, a fim de fomentar a pesquisa acerca dos biossolidos provenientes do tratamento de
lodo de sistemas descentralizados de esgotamento sanitario, por um viés microbioldgico, esse
trabalho pretende estudar, pela primeira vez, a viabilidade do pds-tratamento de lodo de
tanque séptico tratado por wetlands construidos, utilizando-se a bactéria Bacillus subtilis,
enriquecendo o residuo e avaliando sua capacidade de biocontrole na inativagdo dos

patogenos Salmonella, E. coli e Enterococcus apds o processo de inoculagdo. Por fim,
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procura-se incentivar as tecnologias no setor agricola relacionadas a alternativas de

biofertilizantes em prol de defensivos quimicos (agrot6xicos).
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Analisar o processo de enriquecimento de biossolido proveniente de wetland de

tratamento de lodo ap6s mineralizagao.

1.1.2 Objetivo Especifico 1

Avaliar a capacidade de biocontrole em bactérias modelos Sal/monella, Escherichia
coli e Enterococcus por Bacillus subtilis inoculados em lodo de esgoto desaguado em wetland

construido.

1.1.3 Objetivo Especifico 2

Analisar a fitotoxicidade do biossolido em sementes de Lactuca Sativa.

1.14 Objetivo Especifico 3

Analisar a mineralizagdo do bioss6lido por meio de metodologias de analise de

soOlidos totais e volateis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  SISTEMAS DESCENTRALIZADOS DE ESGOTAMENTO SANITARIO

No Brasil, o indice de atendimento da populagdo ao sistema de esgotamento sanitario
corresponde a 55,8% (SNIS, 2022). Porém, este indice de atendimento quantifica o acesso da
populacdo aos sistemas centralizados desse servigo, sistemas convencionais de coleta e
tratamento constituido por redes coletoras e estacdes de tratamento de esgoto. Por outro lado,
esses sistemas podem ser pouco praticos e desvantajosos economicamente em paises em
desenvolvimento, impulsionando a populagdo desses paises a investir em sistemas
descentralizados de tratamento de esgoto, j4 que ¢ uma alternativa menos onerosa ¢ mais
pratica do ponto de vista operacional (MAGRI et al., 2016).

Assim, a centralizacdo do sistema de esgotamento sanitario ¢ o usual no contexto
urbano dos paises desenvolvidos, ja que satisfazem a demanda de areas com populagdes
expressivas. Nos paises em desenvolvimento, as aguas residudrias das residéncias, empresas e
industrias muitas vezes ndo recebem tratamento ou sdo frequentemente tratadas em sistemas
no lote, como por exemplo os tanques sépticos, e despejadas (tratadas ou nao) no solo ou em
corpos hidricos proximos (LIBRALATO; VOLPI GHIRARDINI; AVEZZU, 2012).

Nesse sentido, o tratamento descentralizado da-se pelo fato das 4guas residudrias
serem tratadas proximo a fonte (WILDERER; SCHREFF, 2000). Todavia, a difusdo de
praticas descentralizadoras no saneamento esbarra na notavel aceitagdo do publico em geral
em relacdo aos sistemas centralizados, dos quais estdo amplamente habituados
(LIBRALATO; VOLPI GHIRARDINI; AVEZZU, 2012). Uma possivel explicagdo para essa
questdo ¢ o desenvolvimento da consciéncia coletiva em torno do distanciamento entre os
residuos gerados e a fonte geradora, principalmente quando o assunto ¢ esgoto, dificultando o
acolhimento de uma abordagem descentralizada nesse quesito. Assim, todos os seres humanos
produzem seus residuos, mas geralmente ndo estdo envolvidos diretamente em seu tratamento
e preferem ndo se envolver (LIENERT; LARSEN, 2006).

Analisando-se estudos acerca do tema, também ¢ possivel concluir a expressividade
daqueles que nao dispdem dos servicos de saneamento basico e como esse cenario pode ser
contornado. De acordo com a Organiza¢ao das Nacgdes Unidas (2022), cerca de um quarto da
populacdo mundial ndo possui acesso a agua potavel e saneamento basico. Governangas locais
que incentivam a descentralizacdo do saneamento contribuem intensamente na redugdo da

populagdo nessas condi¢des (BIEKER et al., 2010; LARSEN; MAURER, 2011).
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Por outro lado, as excretas de aproximadamente 60% da populagdo mundial sdo
descartadas sem tratamento no meio ambiente (MCCONVILLE et al., 2019), outro problema
cuja descentralizacdo também ¢ vista como uma possivel solucdo. Assim, simplificam-se os
sistemas de esgotamento sanitario por meio de tecnologias simples e custos relativamente
baixos, retendo a matéria fecal e descarregando a fragdo liquida de modo mais responsavel,
diminuindo a polui¢do dos corpos hidricos e do solo (LIBRALATO; VOLPI GHIRARDINI;
AVEZZU, 2012).

Nos sistemas centralizados, alguns pontos de desvantagem sdo o alto custo para a
coleta e transporte das aguas residudrias até o local de tratamento, os custos de manutengao, a
forte dependéncia do fornecimento de energia elétrica e o risco de eutrofizagdo dos corpos
hidricos caso um grande volume de esgoto tratado seja despejado nesses locais. Em
contrapartida, os sistemas centralizados de esgotamento sanitdrio podem intensificar o
desenvolvimento de pequenas comunidades, j4 que exigem menos espago para instalacao,
implantagdo de componentes de descarga mais simples e baratos, tubulacdes menores,
possibilidade de otimizar o reuso no local, diminuindo o volume final a ser despejado nos
corpos hidricos, entre outros (LIBRALATO; VOLPI GHIRARDINI; AVEZZU, 2012).

Além disso, os sistemas centralizados ndo correspondem as expectativas em torno do
reuso e reutilizacdo da 4agua, bem como pouco investe na recuperagdo de nutrientes e
eliminacdo de contaminantes emergentes. Sabe-se que os tratamentos descentralizados tém o
potencial de satisfazer todos os requisitos dos tratamentos centralizados tradicionalmente
aplicados. O diferencial favoravel esta na capacidade de reducdo do potencial de
contaminagdo do efluente residual e dos possiveis desequilibrios a serem causados no
ecossistema, por meio da remog¢ao de micropoluentes como metais, produtos farmacéuticos e

cosméticos (BORSUK et al., 2008).
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Figura 1: Rotas da geracao de lodo fecal
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Fonte: Adaptado de Teriin.org (2023).

De todo modo, o ideal ¢ uma abordagem que inclua a coexisténcia entre os dois
modelos de tratamento que envolva os diferentes niveis de aplicabilidade e tratamentos

necessarios, acolhendo as contribuigdes de centros comerciais, hospitais, aeroportos, etc.

(GUEST et al., 2009).

2.1.1 Tanques sépticos: Tratamento

Os sistemas de tratamento no lote sdo utilizados para receber, armazenar e
parcialmente tratar os residuos fecais produzidos na interface do usudrio. Existem diversos
tipos de sistemas de contencdo, como fossas de infiltragdo, tanques sépticos, reatores
anaerobicos de multiplas camaras, filtros anaerdbicos ascendentes, entre outros. Tanques
sépticos e fossas de infiltragdo sdo os sistemas de contencao mais populares (SHUKLA et al.,

2023).
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O tratamento do efluente no tanque séptico (fossa séptica) consiste em processos de
sedimentacao, flotacdo e digestdo. Esse sistema compreende uma unidade cilindrica ou de
secdo retangular, que pode ser construida em argamassa armada (ferrocimento), alvenaria, ou
outro material que assegure a impermeabilidade e a durabilidade, cujas dimensdes definidas
no projeto técnico devem seguir as orientacdes da NBR 7.229/1993, variando em fun¢ao do
numero de moradores do domicilio. A sua manutencdo consiste na limpeza ou remocao
periddica do lodo e escuma gerados pelo sistema, e € possivel o reaproveitamento do seu
efluente final em irrigagdo de pomares, desde que este passe por mais um processo de

tratamento, como filtros biologicos (FUNASA, 2014).
Figura 2: Funcionamento de um tanque séptico
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Fonte: NBR 7.229 (1993).

E importante que os tanques sépticos tenham seus solidos removidos a cada 2-3 anos a
depender da fonte de geragdo, mas geralmente esses sistemas sdo esvaziados apenas apds o

entupimento (EBRAHIMI et al., 2018).

2.1.2 Lodo de Tanques Sépticos

O lodo ¢ um residuo gerado em quase todos os sistemas de tratamento de esgotos. O
lodo de sistemas no lote possui caracteristicas semissolidas e sdo estabilizadas de diferentes

formas para diversificadas taxas de geracdo, causando grande variagdo na concentracao de
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diversos parametros fisico-quimicos e bioldgicos, bem como revelando sua heterogeneidade
(Funasa, 2014; JAIN et al., 2022).

Assim, possui alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Sélidos Suspensos Totais (SST), Nitrogénio (N), Fosfatos (P) e Coliformes
Fecais (CF), sendo 10 a 20 vezes mais concentrado que o esgoto, dificultando seu tratamento.
(EBRAHIMI et al., 2018; KURUP et al., 2002).

Além das caracteristicas fisico-quimicas citadas, esse residuo também contém elevada
concentracdo de agentes patogénicos, dos quais os grupos de microrganismos mais
comumente encontrados sdo os helmintos, protozoarios, fungos, virus e bactérias. Esses
patdégenos podem causar inimeros danos a saude, representando a necessidade do correto
gerenciamento, tratamento e disposicao final do lodo de tanque séptico (KOOTTATEP et al.,
2005).

Em relacdo a escolha do tratamento adequado, ¢ preciso basear-se em pesquisas
realizadas nesse campo de estudos, condigdes climaticas locais, nimero de usudrios,
viabilidade de remocgao e servigos de transporte. Apds tratado corretamente, a abundancia de
nutrientes e matéria organica sao caracteristicas que possibilitam o emprego do lodo de tanque
séptico como biofertilizante e condicionador de solo. E importante que essas aplicagdes sejam
disseminadas na agricultura e jardinagem, a fim de sensibilizar agricultores acerca do

potencial desse residuo (SHUKLA et al., 2023).
2.2 GESTAO DO LODO DE SISTEMAS DESCENTRALIZADOS
2.2.1 Coleta e tratamento do lodo de tanque séptico

Apesar da fragdo de lodo representar apenas 1% a 2% do volume de esgoto tratado,
seu gerenciamento ¢ complexo, representando de 20% a 60% do custo total de operacdao da
estacdo de tratamento de esgoto. Embora o lodo possua grande importancia econdmica, a
operacgdo de sua destinagdo final ¢ delicada, motivo pelo qual ¢ frequentemente realizada fora
das estacdes de tratamento (ANDREOLI; FERNANDES, 2007). Por outro lado, a gestdo do
lodo de tanque séptico inclui todos os processos que ocorrem na cadeia de saneamento desse
residuo, ou seja, sua coleta e desaguamento, transporte, tratamento e seu reuso ou disposicao
final (AKUMUNTU et al., 2017).

Assim, ao ser removido dos tanques sépticos, o lodo ¢ submetido a uma série de
etapas consideradas desafiadoras para a maioria das cidades ao redor do mundo, devido a falta

de estrutura e servicos adequados. Algumas cidades possuem sistemas de gestdo desse
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residuo, porém contam com opg¢des limitadas para seu gerenciamento e tratamento
(MAQBOOL; SHAHID, 2022).

O processo inicial da gestao de lodo inicia-se com sua remocao dos tanques sépticos e
seu transporte para um local seguro onde possa ser tratado (SHUKLA et al., 2023). Conforme
esclarecido pela Funasa (2014), ndo se recomenda limpezas anuais dos lodos de tanques
sépticos. O ideal ¢ que os tanques sépticos sejam dimensionados para que a retirada do lodo
minima ocorra a cada dois anos, ja que desta forma o lodo estara mais estabilizado, pois foi
digerido por mais tempo, além de ser economicamente mais vantajoso.

Nesse viés, ¢ importante destacar que os servicos de coleta de lodo de sistemas
descentralizados geralmente pertencem ao setor privado e funcionam sem legislacdes
estabelecidas, criando um monopolio desse mercado e consequentemente aumentando os
custos de coleta. A fim de superar esse problema, representantes locais € os governos devem
cooperar com o setor privado para definir diretrizes apropriadas e legislacdes que busquem
garantir o funcionamento ideal da cadeia de gerenciamento desse residuo (SHUKLA et al.,
2023).

Ao ser coletado e transportado até o local de tratamento, a pasta semissolida que
caracteriza o lodo inicia a sua primeira e principal etapa: a separagdo solido-liquido, onde
cada fracdo necessita ser tratada separadamente. Deste modo, desaguar o lodo € necessario
para reduzir o conteudo liquido e aumentar a sua matéria seca, concentrando os solidos,
diminuindo seu volume e facilitando sua degradacao (NIELSEN; WILLOUGHBY, 2005).
Assim, o tratamento da fracdo sélida do lodo tem como objetivo estabilizar os compostos
organicos, 0s microrganismos patogénicos e tratar o odor do lodo bruto, por meio da
decomposi¢cdo de compostos organicos simples, como carboidratos, proteinas, lipidios, e
compostos organicos complexos, como acido fulvico e acido hiimico (SHUKLA et al., 2023).

Porém, as caracteristicas e quantificagdo do lodo variam de local para local,
impactando na defini¢do do tratamento mais adequado e na estratégia de gestdo utilizada,
buscando alinhar aspectos financeiros e técnicos (JAIN et al., 2022; SHUKLA et al., 2023).

Assim, conciliando o tratamento apropriado para a fracdo solida, o remanescente
biossolido obtido pode ser utilizado como biofertilizante (NIELSEN; WILLOUGHBY, 2005).
O produto final, estando adequado para aplicagdo agricola, deve respeitar as legislacdes
pertinentes e procurar tornar acessiveis os investimentos e custos de opera¢do e manutencao,
tornando o processo de tratamento o mais sustentavel possivel (UGGETTI et al., 2012b;

SHUKLA et al., 2023).
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Figura 3: Gerenciamento de lodo de tanque séptico
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Fonte: Adaptado de Teriin.org (2023).

2.2.2 Wetlands construidos para o tratamento do lodo de tanque séptico

Desde a década de 80, os wetlands tém sido adaptados para serem capazes de tratar, de
modo eficiente, o lodo de esgoto. A partir de entdo, muitos paises da Europa e América do
Norte utilizam essa tecnologia, que além de simples, apresenta boas taxas de tratamento e boa
performance em relagao ao desaguamento do lodo (UGGETTI et al., 2010; BIANCHI ef al.,
2011; MBURU et al., 2013). Além disso, a mineralizacdo do lodo tratado via wetlands
demonstra alto potencial de obtencdo de um biossdlido apto para a aplicagdo agricola, além de
demonstrar bom desempenho em relagdo a reducdo da concentracdo de metais pesados e
microrganismos indicadores, como bactérias fecais no lodo mineralizado (UGGETTI et al.,
2012a).

Porém, ao contrario das aguas residuarias, a pesquisa acerca de wetlands aplicado ao
tratamento desse residuo de tanque séptico ainda ¢ limitada (ARDEN; MA, 2018; JAIN et al.,
2020; WU et al., 2015). Apesar disso, tem-se conhecimento que as principais vantagens
desses sistemas incluem baixa necessidade de energia, reduzidos custos e facilidade de
operagdo e manutencdo, bem como integracdo ao meio ambiente (UGGETI et al., 2010).

Os wetlands construidos para o tratamento de lodo consistem em recipientes selados
formados por um filtro de sucessivas camadas de pedras e cascalho, onde sdo plantadas
espécies botanicas proprias para tratar o residuo. O lodo ¢ bombeado para dentro do sistema e
se dispersa de modo uniforme na superficie do wetland, iniciando-se a etapa de alimentagao.
Em seguida inicia-se o periodo de descanso, onde a fragdo liquida do lodo ¢ drenada por

gravidade através do residuo e do filtro, evapotranspirada pelas plantas ¢ onde ocorre a
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degradacao dos contaminantes (NIELSEN; STEFANAKIS, 2020). Assim, o residuo torna-se
mais concentrado e permanece na superficie do wetland onde, apds alguns dias respeitando a
entdo etapa de descanso, retoma-se o ciclo de alimentagao.

Durante os periodos de alimentacdo, a altura da camada de lodo aumenta a uma taxa
de 10 cm/ano. Quando a camada se aproxima da borda do sistema de wetland, usualmente a
partir de um periodo de 8 a 12 anos, a alimentagao ¢ interrompida. O lodo inicia seu descanso
final, que varia entre 2 meses a 1 ano, visando o aprimoramento da secagem do residuo e sua
mineralizagdo. Apos esse periodo, o produto final € retirado e o ciclo se reinicia. (UGGETTI
et al., 2012a). A qualidade deste residuo dependera principalmente dos processos de secagem
(drenagem e evapotranspiracao) e biodegradacdo da matéria organica do lodo (NIELSEN;
WILLOUGHBY, 2005).

De acordo com Jain et al. (2022), os wetlands construidos podem receber varias
configuragdes, como por exemplo wetlands flutuantes, com fluxo subsuperficial horizontal,
fluxo subsuperficial vertical, etc. Em todos os casos, a camada de aplicagao do efluente ¢
acima da superficie do solo. A escolha da estrutura dependera das caracteristicas do residuo a
ser tratado, cujos aspectos variam de acordo com a populagdo e o local, buscando-se alta
eficiéncia de tratamento. Ainda assim, a performance do sistema definido também pode ser
afetada por fatores operacionais tais quais as macréfitas selecionadas, os microrganismos

presentes, a composi¢ao do substrato e o oxigénio dissolvido/aeragao.

Figura 4: Wetland construido para tratamento de lodo

Fonte: Globalwettech (2023).

O tempo de alimentacdo de lodo no sistema pode variar de dias a semanas, possuindo

periodos de descanso geralmente maiores que os periodos de alimentacdo. A selecdo da
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duracdo de cada periodo depende da profundidade do meio filtrante, o tamanho e qualidade da
camada de lodo, condi¢cdes ambientais, maturidade, espécies de plantas, fatores locais, entre
outros (BRIX, 2017; NIELSEN; STEFANAKIS, 2020)

Em relacdo ao oxigénio, estudos indicam que esse elemento desempenha um
importante papel nos wetlands construidos, sendo o principal responsavel pela remogao de
DBO e assim garantindo o funcionamento correto do sistema. As plantas sdo importantes
nesse sentido, ja que suas raizes formam zonas ricas em oxigénio, ajudando na sua
concentracdo dentro do sistema e contribuindo para a mineralizag¢do e estabiliza¢ao do lodo.
Além disso, quando o lodo seca, rachaduras sdo produzidas devido ao movimento das raizes,
criando caminhos para a introducdo de ar. Os microrganismos que habitam no substrato e no
residuo degradam contaminantes utilizando o oxigénio presente na atmosfera infiltrada, na
rizosfera e dos nitratos presente no residuo (JAIN et al., 2020).

J& em relacdo ao meio filtrante, este executa o papel de controlar as taxas de
infiltragdo e tempo de retengdo, filtrando sedimentos e particulas. Além disso, fornece uma
superficie para a fixacao do biofilme, atuam como fonte de nutrientes para os microrganismos
e plantas e proporcionam uma superficie de sor¢ao para varios nutrientes (DE ROZARI et al.,
2018; MANYA, 2012).

Acerca da selecdo das plantas para o tratamento do lodo coletado de tanques sépticos,
Magri et al. (2016) usou trés diferentes espécies, denominadas Zizaniopsis bonariensis,
Cyperus Papyrus e Typha domingensis, descobrindo que a Zizaniopsis bonariensis sao as
mais efetivas para o tratamento de lodo entre as espécies estudadas. Além disso, obteve-se
uma correlagdo positiva entre a desidratagdo do lodo e coliformes totais, bem como a remoc¢ao
de E. coli. De modo geral, as raizes das macroéfitas desempenham um importante papel ao
fornecerem area para a fixacao de microrganismos e absor¢ao de nutrientes presentes no lodo,
utilizando-os para o seu crescimento.

A remogao de patdgenos ocorre principalmente por meio de processos bioldgicos que
acontecem durante a humificacdo do lodo em wetlands. Sua remog¢ao também ¢ influenciada
por fatores fisicos e quimicos, como radiagao UV, temperatura, pH e microrganismos que se
alimentam desses patdgenos. Ja o nitrogénio ¢ removido principalmente pelos processos
como a nitrificagdo, desnitrificacdo, absor¢cdo pelas plantas, amonificacdo, assimilacdo de
biomassa, assimila¢do pelas plantas, rotas fisico-quimicas (DE ROZARI et al., 2018).

Uma comparacdo interessante de ser realizada entre as estacdes de tratamento de
esgoto e os wetlands construidos relaciona-se a pegada de carbono do gas metano nestes dois

sistemas, que no segundo caso ¢ insignificante quando comparada a energia necessaria € o
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consumo de matéria prima, enquanto a geracdo desse metano ¢ maior em estacdes de
tratamento de esgoto (UGGETTTI et al., 2010).

Os contaminantes presentes no esgoto sao tratados em wetlands construidos por meio
de uma combinagao de diferentes mecanismos compreendidos por atividades quimicas, fisicas
e biologicas. Esses processos incluem agdes sinérgicas de degradacdo microbiana, absor¢ao
pelas plantas, volatilizagdo, adsorcdo e filtracdo (DE ROZARI et al., 2015; SARDANA et al.,
2019; STEFANAKIS et al., 2016).

Assim, residuo solido reutilizavel e um lixiviado tratado sdo basicamente resultados de
longos processos de desidratacio e mineralizagdo da matéria organica (NIELSEN;
WILLOUGHBY, 2005). Ademais, o processo de desaguamento do lodo ¢ afetado por
parametros meteorologicos, como temperatura, velocidade do vento, precipitagdo, intensidade
de radiagdo, espécies plantadas, propriedades do substrato, periodos de alimentagdo e
descanso do sistema e aeracdo (GAGNON ef al., 2012; STEFANAKIS; TSIHRINTZIS,
2011).

2.3  BIOSSOLIDO
2.3.1 Biossélido: Defini¢ao

De acordo com a Resolugio CONAMA n° 498 de 19 de agosto de 2020 (BRASIL,
2020), cujo intuito € principalmente definir critérios e procedimentos para producdo e
aplicacdo de biossolido em solos, a defini¢do de biossélido € estabelecida como o produto do
tratamento do lodo de esgoto sanitario que, atendendo aos critérios microbiologicos e
quimicos estabelecidos pela propria Resolugao, estd apto para ser aplicado em solos.

Nesse sentido, Andreoli et al. (2007) afirma que o termo “lodo” é amplamente
designado como o subproduto sélido do tratamento de 4guas residudrias. Nos processos de
tratamento bioldgico, parte da matéria organica ¢ absorvida e convertida em biomassa
microbiana, chamada de lodo biolégico ou lodo secundario, composto principalmente de
solidos de origem biologica, explicando o emprego do termo ‘“biossolido”. Para ser um
biossolido, as caracteristicas quimicas e bioldgicas devem possibilitar a aplicagdo do lodo na
agricultura e outros usos produtivos. Assim, os biossolidos sdo a forma mais valorizada do
lodo, em comparacdo com outros meios de disposicao final, como incineragdo e aterros

sanitarios.
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2.3.2 Biossolido: Aplicacdes como biofertilizante

Atualmente, a valorizagdo agricola desse residuo ¢ preferivel em relagdo ao seu
envio ao aterro sanitario, ja que o reciclo de nutrientes do lodo garante o retorno dos
componentes organicos, nutrientes ¢ microelementos para as plantagdes, possibilitando a
substitui¢ao de fertilizantes quimicos (OLESZKIEWICZ; MAVINIC, 2002). Assim, uso de
lodo de tanque séptico mineralizado como biofertilizante, além de reduzir a contaminac¢ao dos
solos e das aguas, diminui a sobrecarga das empresas produtoras de fertilizantes (WOOQOD;

COWIE, 2004).
24  BIOFERTILIZANTES: RISCOS ASSOCIADOS

Assim, apesar do potencial do lodo como biofertilizante, esse residuo possui
restricdes, pois pode conter patdogenos e metais pesados capazes de prejudicar seres

humanos e outros organismos, além do meio ambiente (MANAS; DE LAS HERAS, 2018).
241 Microrganismos patogénicos

Em relagdo a presenga de microrganismos patogénicos, sua concentracdo varia de
acordo com a regido geografica, as condi¢des sanitarias e socioecondmicas da populacdo e
principalmente em relagdo ao tratamento realizado no lodo. Vale ressaltar que algumas
bactérias, como no caso da Escherichia coli, estdo presentes no trato intestinal, entdo sua
presenga no lodo ndo indica necessariamente que as pessoas que produziram o esgoto estdo
doentes. Por outro lado, patégenos como helmintos sdo indicadores que demonstram que a

populagdo analisada sofre de alguma parasitose (FUNASA, 2014). O
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Quadro 1 reine os principais organismos patogénicos encontrados no lodo e as

doencas causadas por eles.
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Quadro 1: Principais organismos patogénicos encontrados no lodo e doencgas

associadas
ORGANISMO DOEN%?S"FOP;/}LI\;CIPAIS
Grupo: Bactérias
Salmonella typhi Febre tifoide
Escherichia coli Gastroenterite
Leptospira spp Leptospirose

Grupo: Helmintos (Parasitas intestinais)

Disturbios digestivos, vomito,

Ascaris lumbricoides dor abdominal

Distarbios digestivos, vomito,

Taenia solium .
dor abdominal

Giardia lamblia Diarreia, perda de peso

Grupo: Virus

Virus da Hepatite A ¢ B Hepatite infeciosa

Rotavirus Gastroenterite

Meningite, encefalite, doencas
respiratorias
Fonte: Adaptado de Funasa (2014).

Esterovirus

2.4.2 Ecotoxicidade Ambiental

Apesar das inumeras vantagens que a aplicagdo de lodo de esgoto como biofertilizante
oferece, consequentemente sua participacdo na cadeia alimentar pode gerar potenciais
problemas relacionados a bioacumulacdo. Assim, o principal risco associado ¢ a potencial
acumulagdo em longo prazo de elementos toxicos (SINGH; AGRAWAL, 2008), que podem
ser absorvidos pelas culturas. Esses elementos incluem poluentes inorganicos, como metais
pesados, e micropoluentes organicos.

Nesse sentido, caso o residuo contenha algum componente téxico, sua utilizagdo pode
implicar em riscos para a saide humana. Além disso, saber do efeito toxico dos poluentes €
elementar para possibilitar a avaliagdo de riscos ambientais (MANAS; DE LAS HERAS,
2018).

Deste modo, fitotoxicidade ¢ o resultado da combinagdo de diversos fatores, que incluem
a exposicao a amoOnia, metais pesados, sais e acidos graxos, que tem mostrado efeitos
inibitorios no crescimento das plantas.

Em sementes de trigo, por exemplo, metais pesados como cromo, cobre, chumbo, niquel
e zinco acima de um certo valor inibem a germinagdo das sementes € o comprimento das

raizes (PHOUNGTHONG et al. 2016). Assim, ensaios de fitotoxicidade buscam avaliar a
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germinagdo e crescimento de diferentes espécies de vegetais, fornecendo respostas bioldgicas

a estabilizacdo de biossolidos (MENDES et al. 2016).
2.5  POS-TRATAMENTO DE BIOSSOLIDO
2.5.1 Bacillus subtilis

Antigamente, a qualidade das planta¢des e sua produgdo foram significativamente
impulsionadas pelo uso de defensivos agricolas. No entanto, recentemente o gerenciamento
das plantacdes tem sofrido mudangas, buscando-se evitar o uso de pesticidas quimicos, pois
possuem alto potencial de poluigdo do meio ambiente e seus residuos afetam a satide humana
e os ecossistemas. O uso de biossolidos como biofertilizante na agricultura pode ser uma
alternativa nesse sentido, mas apesar de ser adequado para aplicagdo agricola, um pos-
tratamento pode ser necessario, buscando melhorar sua agdo de biocontrole (ZWARA;
OBARSKA-PEMPKOWIAK, 2000).

Uma alternativa possivel e pouco explorada, ¢ o pos-tratamento utilizando as
bactérias do género Bacillus, que possuem diversos beneficios em relagdo ao controle de
doencas em plantas (BACON; HINTON, 2002; LIU et al., 2009) e na promogao do
crescimento delas (RAJENDRAN et al., 2008). Além disso, esses microrganismos também
sdo aliados na ag¢do inibitoria contra patdogenos prejudiciais a satide humana, como por
exemplo Bacillus cereus, Clostridium perfringens, E. coli, L. monocytogenes, S. enterica
Typhymurium, e Shigella flexineri (BACON; HINTON, 2002; FOLDES et al., 2000; ISLAM
et al., 2010; LA RAGIONE et al., 2001; LA RAGIONE; WOODWARD, 2003; MOORE et
al., 2013; PINCHUK et al., 2002; SABATE; AUDISIO, 2013).

No contexto agricola, fitopatdgenos sdo uma séria ameaga para a produgdo e incluem
bactérias, fungos, nematoides, parasitas de plantas e virus. S3o cada vez mais comuns e
podem causar diversas doencas em plantas, gerando grandes perdas em plantagdes ao redor do
mundo (ETASAMI et al. 2023). Por outro lado, patégenos como Salmonella e E. coli, por
vezes podem contaminar solos e plantas, apresentando risco para a saide humana (HOUGH et
al., 2018).

Nesse sentido, agentes de biocontrole atuam contra fungos e bactérias patogénicos por
meio de uma série de mecanismos, como competicado por espago € nutrientes, parasitismo,
antibiose e ou estimulando as defesas da planta hospedeira. Assim, as diversas capacidades e

vantagens das bactérias do género Bacillus em comparacdo com os agroquimicos tradicionais
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sdo aliadas no desenvolvimento de biofertilizantes e agentes de biocontrole para uso na
agricultura (HASHEM et al., 2019).

As bactérias do género Bacillus subtilis sio chamadas de bactérias promotoras do
crescimento das plantas, as quais crescem na rizosfera, colonizam raizes das plantas e ajudam-
nas de diferentes maneiras. No geral, auxiliam no crescimento das defesas das plantas contra
estresses bidticos e abiodticos. Para promover o crescimento da planta e o controle da
proliferagdo de patdogenos, os mecanismos diretos e indiretos que o Bacillus spp. Utiliza
incluem a solubilizacdo e mineralizacdo de nutrientes como fosforo e potassio, fixacdo de
nitrogénio produgdo de I-aminocyclopropne-1-carboxlyic acid (ACC), fitohormonios,
compostos antimicrobianos, enzimas hidroliticas e sider6foros (ETESAMI et al.,2023).

Além disso, os Bacillus spp. tem a habilidade de formar esporos resilientes que os
fazem adequados para aplicagdes agricolas, intensificando a satide dos solos e das plantas
(ETESAMI et al.,2023). Esses esporos sdo altamente resistentes a fatores ambientais severos,
tornando-os favoraveis como agentes de biocontrole por suas vantagens de produgdo,
transporte ¢ armazenamento em diversos ambientes, sem perder sua viabilidade (DRIKS,
2004).

Em relacdo as medidas de biocontrole, Shen et al. 2017 afirma que o emprego da
bactéria Bacillus subtilis demonstra ser mais promissor se comparado com métodos quimicos
ou fisicos de controle, pois oferecem protecdo continua ao meio. Além disso, sdo
frequentemente mais ativos que biocontrole baseado em outras bactérias promotoras de
crescimento das plantas, pois os Bacillus spp. sao mais efetivos na formacao de esporos e
producdo de metabolitos, melhorando a viabilidade celular em produtos formulados para
comercializacdo. Outras finalidades atualmente comuns do Bacillus subtilis, sdo o seu uso
como probioticos oferecendo diversos beneficios para a satde humana (KHATRI et al., 2016;
TOMPKINS et al., 2010) e também sdo eficientes na seguranca microbiana de produtos de
origem animal (JOERGER; GANGULY, 2017).

Em relacdo a sua morfologia e caracteristicas bioquimicas, sdo descritas como gram-
positivas, em forma de bastonetes, facultativamente aerdbicas ou anaerobicas com altas taxas
de crescimento, baixos requisitos nutricionais e de catalise positiva.

Shen et al. (2017) estudou a internalizagdo de Salmonella e E.coli em brotos de feijao
aliados a acdo antagonista realizada por diferentes cepas de Bacillus subtilis, ja que os
microrganismos Salmonella e Escherichia coli sdo comumente utilizados como indicadores

de contaminagdo fecal em agua e alimentos, fato que serviu de motivagdo para o presente
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trabalho, consistindo em uma transposic¢ao tecnologica que visou avaliar o biocontrole contra

agentes patogénicos como E. coli e Salmonella, além da bactéria Enterococcus.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho ¢ uma contribuicdo para a linha de pesquisa da recuperagdo de
recursos proveniente do tratamento de efluentes domésticos, forte segmento da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), onde o Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental
(ENS) do Centro Tecnologico (CTC) abriga o grupo de pesquisas em Recuperacdo de

Recursos de Sistemas de Saneamento (RReSSa).

3.1 TRATAMENTO APLICADO AO LODO DE TANQUE SEPTICO PARA A
OBTENCAO DO BIOSSOLIDO DO EXPERIMENTO

O biossolido analisado no presente estudo corresponde ao residuo tratado por um
sistema de wetlands construidos, localizado no Centro de Treinamento da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (CETRE - Epagri), localizado no
bairro Itacorubi em Floriandpolis, Santa Catarina. Esse sistema, definido por Magri et al.
(2016), ¢ composto por trés wetlands construidos onde cada wetland possui 0,8 m? de area
superficial e densidade de plantas de 15 plantas/m?. Os pilotos diferenciam-se entre si pela
espécie de macrofita plantada, sendo elas: Zizaniopsis bonarienses, Cyperus Papyrus e
Thypha domingensis.

Cada wetland ¢ constituido por uma camada de 0,10 m de areia grossa, 0,20 m de
cascalho pequeno e 0,45 m de cascalho grande. Uma borda livre de 0,20 m foi projetada para
permitir a acumulagdo do lodo desidratado. Possuem tubos de ventilagdo de 45 mm de
diametro, alocados verticalmente nos tubos de drenagem, e a 1,0 m acima das superficies
filtrantes. A operagdo em relagdo a alimentacao do sistema foi definida para uma aplicac¢ao de
200kgST.m™.year" e tempo de percolagio de seis dias (MAGRI et al., 2016).

As condi¢des operacionais do sistema foram realizadas em ciclos, sendo que: os
wetlands construidos foram alimentados semanalmente, alternando o lodo de tanque séptico
(carga de 150 kgST m—2ano—1) e lixiviado (etapa de recirculacdo). Para alcancgar a carga de
solidos totais, o volume de lodo aplicado foi definido como 430L para cada alimentagdo em
cada wetland. O volume de lixiviado recirculado ndo foi constante por causa de processos
como evapotranspiragdo ¢ retencdo de agua no filtro. O tempo de reten¢do hidraulica
estabelecido foi de seis dias para ambos os processos, alimentacao de lodo e recirulagdao. Cada
ciclo completo durou 13 dias. O experimento e ciclos de alimentacdo e descanso foram

conduzidos até o ano de 2016. Assim, até¢ a data de coleta do biossolido para a presente
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pesquisa, o tempo de mineralizagao do lodo foi de aproximadamente sete anos (MAGRI ef al.,

2016).

Figura 5: Esquema da escala piloto do wetlands contraidos estudados no tratamento de lodo
de tanque séptico

Macréfitas

N

1 Zizaniopsis Cyperus Thypha
/ M__> Tubos de ventilagéo bonariensis papyrus domingensis
e > 3 -

Borda livre para
acumulagéo de lodo

I ||flilm ‘IEII
10 cm areia f'1 F"', ’ A

20 cm cascalho pequeno

45 cm cascalho grande

1> Lixiviado

Fonte: Magri et al. (2016)

Sobre a qualidade do liquido percolado, os trés pilotos obtiveram boa eficiéncia em
relacdo a Demanda Quimica de Oxigénio de 98-99% e por meio de analises estatisticas as
performances dos wetlands podem ser consideradas iguais. O mesmo aconteceu com o
nitrogénio amoniacal, cujas porcentagens de remocao foram de 79-82%, ndo apresentando

diferencas estatisticas entre os pilotos (MAGRI et al., 2016).

Figura 6: Sistema de wetlands do CETRE - Epagri

Fote Arquivo da autora (2023). o
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3.2  COLETA DO BIOSSOLIDO

A coleta das amostras de biossdlidos foi realizada no dia 30 de agosto de 2023, no
Centro de Treinamento da Empresa de Pesquisa Agropecuaria ¢ Extensdao Rural de Santa
Catarina (CETRE - Epagri), localizado no bairro Itacorubi em Florianépolis, Santa Catarina.
O sistema responsavel por tratar o lodo de tanque séptico e mineralizar seus compostos,
transformando-o em biossolido, € composto por trés wetlands construidos de fluxo vertical
em escala piloto. Em cada wetland utilizou-se uma espécie diferente de macrofitas:
Zizaniopsis bonarienses, Cyperus Papyrus ¢ Thypha domingensis (MAGRI et. al, 2016).

Coletou-se uma amostra de biossolido por wetland de aproximadamente 3,0 kg cada.
3.3 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DO BIOSSOLIDO

A contaminagdo microbiologica inicial do biosso6lido foi analisada no Laboratério de
Microbiologia do ENS/UFSC, por meio da preparagdo de amostra de biossolido na qual se
diluiu 1g de biofertilizante em 9 ml de solucdo salina peptonada e posterior diluicdo seriada.
As analises ocorreram em triplicata e o plaqueamento ocorreu em agares especificos para a
identificacao dos microrganismos de interesse presentes na amostra: para Escherichia coli, o
agar MacConkey; para Salmonella, o é4gar XLD (Xilose Lisina Desoxicolato); para
Enterecoccus, o adgar SlaBa (Slanetz-Bartley); e por fim, para Bacillus subtilis, DSM (Difco
sporulation médium). Assim, as placas foram incubadas a 37+2 °C por 24 h e os resultados
foram exprimidos em unidades formadoras de colonias (UFC.g-1).

As condigdes iniciais do biossolido foram verificadas por meio de analises
microbiologicas realizadas em triplicatas em suas amostras. Assim, anteriormente a
inoculacdo, constatou-se que o biossolido ndo apresentou contaminacdo das bactérias
Salmonella e Enterococcus. Porém, para as bactérias E. coli e Bacillus subtilis, a
contaminagdo média encontrada nas amostras de biossolido foram de, respectivamente, 1,17 x

104 UFC.g-1 (4,07 Log10.UFC.g-1) e 4,65 x 10°4 UFC.g-1 (4,67 Log10.UFC.g-1).

34  INOCULACAO DOS MICRORGANISMOS NO BIOSSOLIDO

O teste foi preparado para verificar se o enriquecimento do biossélido com Bacillus
subtilis poderia desempenhar alguma agdo de biocontrole contra bactérias entéricas. Deste
modo, as amostras dos trés wetlands foram levadas ao laboratorio, e misturadas para a

obtencdo de amostras compostas. Para tanto, amostras de 200g de cada wetland foram
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utilizadas para formar uma amostra composta de 600 g. Por fim, 3 amostras compostas foram
preparadas para receber os tratamentos do teste.

Para o ensaio de agdo biocida dos Bacillus subtili, foram utilizados os modelos
bacterianos Escherichia coli, Salmonella e Enterococcus. As cepas utilizadas forma: cepa
bacteriana (BAC-FAR) — Bacillus subtilis subsp spizizenii CCCD — B005; cepa bacteriana
(BAC-FAR) — Enterococcus faecalis CCCD — E002; Escherichia coli ATCC13706; e
Salmonella WG49 NCTC12484. Assim, cada recipiente recebeu uma inoculacio diferente: o
tratamento A foi inoculado com Bacillus subtilis a 2% (m/v) da massa do biossélido (12 ml da
bactéria Bacillus subtilis); O tratamento B, foi inoculado com 2% (m/v) de Bacillus subtilis
(12 mL) e microrganismos indicadores Salmonella. E. coli e Enterococcus (12 ml de cada
microrganismo); e por fim, a amostra C foi inoculada apenas com os modelos bacterianos E.
coli, Salmonella e Enterococcus em mesma quantidade das amostras anteriores, 2% (m/v) ou
12 ml de cada microrganismo. A Figura 7 ilustra as amostras descritas.

Figura 7: Tratamentos com diferentes inoculacdes utilizados no experimento

Fonte: A autora (2023).

A solugdo bacteriana para inoculagdo nas amostras de biossolido foi preparada
através da propagacdo dos microrganismos utilizados em seus respectivos meios de
crescimento. Os indculos foram produzidos no laboratério RReSSa, no departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC, de modo que para a E. coli utilizou-se o meio

MSB (Modified Scholtens’ Broth), para Salmonella o TYGB (Tryptone Yeast Extract
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Glucose Broth), para Enterococcus o TSB (Trypticase Soy Broth) e para Bacillus subtilis o
caldo nutriente. Vials de 1,2 ml dos estoques bacterianos cresceram overnight, em 50 ml de
meio de crescimento a 37°C por 12 h e posterior adi¢do de 30 ml, com incubagdo por mais 5
horas.

Incorporaram-se manualmente os microrganismos no biossélido e posteriormente
realizou-se a diluicdo das amostras em triplicatas. Na primeira andlise as dilui¢des utilizadas
foram -4, -5 e -6. J4 a segunda e terceira analise ocorreram nas diluigdes -3, -4 e -5 e por fim,
as andlises do quarto e quinto dias foram nas diluigdes -2, -3 e -4. A primeira analise foi
realizada 4 horas apds a inoculacdo, sendo que outras 4 analises foram realizadas a cada 24

horas, totalizando 5 dias de analises.

Figura 8: Metodologia de analise do Bacillus subtilis como agente de biocontrole contra as
bactérias E. coli, Salmonella e Enterococcus no biossélido

Controle de colonizagdo dos Biossélido enriquecido com Biossoélido sem enriquecimento:
Bacillus subtilis Bacillus subtilis + microrganismos controle do decaimento dos
modelos microrganismos modelos
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Fonte: A autora, por Biorender.com (2023).

3.5 ENSAIO DE FITOTOXICIDADE DO BIOSSOLIDO

Para o ensaio de fitotoxicidade, utilizaram-se sementes de Lactuca sativa,
popularmente conhecida com alface, a fim de avaliar o desenvolvimento de suas sementes
quando envolta no biossolido, por meio do estudo da quantidade de sementes germinadas e
comprimento de suas raizes. Assim, adaptacdes realizadas na metodologia proposta por Priac
et al. (2017), possibilitaram a analise do comportamento das sementes quando germinadas na
presenca de biossé6lido diluido em 4gua destilada a concentragdes de 2%, 5% e 10%, além do

controle com agua destilada.
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Desta forma, a cada concentragdo cinco placas de Petri foram utilizadas, onde em
cada uma delas foram posicionadas 10 sementes ¢ logo em seguida depositados um aliquota
de 2 ml da dilui¢do na concentracdo associada. No total, foram necessarias 20 placas de Petri
(90x11mm) e 200 sementes de alface. Apds a preparacdo das placas, estas foram conservadas
em ambiente escuro a uma temperatura de 22°C durante cinco dias. Ao final desse periodo,
contou-se a quantidade de sementes germinadas por placa e mediu-se o comprimento de suas
radiculas.

Figura 9: Ensaio de Fitotoxicidade

2midedgua (e (& (S (S (S

destilada

2 mi de é’ JZ" :ﬂ—&\ ﬂ?& 42"\

biossdlido 2%

2mld
biosscgnlidoew% 9 9 9 Q Q

Incubagao no escuro por 5 dias a 22°C
Fonte: A autora, por Biorender.com (2023).

Os resultados obtidos foram utilizados nos célculos de germinagdo relativa das
sementes (GRS), comprimento relativo da raiz (CCR) e indice de germinagdo (IG). A
Equacdo 1, Equagdo 2 e Equacdo 3 descrevem os parametros citados e foram calculadas com

auxilio do software Excel.

n? de sementes germinadas na amostra

GRS (%) = 1
( /0) n? de sementes germinadas no controle ( )
comprimento total das raizes germinadas na amostra
CRR (%) = : , : 2
comprimento total das raizes germinadas no controle
CRS*CRR
16 (%) = 3)

100
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Por fim, os dados receberam tratamentos estatisticos passando por um teste de
normalidade e, apresentando normalidade, receberam uma anélise de variancia ANOVA de

dois fatores.

3.6 ANALISE DA MINERALIZACAO DO BIOSSOLIDO: SOLIDOS TOTAIS E
SOLIDOS VOLATEIS

Os solidos totais e os solidos volateis sdo indicadores que podem ser empregados
para avaliar o nivel de estabilizagdo da matéria organica, refletindo diretamente no teor de
decomposicao do lodo. Esse processo, por sua vez, esta associado a capacidade do lodo de
gerar odores desagradaveis e atrair vetores transmissores de doencas (CORREIA, 2009).

O Art. 11. da Resolugio CONAMA n°489/2020 (BRASIL, 2020) define que
biossolidos a serem utilizados em solos deverdao atender a pelo menos um dos critérios
apresentados pela resolugdo em relagdo a reducdo de atratividade de vetores. Entre os
critérios, esta a estabilizagdo da fracdo do biossolido, tendo que ser comprovado uma relagao
entre solidos volateis e solidos totais inferior a 0,65, para lodos provenientes de diversos
processos de esgoto sanitario, entre eles sistemas alagados construidos, sempre de acordo com
a evidéncia da conformidade com os parametros operacionais especificos ou com as variaveis
de controle de qualidade do biossolido tratado.

Para as determinacdes de solidos totais, solidos totais fixos e s6lidos totais volateis,
foram realizadas triplicadas de quatro diferentes amostras, sendo elas: amostra A, biossolido
inoculado com Bacillus subtilis, amostra B, biossélido inoculado com Bacillus subtilis e as
bactérias modelos Salmonella, E. coli e Enterococcus; amostra C, biossolido inoculado
apenas com as bactérias modelos; e amostra D, sendo somente o biossélido sem nenhuma

inoculagdo dos microrganismos de interesse. Deste modo, totalizaram-se 12 amostras.

3.6.1 Determinacao de solidos totais

No inicio do processo de determinagdo dos solidos, os cadinhos de porcelana
utilizados foram dispostos vazios em uma mufla a (550 = 50) °C por 30 minutos e posterior
resfriamento completo em dessecador, a temperatura ambiente. Apds o esfriamento, foram
pesados imediatamente, obtendo-se o peso do cadinho “P1”. Em seguida, cada cadinho foi
preenchido com aproximadamente 10 g de biossolido. As amostras foram secas em estufa
entre 103 e 105 °C por 1h, esfriadas em temperatura ambiente dentro do dessecador e pesadas
imediatamente, cujo peso do residuo seco em estufa mais o cadinho foi denominado de “P2”.

Deste modo, a determinagdao de solidos totais pode ser obtida através da diferenca entre a
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massa inicial de cada amostra e a massa obtida da amostra apds a secagem, conforme a
Equagao 4 (APHA, 2012).

ST (%) — (P2-P1)(g) (4)

Peso da amostra (g)

Figura 10: Determinagao sélidos totais do biossolido

Fonte: Arquivo da autora (2023).
3.6.2 Determinacao solidos totais volateis

Para a determinagao dos solidos fixos, submeteu-se o residuo resultante do processo
de determinacdo dos solidos totais ao procedimento de calcinagdo, onde permaneceu a uma
temperatura de (550 = 50) °C por 30 minutos, cujo esfriamento ocorreu em temperatura
ambiente em dessecador e pesado imediatamente, obtendo-se o peso do residuo seco apos a
calcinagdo mais o cadinho “P3”. Os sdlidos fixos foram obtidos por meio da subtragcdo do
peso do cadinho com a amostra apds calcinagdo do peso do cadinho no inicio do
procedimento, conforme a Equacao 5 (APHA, 2012).

STV (%) = — 22 F) (5)

Peso da amostra (g)
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Figura 11: Determinacao de solidos fixos no biossélido

Fonte: Arquivo da autora (2023).

3.6.3 Determinacao de solidos totais fixos

Os solidos volateis sdo definidos como a diferenga entre os solidos totais € os solidos

volateis, de acordo com a Equagdo 6.
STF (%) = ST (%) — STV (%) (6)
3.7 PHEUMIDADE

Ao longo das andlises, mediram-se os valores de pH por meio de um medidor de pH,
de acordo com o método descrito por Tedesco (1995), pH em agua destilada 1:2,5 solo agua,
sendo 4 g de solo para 10 mL de dgua, com agitacdo por 1 min e posterior medigao.

Os valores de umidade durante o experimento foram obtidos por meio da disposi¢ao
de triplicatas das amostras de biossélido A, B e C em estufa a 105°C, durante 24 horas.

Assim, os valores de umidade gravimétrica foram adquiridos por meio da Equagao 7.
Umidade gravimétrica = 100 (ab+b) (7)
Onde:

a = peso da amostra umida (g);

b = peso da amostra seca (g).
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3.8 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS OBTIDOS

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism 10 e BioEstat 5.0.
Os dados de pH, umidade e fitotoxicidade passaram por teste de normalidade com posterior
aplicacdo dos testes paramétricos ANOVA com teste post hoc de Tukey para verificagao da
diferenga estatistica entre as médias. Os dados microbioldgicos por sua vez, foram obtidos em
UFC.g"! e log normalizados (LoglOUFC.g") para aplicagdo de regressio linear, de forma a
obter os valores de T90 e o coeficiente de decaimento de cada micro-organismo nos

tratamentos testados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 UMIDADE E PH

Medi¢des de pH no biossoélido foram realizadas nos tratamentos A, B e C ao longo do
tempo de experimento. Deste modo, anteriormente a inoculagdo das bactérias no biossélido, o
pH médio da amostra composta resultou em um valor de 3,6. Apds inoculado, no primeiro dia
de analise seus valores médios para os tratamentos A, B e C foram, respectivamente: 3,8, 3,9
e 4,0. Por outro lado, no quinto e ultimo dia de analise, os valores foram de 3,7 para A, 3.9
para B e 3,8 para C. A variacdo de seus valores com desvio padrdo pode ser observada na
Figura 12.

Para a normalidade dos dados de pH, os tratamentos A, B e C apresentaram
normalidade de dados (p > 0,05), cujos valores de p foram de 0,40 e 0,64 para A e B,
respectivamente, e 0,14 para C.

Encontrou-se variancia significativa entre os valores dos tratamentos A ¢ B (p <0,01),
enquanto entre os tratamentos A e C ndo houve variancia significativa (p > 0,05), bem como

entre os tratamentos B e C (p > 0,05).

Figura 12: Variacao dos valores de pH para o biossélido incluindo média e desvio
padrao por tratamento
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Fonte: A autora (2023).

No que diz respeito a umidade, para o primeiro dia de andlise os valores médios foram
de 53,88% para o tratamento A, 66,41% para B e para C foi de 62,88%. No terceiro dia de

analise a média dos valores de umidade esteve proxima dos 36% em todos os tratamentos. O
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quinto e ultimo dia de analise retornou valores médios de 51,53% para A, 62,60% para B e
61,00% para C. A Figura 13 ilustra a variagdo dos valores do teor de umidade por meio da
média e desvio padrdo desses dados.

Os dados de umidade apresentam normalidade para os tratamentos B e C (p > 0,05),
cujos valores foram, respectivamente, p = 0,6924 ¢ p = 0,1132, ja para o tratamento A o valor
foi de p = 0,0222. Acerca da variancia do teor de umidade, ndo houve variancia significativa

entre os tratamentos (p > 0,05).

Figura 13: Variacao dos valores de umidade para o biossolido incluindo média e desvio
padrao por tratamento
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Fonte: A autora (2023).

42  COMPORTAMENTO DO BACILLUS SUBTILIS

A concentragdo inicial de Bacillus na amostra de biossolido antes da inoculacao, foi
de: 4,65 x 104 (4,07 Logl0.UFC.g-1). Ap6s 4 horas da inoculagdo, a concentracdo média de
Bacillus subtilis foi de 1,37 x 1076 (5,98 Log10.UFC.g-1), 6,00 x 10”5 (5,46 Logl10.UFC.g-1)
e 8,83 x 10"4 (4,94 Logl0.UFC.g-1) para os tratamentos A, B e C, respectivamente. No
tratamento C, a presenga de Bacillus indica a presenca de espécies de Bacillus sp. naturais que
Jé estavam presentes no biossolido antes do processo de inoculagdo, aqui denominadas de nao
tipicas, pois apesar de parecidas morfologicamente, ndo se pode afirmar que sdo da mesma
estirpe da cepa de Bacillus subtilis utilizada na inoculagao.

Apo6s 5 dias de inoculacdo, detectaram-se os valores de 1,59 x 105 (5,14
Logl0.UFC.g-1) para A, 1,28 x 10"5 (4,86 Logl10.UFC.g-1) para o tratamento B e para o C
7,71 x 10"4 (4,83 Logl0.UFC.g-1).
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Figura 14: Colonias da bactéria Bacillus subtilis em placa de Petri do Tratamento A

Fonte: A autora (2023).

4.3 DECAIMENTO DOS MICRORGANISMOS
4.3.1 E. coli

Antes da inoculacdo, a contaminagdo média de E. coli encontrada nas amostras de
biossoélido foi de 1,17 x 104 UFC.g-1 (4,07 Logl0.UFC.g-1). Quatro horas apds a
inoculagdo, os tratamentos apresentaram uma concentracdo média inicial correspondente a
3,82 x 1076 (6,55 Logl0.UFC.g-1) para o tratamento B e 6,73 x 10”6 (6,83 Logl0.UFC.g-1)
para o tratamento C. No quarto dia de andlise, detectou-se 5,75 x 10"2 (2,64 Logl10.UFC.g-1)
no tratamento B e 2,0 x 10”3 (3,26 Logl0.UFC.g-1) no tratamento C. Apd6s 5 dias de
inoculagdo, ndo detectou-se E. coli no tratamento B, porém para C a concentragdo
correspondente foi de 2,08 x 10”3 (2,91 Logl0.UFC.g-1). Logo, o decaimento dessa bactéria
foi de 3,91 unidades logaritmicas para o tratamento B entre o primeiro e quarto dias de analise
o decaimento para o tratamento C do primeiro ao quinto dia foi de 3,91 unidades logaritmicas.

Em relagdo ao tratamento A, nao detectou-se E. coli ao longo das anélises, porém na
quarta e quinta analise houve a detec¢ao de bactérias ndo tipicas, cujas concentragdes médias
foram de 8,67 x 10”2 (2,94 Logl0.UFC.g-1) e 3,73 x 10”3 (3,57 Logl0.UFC.g-1),
respectivamente. Bactérias ndo tipicas também apareceram em resultados do quarto dia para o
tratamento C, com uma deteccdo de 8,00 x 102 (2,90 Logl0.UFC.g-1), bem como uma
deteccdo em B, no quinto dia, de 1,00 x 10"2 (2,00 Log10.UCF.g-1). O comportamento da E.
coli, bactérias tipicas das cepas de referéncia, ao longo das analises estd demonstrado na

Figura 15.
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Figura 15: Retas de decaimento da bactéria Escherichia coli ATCC13706 no biossolido em
cada tratamento
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Fonte: A autora (2023).
As taxas de coeficiente de decaimento (K), valores de r? e p, tempo de inativacao de 1

unidade logaritmica (T90), e o tempo para inativacao de 99,99% (4 logs) estdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1: Valores de R?, p, K, T90 e tempo de inativagao para 4 Log10 para a bactéria
Escherichia coli ATCC13706

Tratamentos R? p K T90 (dias) 4Logl0
A - - - - -
B 0,8989 <0,0001 0,1575 0,7527 3,0108
C 0,8534 <0,0001 0,1268 0,9439 3,7756

Fonte: A autora (2023).

Figura 16: Colonias da bactéria E. coli em Placas de Petri de amostras do Tratamento
C para as diluigdes (a) -5 e (b) -4.
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(a) (b)

Fonte: Arquivo da autora (2023).

Figura 17: Colonias da bactéria E. coli em Placas de Petri de amostras do Tratamento B para
as diluigoes (a) -5 e (b) -4.

Fonte: Arquivo da autora (2023).

Neste trabalho foi possivel observar um rapido decaimento bacteriano no biossoélido,
diferente dos resultados obtidos em solos adubados com biofertilizantes parecidos. Neste
sentido, Carlon (2021), ao analisar o comportamento da E. coli em tratamentos de solo com
fezes co-compostadas, obteve um valor para o T90 de 10,2 dias. No mesmo sistema de plantio
e mesmo biofertilizante, Ferreira (2022) obteve coeficiente de decaimento K foi de -0,06117 ¢
T90 de 13,24 dias, um decaimento bem mais lento que o observado neste trabalho.

Outro fator que pode afetar a sobrevivéncia do modelo bacteriano sdo os
microrganismos ja presentes no biossolido. Neste experimento o biosélido ndo foi
autoclavado. Neste sentido, Jiang e colaboradores (2002) testaram a diferenga na adubagao
com compostos contaminados em solos autoclavados e ndo autoclavados. O declinio da
bactéria E. coli O157:H7 foi mais rapido em solos ndo autoclavados, o que pode ter ocorrido
devido as interagdes antagdnicas entre as cepas utilizadas no estudo e os microorganismos ja

presentes no solo.

4.3.2 Salmonella

Antes da inoculagdo nao houve detec¢dao de Salmonella no biossolido. Quatro horas
apds a inoculagdo, a concentragdo média da Salmonella detectada foi de 9,88 x 1076 (6,99

Logl10.UFC.g-1) para o tratamento B e 1,18 x 10"7 (7,05 Logl10.UFC.g-1) para o tratamento
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C. No quarto dia de analise, obteve-se a concentracdo média para o tratamento B de 4,12 x
10”3 (3,56 Logl0.UFC.g-1) e 4,97 x 10”3 (3,52 Logl0.UFC.g-1) para o tratamento C,
enquanto que no quinto dia de analise, a concentracdo para o tratamento B foi de 3,17 x 10"2
(2,98 Logl0.UFC.g-1) e para o tratamento C ndo houve detec¢do desta bactéria, apenas 5,0 x
10”3 UFC.g-1 de uma bactéria ndo tipica. Assim, o decaimento para o tratamento B ocorrido
do primeiro ao quinto dia foi de 4,01 unidades logaritmicas e entre o primeiro e o quarto dia
de analise o decaimento no tratamento C foi de 3,53 unidades logaritmicas. Nao foi detectada

Salmonella no tratamento A ao longo do tempo.

Figura 18: Retas de decaimento da bactéria Salmonella WG49 NCTC12484 no biossolido
para cada tratamento
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Fonte: A autora (2023).
As taxas de coeficiente de decaimento (K), valores de r? e p, tempo de inativacao de 1

unidade logaritmica (T90), e o tempo para inativacdo de 99,99% (4 logs) estdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de R?, p, K, T90 e tempo de inativagao para 4 Log10 para a
bactéria Salmonella

Tratamentos R? p K T90 (dias) 4Logl0
A - -
B 0,931 <0,0001 0,08594 0,9549 3,8196
C 0,9417 <0,0001 0,08512 0,9247 3,6988

Fonte: A autora (2023).
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O trabalho de Carlon (2021) utilizou fezes co-compostadas inoculadas com 7 logs de
Salmonella em lisimetros plantados com Lactuca Sativa e obteve um coeficiente de
decaimento de -0,0838, com a reducdo de 1 log estimada em 11,9 dias. J& Ferreira (2022)
obteve nos mesmos lisimetros, valores do coeficiente K -0,075 e T90 de 16,74 dias para

Salmonella.

4.3.3 Enterococcus

Em relagdo a bactéria Enterecoccus, no primeiro dia de analise a sua concentragao
média inicial foi de 2,67 x 10"7 (7,42 Logl0.UFC.g-1) para o tratamento B e 6,59 x 10"7
(7,79 Logl0.UFC.g-1) para C, avaliados 4 horas apds a inoculagdo. Ja no quinto dia, as
concentracoes detectadas foram de 6,74 x 10*5 (5,58 Logl0.UFC.g-1) e 1,01 x 10"5 (4,86
Log10.UFC.g-1) respectivamente para B e C. Desta forma, o decaimento bacteriano resultante
foi de 1,84 unidades logaritmicas para o tratamento B e 2,93 unidades logaritmicas para o

tratamento C. No tratamento A ndo foi detectada Enterococcus ao longo do tempo.

Figura 19: Retas de decaimento da bactéria Enterecoccus no biossélido para cada

tratamento
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Fonte: A autora (2023).
As taxas de coeficiente de decaimento (K), valores de r* e p, tempo de inativacao de 1
unidade logaritmica (T90), e o tempo para inativacdo de 99,99% (4 logs) estdo apresentados

na Tabela 3.



53

Tabela 3: Valores de R?, p, K, T90 e tempo de inativagdo para 4 Logl0 para a
bactéria Enterecoccus

Tratamentos R? P K T90 (dias) 4Log10
A - - - - -
B 0,7141 0,0003 0,1004 1,9 7,6
C 0,8572 <0,0001 0,07712 1,468 5,872

Fonte: A autora (2023).
4.3.4 Comportamento das bactérias nos tratamentos

O comportamento das bactérias por tratamento esté ilustrado na Figura 20, que busca
facilitar o entendimento entre o comportamento dos microrganismos modelos nos
tratamentos.

Assim, para o tratamento A, o decaimento para a bactéria Bacillus subtilis foi de 0,85
unidades logaritmicas, ndo sendo detectada a presenca dos outros microrganismos analisados.
Para o tratamento B, o decaimento da bactéria Bacillus subtilis foi de 0,61 unidades
logaritmicas, para a bactéria Salmonella foi de 4,01 unidades logaritmicas e de 1,84 unidades
logaritmicas para a bactéria Enterococcus, ndao sendo detectada a presenga de Escherichia coli
no quinto e ultimo dia de andlise, porém no quarto dia de analise o decaimento de E. coli para
esse tratamento foi de 3,91 unidades logaritmicas Por fim, no tratamento C o decaimento da
bactéria Bacillus nao tipicas foi de 0,11 unidades logaritmicas, enquanto que para a
Escherichia coli, foi de 3,91 unidades logaritmicas e 2,93 unidades logaritmicas para a
bactéria Enterococcus, sendo que a bactéria Sa/monella ndo foi detectada ao fim do periodo
das analises, mas no quarto dia o decaimento encontrado foi de 3,53 unidades logaritmicas.

Shen et al. (2017) analisou a internalizacdo das bactérias Salmonella enterica,
Escherichia coli e diferentes cepas de Bacillus subtilis em brotos de feijado, bem como o
comportamento entre esses microrganismos durante o processo de brotagdo. Os resultados do
autor demonstram que os miccrorganismos Sa/monella e Escherichia coli decairam ao longo

do tempo independente da presencga de Bacillus subtilis.
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Figura 20: Variac¢do da concentragdo das bactérias presentes no Tratamento A (a),
Tratamento B (b) e Tratamento C (c).
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Fonte: A autora (2023).

A taxa de decaimento no solo ¢ influenciada por uma variedade de elementos
bidticos e abioticos, tais como as propriedades fisicas do solo, a atividade microbiana, bem
como condigdes climaticas e ambientais relacionadas ao pH e umidade (ALEGBELEYE;
SANT’ANA, 2020). Assim, os baixos valores de umidade e pH obtidos foram essenciais nos

resultados de decaimentos obtidos.
4.4 TESTE DE FITOTOXICIDADE DO BIOSSOLIDO

As sementes de Latuca sativa foram incubadas ao longo de cinco dias, possibilitando
a analise de quantas sementes foram germinadas € o comprimento de suas raizes. Desta
forma, avaliaram-se os valores para a média das sementes germinadas, média dos
comprimentos das radiculas, a germinagdo relativa das sementes (GRS), o comprimento
relativo da raiz (CRR) e o indice de germinacdo das sementes (IG). Essas andlises foram
realizadas para trés diferentes concentragdes de biossolido, além do controle, sendo elas: 2%,

5% e 10%. Além disso, essas concentracdes foram aplicadas a dois diferentes tratamentos,
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cujo Tratamento 1 indica apenas o biossolido e o Tratamento 2 ¢ referente ao biossolido
inoculado com Bacillus subtilis. Os resultados para cada tratamento estdo explicitos,
respectivamente, no Tabela 4 e Tabela 5.

Para o Tratamento 1, o biossélido ndo apresentou toxicidade em nenhuma das
concentragdes avaliadas, apenas auxiliando no crescimento, sendo que os valores de IG para
as concentragdes de 2%, 5% e 10% resultaram em indices maiores do que 100%. O mesmo
ocorreu no Tratamento 2. Segundo Roig et al. (2012), indices de germinacao (IG) maiores do
que 100% possuem o que o autor chama de “efeito benéfico”.

Valores semelhantes foram obtidos na pesquisa realizada por Venegas et al. (2019)
utilizando diferentes tipos de lodo de esgoto aplicados no solo. Foram alcancados efeitos
benéficos (GI > 100) ou sem toxicidade (100 > GI > 80) nas doses de biossolidos, tratados por
processos de digestdo anaerobia convencional e avancada, aplicadas entre valores de 5 a

100g.kg™.

Tabela 4: Valores de média das sementes germinadas e do comprimento das radiculas, GRS (%),
CRR (%) e IG (%) para o Tratamento 1

Concentracio Controle 2% 5% 10%

Média das sementes 10 9,8+0,40 10 10
germinadas (unidades)
Média do comprimento das
radiculas (mm)

50,38+1,02 66,14+1,35 73,16+1,22 66,36+1,44

GRS (%) - 98,00 100,00 100,00
CRR (%) - 131,29 145,21 131,73
1G (%) 100 128,66 14521 131,73

Fonte: A autora (2023).

Tabela 5: Valores de média das sementes germinadas e do comprimento das radiculas, GRS (%),
CRR (%) e IG (%) para o Tratamento 2

Concentracao Controle 2% 5% 10%

Média das sementes 10 10 9,80+0,40 9,80+0,40
germinadas (unidades)

Média do comprimento das

. 52,43+0,97 62,78+1,14 66,77+1,57 70,22+1,18
radiculas (mm)

GRS (%) - 100,00 98,00 98,00
CRR (%) - 119,73 127,36 133,94
IG (%) 100 119,73 124,81 131,26

Fonte: A autora (2023).

Os dados das sementes germinadas ndo apresentaram normalidade (p < 0,05) para o

Tratamento 1, bem como para o Tratamento 2. Por meio do teste ndo paramétrico de Mann-
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Whitney, obteve-se que o os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p >
0,9999).

Ja os valores do comprimento das radiculas apresentaram normalidade (p > 0,05) para
os dois tratamentos avaliados, sendo que para o Tratamento 1 o valor foi de p = 0,3466 e para
o Tratamento 2 foi de p = 0,6034. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre os
dados do Tratamento 1 e do Tratamento 2.

Por outro lado, para o Tratamento 1, houve diferenga significativa entre os valores do
controle e da concentracdo de 2%, do controle e da concentragdo de 5% e do controle e da
concentragdo 10% ( p < 0,0001). Para o Tratamento 2, houve diferenca significativa entre as

mesmas concentragdes, além da diferenga entre os dados da concentragdo 2% em relacdo a

concentracao 10%.

Tabela 6: Valores do teste de Tukey para o Tratamento 1

Comparativo Diferenca significativa? Valor de p
Controle vs. 2% Sim <0,0001
Controle vs. 5% Sim <0,0001
Controle vs. 10% Sim <0,0001

2% vs. 5% Nao 0,0674
2% vs. 10% Nao 0,9997
5% vs. 10% Nao 0,0823

Fonte: A autora (2023).

Tabela 7: Valores do teste de Tukey para o Tratamento 2

Comparativo Diferenca significativa? Valor de p
Controle vs. 2% Sim 0,0035
Controle vs. 5% Sim <0,0001
Controle vs. 10% Sim <0,0001

2% vs. 5% Nao 0,4535
2% vs. 10% Sim 0,049
5% vs. 10% Nao 0,6157

Fonte: A autora (2023).
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Figura 21: Radiculas do ensaio de fitotoxicidade para o Tratamento 1 e Tratamento 2 apds
cinco dias de incubagao

Fonte: Arquivo da autora (2023).

Figura 22: Sementes germinadas e medi¢do do comprimento das radiculas do controle do
Tratamento 2

Fonte: Arquivo da autora (2023).

Manas e De las Heras (2018), ao estudarem a fitotoxicidade de lodo de esgoto proveniente
de uma Estagcdo de Tratamento de Esgoto na Espanha utilizando sementes de Lactuca sativa,

obtiveram resultados para o indice de germinacdo de 53,6 % para uma concentracdo de 10%. Por
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outro lado, o trabalho de Ferreira (2021) apresentou um IG de 66,55% para a mesma concentragao
quando analisado a fitotoxicidade de fezes co-compostadas.

Avaliandos-se o biossolido proveniente de lodo de tanque séptico tratado via wetland,
tem-se para o Tratamento 2, crescimento nos valores de média do comprimento das radiculas
conforme aumentou-se a concentracdo, € consequentemente o indice de germinagdo. Para o
Tratamento 1, ocorreu uma situacao parecida analisando-se o controle e as concentragdes de 2% e
5%. Porém, a concentra¢do de 10% foi contra essa tendéncia, gerando um valor de IG menor
quando comparado ao 5%, mas maior quando comparado ao 2%.

Para o desempenho entre os tratamentos, ndo se obteve respostas promissoras quanto a
inoculacdo de Bacillus subtilis, que apresentou valores de indice de germinagdo menores em todas
as concentragdes se comparado ao bioss6lido sem a inoculagdo desse micro organismo. Embora a
diferenca nos valores, ndo foi detectada diferenca estatistica entre os tratamentos. Diante os
resultados, mesmo sem a efetividade da inoculacdo de Bacillus subtilis, o biossolido proveniente
de Wetlands construidos para mineralizacdo de lodo de tanque séptico demonstrou nao possuir

potencial fitotoxico para as plantas.
4.5 SOLIDOS TOTAIS, SOLIDOS TOTAIS FIXOS E SOLIDOS TOTAIS VOLATEIS

A média da analise para os so6lidos totais, solidos totais volateis e solidos totais fixos
esta descrita na Tabela 8. A Figura 23 ilustra, para todos os valores de teores de solidos para

A, B, C e D, amédia e desvio-padrao para cada fragao de solidos.

Tabela 8: Resultados do ensaio de solidos totais, solidos totais volateis e solidos
totais fixos

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D
ST (%) 62,36 57,07 57,21 57,74
STV (%) 19,06 17,01 17,58 16,91
STF (%) 43,30 40,06 39,62 40,84

Fonte: A autora (2023).
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Figura 23: Grafico Box-Plot com erro padrao (caixas) € minimas e maximas dos valores

obtidos para os teores de Solidos Totais (ST), Solidos Totatis Volateis (STV) e Sélidos Totais

Fixos (STF).
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Fonte: A autora (2023).

Abreu et al. (2019) encontraram no biossélido da ETE Alegria no Rio de Janeiro
teores de solidos totais e solidos volateis de 74,29% e 24,29%, respectivamente.

A média dos valores de so6lidos totais considerando os tratamentos A, B, C e D foi de
58,59%, ja a média para os solidos totais volateis foi de 17,64%, valores proximos daqueles
encontrados por Abreu et al. (2019), enquanto para sélidos totais fixos obteve-se 40,95%.

A estabilidade do biossolido foi determinada pela relacdo entre solidos volateis e
solidos totais, conforme definido na Resolugdo CONAMA n° 498/2020 (BRASIL, 2020), o
lodo de esgoto, para ser considerado estabilizado e, deste modo, definido como biossdlido,
necessita apresentar indice de estabilidade (relacdo entre s6lidos volateis e solidos totais) de

no maximo 0,65. Observando os tratamentos A, B, C e D ¢ possivel confirmar essa relagao.
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5 CONCLUSAO

Para praticas de enriquecimento e biocontrole de biossélidos com a bactéria Bacillus
subtilis, ¢ necessario avaliar o comportamento de microrganismos presentes no solo na
presenca dessa bactéria, e buscar meios de avaliar suas interagoes.

Assim, testou-se a viabilidade da inoculagao de Bacillus subtilis no biossolido,
encontrando-se resultados de decaimentos promissores independentes da presenca de Bacillus
subtilis, cuja presenga nado intensificou significativamente os decaimentos. Por outro lado, o
teste de fitotoxicidade demonstrou o potencial de biofertilizante do biossolido, com valores de
indice de germinagdo maiores que 100%, mas novamente a presenga de Bacillus subtilis nao
demonstrou ser um diferencial.

Sobre os valores médio de pH obtidos, que variaram de 3,6 a 4,0, verificou-se a
acidez do biossolido, sendo recomendas alternativas para corre¢dao alcalina, como por
exemplo o uso de cal. Além disso, os resultados de umidade aliados aos valores de pH sdo
determinantes nos decaimentos obtidos. Recomenda-se o estudo dos decaimentos para
diferentes valores de pH e umidade.

Em relacdo ao gerenciamento do lodo de sistemas descentralizados de tratamento de
esgoto e as possibilidades de tratamento e pos-tratamento visando sua aplicagdo agricola, é
necessario desenvolver o sistema de coleta e transporte até as estagdes de tratamento,
promovendo parcerias entre o setor publico e privado para tornar mais eficiente essas
etapas.

Conclui-se ainda que ¢ inevitavel a urgéncia de alternativas que substituam ou
diminuam o uso de fertilizantes quimicos bem como a redu¢do da aplicagdo de defensivos
agricolas. Assim, sugerem-se testes do biofertilizante no solo, a fim de analisar as praticas
agricolas e o desempenho do solo e plantas. Por outro lado, em relagdo as agdes de
biocontrole, a aplicacao das bactérias Bacillus subtilis em solos de campos agricolas torna-
se complexa, pois o ambiente ¢ menos controlavel e sujeito a diversos estimulos externos,
podendo afetar as agdes de biocontrole.

Outro problema que cerca o tema ¢ a falta de diretrizes ¢ monopdlio no mercado de
coleta e transporte dos lodos de sistemas descentralizados que leva a eliminagao ilicita dos
residuos causando perigos, e desvalorizando o setor de tratamento de esgoto. Para auxiliar no
desenvolvimento e aprimoramento de legislagdes, aliados a ampliacdo da aceitagdo e
aplicabilidade do biossolido em culturas agricolas, ¢ crucial a colaboragdo entre instituicdes

de pesquisa, empresas do setor e 6rgaos reguladores.
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Além disso, estudos sobre a viabilidade econdmica dessa pratica de pds-tratamento, a
fim de buscar alternativas para alavancar seu custo-beneficio; teste com diferentes cepas de
Bacillus, estudos de cinética de reacdo para avaliar a taxa de degradacao de diferentes
componentes nos biossélidos para obtencdo de informagdes sobre a eficacia desse pos-

tratamento ao longo do tempo, etc. sdo recomendacdes de trabalhos, buscando ampliar a

pesquisa sobre o tema.
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