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RESUMO

Um grande consumidor da agua disponivel na Terra € a agricultura, estima-se que
70% de seu uso global seja destinado a essa atividade. Deste modo, o relso de
efluentes sanitarios aparece como uma alternativa viavel para suprir a demanda do
setor agricola, no entanto uma das dificuldades encontradas para viabilizar o retso
seguro é determinar um sistema de desinfeccéo eficiente na inativacao de cistos de
Giardia spp. Este protozoério é patdgeno mais identificado nos exames de fezes ao
redor do mundo. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os impactos
causados pelo reuso agricola de efluente doméstico tratado e desinfetado, a um
nivel considerado seguro em relacdo a presenca de cistos de Giardia, nas
propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas do solo. Para tal, primeiramente
foram avaliadas a performance de diferentes dosagens dos agentes desinfetantes
escolhidos (cloro, acido peracético, radiacao ultravioleta e associacao entre peroxido
de hidrogénio e radiacdo ultravioleta) para a inativacdo de cistos de Giardia
inoculados artificialmente no efluente proveniente da ETE “Bardo Geraldo”, na
cidade de Campinas-SP. E entdo, para avaliar os efeitos do uso de efluente
desinfetado no solo, foi realizado um experimento em casa de vegetacdo, no qual
uma cultura de trigo foi irrigada com efluente tratado com as dosagens dos
desinfetantes que apresentaram melhor performance de inativacdo dos cistos. A
irrigacdo com efluente ndo desinfetado e com agua da torneira foram utilizadas
como controle. Ao final de um ciclo de cultivo do trigo, foram avaliados o pH, a
condutividade elétrica, a matéria organica, concentracdo de nitrogénio e fésforo e a
composicdo microbiana do solo, bem como o nimero de gréos de trigo produzidos
pelas plantas irrigadas com os diferentes tratamentos. Os tratamentos de
desinfeccdo ndo impactaram as caracteristicas fisico-quimicas do solo nem o
rendimento do trigo, porém desempenharam um papel importante na estrutura da

comunidade microbiana.

Palavras-chave: ReuUso agricola; patdgenos; desinfeccdo; diversidade microbiana;

caracteristicas do solo; produtividade agricola.



ABSTRACT

The major consumer of available water on Earth is agriculture, it is estimated that
70% of its global use is destined for this activity. In this way, the wastewater reuse
appears as a viable alternative to supply the demand of the agricultural sector,
however, one of the difficulties encountered to enable safe reuse is to determine an
efficient disinfection system in the inactivation of Giardia lamblia cysts. This
protozoan is the most identified pathogen in stool exams around the world. Thus, the
present study aims to evaluate the impacts caused by the agricultural reuse of
treated and disinfected domestic wastewater, at a level considered safe about the
presence of Giardia cysts, on the physicochemical and microbiological properties of
the soil and on crop yield. For this, firstly, the performance of different dosages of the
chosen disinfecting agents (chlorine, peracetic acid, ultraviolet radiation, and
association between hydrogen peroxide and ultraviolet radiation) was evaluated, for
the inactivation of Giardia cysts in wastewater samples. Then, to evaluate the effects
of the use of disinfected wastewater on the soil, an experiment was carried out in a
greenhouse, in which a wheat crop was irrigated with wastewater treated with the
dosages of disinfectants that presented the best cyst inactivation performance.
Irrigation with non-disinfected effluent and tap water were used as controls. At the
end of a wheat crop cycle, pH, electrical conductivity, organic matter, nitrogen and
phosphorus concentration, and soil microbial composition were evaluated, as well as
the number of wheat grains produced by plants irrigated with the different treatments.
Disinfection treatments did not impact soil physicochemical characteristics or wheat
yield but played an important role in microbial community structure.

Keywords: Agricultural reuse; pathogens; disinfection; microbial diversity; soil

characteristics; crop yield
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CAPITULO 1: CONTEXTUALIZACAO GERAL DO TRABALHO

1.1. INTRODUCAO

Fatores como o crescimento populacional, diretamente relacionado ao
aumento da demanda por alimentos, o desenvolvimento econémico e as altera¢des
dos padrdes de consumo, somados as mudancas climaticas, tém feito com que a
escassez de agua e grandes periodos de seca ndo sejam mais problemas
exclusivos das regides aridas e semiaridas do Planeta, mas também das regifes
onde a 4gua doce sempre foi abundante, como no sudeste do Brasil (BECERRA-
CASTRO et al., 2015; BIXIO et al., 2006; COUTINHO; KRAENKEL; PRADO, 2015;
NOBRE et al., 2016).

O setor agricola € o principal consumidor da parcela disponivel de agua
da Terra, cerca de 70% do uso global da 4gua é destinado a essa atividade (WWAP,
2019). O reuso de efluentes para a irrigacdo de culturas é uma alternativa viavel
para suprir a demanda hidrica da agricultura e, sua adoc¢éo tem sido apontada pela
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) como ferramenta fundamental para alcancar
0s objetivos do desenvolvimento sustentavel estabelecidos pela Agenda 2030
(WWAP, 2019).

O uso de efluentes para irrigacdo agricola além de diminuir a demanda
por agua doce, também reduz a degradacdo dos ecossistemas aquaticos pela
descarga de efluentes (BECERRA-CASTRO et al., 2015; BIXIO et al., 2006; TOZE,
2006). Outra vantagem é a transformacéo do efluente de rejeito em recurso de valor,
uma vez que, além de a4gua, também fornece minerais, matéria organica e nutrientes
como nitrogénio e fésforo para a plantacéo.

Apesar dos inimeros beneficios, a ado¢do sustentavel do redso agricola
requer consideracdes a respeito de impactos na produtividade da cultura, nas
propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do solo, bem como na saude publica
(IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018).

Patégenos de veiculacdo hidrica, eliminados via fezes ou urina dos
hospedeiros, estdo presentes em grande numero no esgoto. Dessa forma, como
medida protetiva, guias e legislacdes exigem um certo grau de qualidade ao efluente

destinado a irrigacdo agricola, recomendando a implementacdo de uma etapa de



17

desinfeccdo ao final do processo de tratamento (CALIFORNIA DEPARTMENT OF
PUBLIC HEALTH, 2012; EUROPEAN COMMISSION, 2018; USEPA, 2012a; WHO,
2006a).

No entanto, enquanto a maioria dos sistemas de tratamento e desinfecc¢ao
sao eficientes na remocdo de bactérias utilizadas como indicadores de qualidade
microbiolégica da agua, organismos patogénicos mais resistentes, como Vvirus,
protozodrios e helmintos sobrevivem aos processos convencionalmente aplicados
nas estacbes de tratamento de efluentes (ETE) (FLETCHER et al.,, 2012,
GONZALES-GUSTAVSON et al., 2019; PETTERSON; ASHBOLT; SHARMA, 2001).
Como € o caso da forma infectante do protozoéario Giardia spp., que tem sido
frequentemente detectada em amostras de esgoto tratado de diversos paises
(CACCIO et al., 2003; HACHICH et al., 2013; LEONEL et al., 2016; NASSER et al.,
2012; REINOSO et al., 2011).

A Giardia lamblia (sinonimia Giardia duodenalis e Giardia intestinalis),
agente etiologico da giardiase, € um dos parasitas intestinais mais prevalentes no
mundo (CAPEWELL et al., 2021). Os cistos, forma infectante do protozoério, séo
eliminados em altas concentracbes nas fezes dos hospedeiros, sobrevivem por
meses em ambientes aquaticos ou no solo, mesmo sob condicbes ambientais
adversas, e apresentam baixa dose infectante, tornando sua presenca na agua de
relso uma ameaca a saude dos agricultores, seus familiares e consumidores de
vegetais irrigados (SPANAKOS et al., 2015). De fato, alguns casos de giardiase tém
sido associados ao uso de efluentes sem tratamento adequado para irrigacao de
culturas (AMAHMID; ASMAMA; BOUHOUM, 1999; AMOROS; ALONSO; CUESTA,
2010; CIFUENTES et al.,, 2000; KOUAME et al., 2017; NGUYEN et al., 2016;
SRIKANTH; NAIK, 2004).

Assim, é importante que a escolha do agente desinfetante a ser
empregado na producdo de agua de reuso leve em consideracdo a inativagdo de
patogenos resistentes.

O cloro é o desinfetante mais utilizado em estacdes de tratamento de
adgua e esgoto, devido ao seu amplo espectro de acdo e baixo custo. Entretanto,
estudos tém chamado atencg&o para sua baixa eficiéncia na inativacdo de (oo)cistos
de protozoarios, nas concentracdes normalmente utilizadas nas estacdoes de
tratamento. Além do mais, a formacéo de subprodutos nocivos tém estimulado o uso

de outros desinfetantes, principalmente quando o reuso agricola é a destinacao final
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do efluente (ADEYEMO et al., 2019; BRIANCESCO et al., 2005; CACCIO et al.,
2003; CREBELLI et al., 2005; FERNANDO, 2009; HAAS; HELLER, 1990; JARROLL;
BINGHAM; MEYER, 1981; RICE; HOFF; SCHAEFER, 1982). Na Itélia, por exemplo
a substituicdo do cloro pelo acido peracético tém sido incentivada, devido ao seu
amplo espectro de acédo e a ndo formacao de subprodutos téxicos (ANTONELLI et
al., 2013; CACCIO et al., 2003).

Por sua vez, a radiacao ultravioleta (UV) € a principal op¢do ao uso de
desinfetantes quimicos, sendo amplamente utilizada em ETE, se mostrando
bastante eficaz na inativacdo de formas de resisténcia de patégenos (ADEYEMO et
al., 2019; CAMPBELL; WALLIS, 2002; CANTUSIO NETO; SANTOS; FRANCO,
2006; EINARSSON; SVARD; TROELL, 2015; LI et al., 2009; LINDEN et al., 2002).
Outra alternativa que vem ganhando destaque na inativacdo de cistos de Giardia
Spp. sdo 0s processos oxidativos avancados (POA), como a associacdo do peroxido
de hidrogénio a radiagdo ultravioleta (H202/UV) (GUADAGNINI et al.,, 2013;
GUIMARAES et al.,, 2014). Para essas técnicas, uma alternativa a lampada de
mercurio tradicionalmente utilizada sdo os LED (sigla em inglés para Light Emitting
Diode, diodos emissores de luz) para emissao de radiacdo UV (UV-LED), que além
de serem compactos, resistentes ao choque, consumirem pouca energia e
possuirem alta durabilidade (100.000 horas), também produzem com maior
eficiéncia comprimentos de onda especificos, permitindo projetar um sistema de
desinfeccdo em funcdo do patdgeno a ser inativado (CHEVREMONT et al., 2012b).

Ao ser empregada a pratica do relso agricola, além da eficacia na
inativacdo de patdgenos, a toxicidade do desinfetante também deve ser avaliada.
Quando o residual é persistente, como € o caso do cloro ou do &cido peracético, ele
permanece no efluente juntamente com os subprodutos da desinfec¢cdo. No caso da
inativacdo da forma infectante de protozoarios esta questdo € ainda mais
preocupante, uma vez que altas doses destes desinfetantes sdo requeridas
(CACCIO et al., 2003). Ainda ha poucos trabalhos que tenham avaliado os impactos
do reuso agricola de efluente desinfetado nas propriedades fisico-quimicas e na
composi¢cdo da comunidade microbiana do solo, na produtividade das culturas e no
sistema solo-planta. Ha& uma preocupacdo preponderante com a destruicdo de
patdgenos e uma inexisténcia de atencdo aos maleficios que o0s agentes
desinfetantes e seus subprodutos possam acarretar ao solo e seu ecossistema. O

risco de infeccdo humana por microrganismos patogénicos deve ser priorizado, mas
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0S impactos ambientais causados pela desinfeccdo também devem ser

considerados.

1.2.

OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar os impactos causados pelo

reuso agricola de efluente doméstico desinfetado nas propriedades fisico-quimicas e

na composicdo da comunidade microbiana do solo, e na produtividade de uma

cultura de trigo a curto prazo.

1.2.1. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Avaliar a acdo dos agentes desinfetantes: cloro (na forma de hipoclorito de
calcio), acido peracético, radiacao ultravioleta por LED (UV-LED) e o processo
oxidativo avancado perdxido de hidrogénio associado a radiagdo UV-LED
(H202/UV-LED) sobre cistos de Giardia lamblia.

Identificar as alteracdes nas propriedades quimicas e fisicas do solo devido a
aplicacdo de efluente desinfetado com cloro (na forma de hipoclorito de
calcio), &cido peracético, radiacdo UV-LED, e o processo oxidativo avancado
H202/UV-LED, em comparagcdo com tratamento controle (efluente nao
desinfetado).

Identificar os impactos ocasionados a composi¢cdo da comunidade bacteriana
do solo devido a aplicacdo de efluente desinfetado com cloro (na forma de
hipoclorito de calcio), acido peracético, radiacdo UV-LED e o processo
oxidativo avancado H202/UV-LED, em comparacdo com tratamento controle
(efluente ndo desinfetado).

Avaliar a produtividade da cultura de trigo irrigada com efluente desinfetado
com cloro (na forma de hipoclorito de calcio), acido peracético, radiagdo UV-
LED e o processo oxidativo avancado H202/UV-LED, em comparagdo com
tratamento controle (efluente ndo desinfetado).

Indicar o tratamento que apresentou melhor performance frente aos pontos
avaliados: inativacdo de cistos de Giardia, baixo impacto nas propriedades
fisico-quimica e microbiologicas do solo e influéncia positiva na produtividade

da cultura.
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1.3. APRESENTACAO DA TESE

A execucao do projeto de doutorado que originou essa tese se deu em 3
etapas, conforme esquematizado na Figura 1-1. Dessa forma, o presente trabalho foi
estruturado em 5 capitulos, trés dos quais discutem os resultados das etapas da
pesquisa, além de um capitulo introdutério e um capitulo para discussao e

conclusdes gerais, e sugestbes para estudos futuros, conforme sera apresentado a

sequir.
Imigaco de ul
Revisio da Desinfeccdo rrigagdo ﬁe CIEI'[UFE
literatura do efluente Cdnen;ir?feutggne
Avaliacéo F'US Avalicdo das Avfafli.;;-é? da Avaliacdo da
danos aos cistos propriedades fisico diversidade produtividade
de G. lamblia quimicas do solo microbiana do salo da cultura

Figura 1-1: Fluxograma das etapas de execuc¢do do projeto de doutorado

O Capitulo 1 apresenta uma introducéo ao trabalho e ao contexto no qual
se insere, sua justificativa, 0s objetivos da pesquisa e a estrutura geral da tese.

O Capitulo 2 traz uma revisdao da literatura, a fim de apresentar a
fundamentacéo tedrica utilizada para o desenvolvimento da pesquisa. O capitulo é
uma adaptacdo do artigo de revisdo publicado na revista Science of The Total
Environment, intitulado Wastewater reuse for crop irrigation: Crop yield, soil and
human health implications based on giardiasis epidemiology
(https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.145833), e aborda o retso de efluentes na

irrigacdo agricola ao redor do mundo, 0s riscos associados a pratica para a
produtividade agricola, propriedades do solo e saude publica, bem como discute a
acdo do cloro, &cido peracético, radiagdo ultravioleta e processos oxidativos
avancados na desinfeccdo de efluentes potencialmente usados na agricultura. A
discussédo em saude publica foi focada no protozoario de veiculagdo hidrica Giardia
lamblia, dada sua importancia epidemioldgica, principalmente em paises em
desenvolvimento. Por fim, o capitulo apresenta uma compilacdo de diretrizes e

regulamentos para irrigacéo agricola com efluentes em vigor em diferentes paises.
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No Capitulo 3 sdo apresentados a metodologia empregada, os resultados
e as conclusdes obtidas na Etapa 2 da pesquisa, na qual foi avaliado o desempenho
dos agentes desinfetantes na inativacao de cistos de Giardia (Figura 1-1), bem como
uma rapida introducdo para contextualizacdo do topico abordado e as limitagBes
dessa etapa da pesquisa.

O Capitulo 4 refere-se a Etapa 3 da pesquisa, onde foram avaliados os
efeitos da aplicacdo do efluente submetido aos diferentes tratamentos nas
propriedades do solo e na produtividade de uma cultura de trigo. As analises de
bioestatistica e bioinformatica da Etapa 3 foram desenvolvidas durante o Estagio de
Pesquisa no Exterior realizado no instituto de pesquisa francés INRAE - Institut
National de Recherche pour I'Agriculture, I'Alimentation et 'Environnement, sob
supervisao da Dr. Ariane Bize.

Por fim, o Capitulo 5 apresenta as considerac¢des finais do trabalho,
contando com uma discussao geral dos resultados observados, conclusées finais da

pesquisa e sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO 2: REVISAO DA LITERATURA

RESUMO

O setor agricola é o maior consumidor de agua do Planeta, estima-se que 70% de
seu uso global seja destinado a essa atividade. Assim, o retso de efluentes aparece
como uma alternativa viavel para suprir a demanda hidrica do setor. Apesar de ser
uma pratica comum desde os tempos antigos, principalmente em regides aridas e
semiaridas, 0 uso de aguas residuais para irrigacdo agricola ainda é incipiente em
algumas regides devido a ilusédo de abundancia de recursos hidricos ou a falta de
infraestrutura e investimentos. Nesta revisdo, discutiremos o reuso de efluentes na
irrigacdo agricola em todo o mundo, seu risco associado a producdo agricola, ao
solo e a saude publica, e os processos de desinfeccdo mais utilizados para tratar o
efluente para irrigacdo de culturas. Focamos a discussdo em saude publica no
protozodario transmitido pela &gua Giardia lamblia, dada a sua importancia

epidemioldgica, principalmente nos paises em desenvolvimento.

Palavras-chave: Agua de relso; Relso de efluentes; Irrigacdo; Microbiota do solo;

Giardia; Saude publica; Produtividade agricola.

2.1. INTRODUCAO

Frente a crise hidrica que assola a populacdo mundial, estima-se que 4,0
bilhdes de pessoas enfrentam situacdes de estresse hidrico severo por pelo menos
1 més ao ano no mundo todo (MEKONNEN; HOEKSTRA, 2016). A ONU, através da
Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel, tém pressionado a adocao
mundial da pratica do redso como ferramenta fundamental para atingir os Objetivos
para o Desenvolvimento Sustentavel (Sustainable Development Goals) (UNITED
NATIONS, 2016). E o setor agricola, como o principal consumidor da porgdo de
agua disponivel na Terra, desempenha um papel importante no plano de gestéao
integrada dos recursos hidricos (WWAP, 2019).

A adocgdo sustentdvel do reuso agricola requer consideracfes sobre
impactos na produtividade da cultura, nas propriedades fisico-quimicas e
microbioldgicas do solo, bem como na saude publica (IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO;
SUAREZ, 2018). Estratégias de manejo precisas, incluindo a aplicacdo de niveis
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adequados de tratamento, monitoramento periédico do solo e das plantas, assim
como, praticas adequadas de irrigacdo, cultivo e colheita sdo fundamentais para
minimizar os riscos ao homem e ao meio ambiente, garantindo uma prética segura,
sustentdvel e lucrativa (MAASS; GRUNDMANN, 2016; PEDRERO et al., 2010).
Dessa forma, o objetivo dessa revisdo é discutir o uso de efluentes na
irrigacdo de culturas em diversos paises do mundo, 0s riscos associados para a
produtividade agricola, para o solo e para saude publica, assim como 0S processos
de desinfeccdo mais comuns para tratar agua de relso destinada a irrigacdo de
culturas. Concentramos a discussdo de saude publica no protozoério de veiculacao
hidrica Giardia lamblia, dada sua importancia epidemioldgica, principalmente em
paises em desenvolvimento, onde ocorrem cerca de 200 milhdes de casos de
giardiase anualmente, alguns relacionados a irrigagdo com agua de reuso
(CIFUENTES et al., 2000; KOUAME et al., 2017; NGUYEN et al., 2016; SRIKANTH;
NAIK, 2004). Por fim, apresentamos uma compilacdo de diretrizes e regulamentos

para o reuso de efluentes na irrigacdo agricola em vigor em diferentes paises.

2.2. REUSO AGRICOLA DE EFLUENTES

Nos ultimos 30 anos muita coisa mudou na esfera do redso de efluentes.
Uma das principais mudancas ocorreu em 2017, com a publicacdo do Relatério
sobre o Desenvolvimento Mundial da Agua das Nacdes Unidas (World Water
Development Report 2017), intitulado Wastewater: The Untapped Resource, que
reconheceu as aguas residuarias como fonte de recurso (WWAP, 2017). A inclusédo
das aguas de reuso dentro do plano integrado de gerenciamento hidrico, como uma
fonte alternativa e confiavel para diversos usos, inclusive o potavel, nos mais
variados ambientes, € essencial para atender a crescente demanda hidrica ao redor
do mundo, apoiar a economia circular e as metas de desenvolvimento sustentavel
(RICART; RICO, 2019).

Apesar da popularizagédo da pratica do retso para diversas finalidades, a
irrigacéo agricola ainda € a sua aplicagcdo mais comum. Em regides do planeta onde
a escassez hidrica é uma questdo geografica, o uso de esgoto domestico, tratado ou
nao, na agricultura é um fato historico. Ha indicios que a pratica tenha se iniciado na

Idade do Bronze (3200 a 1100 a.C.) por civiliza¢cdes desenvolvidas como a Minoica,
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na llha de Creta, e a do Vale do Indo, regido que atualmente corresponde ao
Paquistdo (ANGELAKIS et al., 2018).

Israel é referéncia mundial na préatica bem-sucedida do relso agricola de
efluentes. O reliso de 86% do esgoto fornece 50% da agua de irrigacdo do pais, e é
o segundo componente idiossincratico na estratégia de Israel para superar a
escassez de agua e manter a agricultura em uma regiao seca (TAL, 2016). No norte
da Africa, a Tunisia foi um dos primeiros paises da Orla Mediterranea a ter
estabelecido e implementado uma politica de reliso de agua na década de 1980,
utilizando 25% do total do efluente produzido para irrigacdo agricola (AIT-MOUHEB
et al., 2018). No Egito, cerca de 42.000 hectares (ha) séo irrigados com efluente
tratado ou esgoto bruto diluido (CHEN; NGO; GUO, 2013).

No Sul da Europa, a prética do retso também é comum, 44% do efluente
municipal é destinado a irrigacdo agricola (RICART; RICO, 2019). Na Espanha, por
exemplo, estima-se que 77% do volume total da agua de redso do pais é usada para
irrigacdo agricola de vinhedos e oliveiras. Em regiées como llhas Canarias, Valéncia
e Mdrcia, o retso do efluente desempenha um papel fundamental para atender as
necessidades hidricas da regido (PARANYCHIANAKIS et al., 2015). Na ltalia, a
agua de reuso é utilizada para irrigacdo agricola em uma area superior a 4.000 ha
(AIT-MOUHEB et al., 2018). Na Franca, o maior esquema de irrigacao de agua de
relso esta localizado na cidade de Clermont-Ferrand, centro do pais, onde 700 ha
de milho, beterraba e trigo séo irrigados com agua de reuso (1 milhdo de m® por
ano), desde 1996 (PARANYCHIANAKIS et al., 2015).

Nos Estados Unidos (EUA), as regibes aridas e semiaridas como o0s
estados do Texas, Arizona, Florida e Califérnia também usam &gua de reuso para
irrigar culturas de algodao, frutas citricas, trigo, gréos e até vegetais como brécolis,
alcachofra e couve-flor (DERY et al., 2019). A Australia, uma das regides de maior
estresse hidrico do mundo, possui 270 diferentes esquemas de irrigacao agricola
em todo o seu territério. O pais utiliza 106 milhées de m® de agua de reliso por
ano, irrigando principalmente culturas de algodado e graos (CHEN; NGO; GUO,
2013).

Hoje em dia, a irrigacdo agricola com efluente ndo é mais uma realidade
apenas nas regides aridas e semiaridas. Devido ao rapido crescimento populacional,

a consequente urbanizagdo e ao aumento da demanda por alimentos, projetos de
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redso de agua ja estdo sendo implementados mundialmente (PERRY;
PRASKIEVICZ, 2017). De acordo com o relatério ONU, pelo menos 50 paises usam
aguas residuais para irrigacdo (WWAP, 2017). Cerca de 15 milhdes de m? de agua
de reuso sao usados todos os dias para fins de irrigacdo no mundo, irrigando 10%
do total de areas irrigadas do Planeta (ELGALLAL; FLETCHER; EVANS, 2016). O
Japado, por exemplo, ja aloca 7% de seu efluente tratado para irrigacdo de
plantac6es, como estratégia para economizar agua para usos urbanos (HARA et al.,
2016). Na China, a regido de Pequim € pioneira na promocao do relso, aumentando
a producdo de agua de reuso de 205 milh6es de toneladas em 2003 para 800
milhdes de toneladas em 2013, correspondendo a 22% de seu abastecimento total
anual de agua (LYU et al., 2016).

Embora o relso do efluente seja atualmente implementado em muitos
paises, com um aumento da capacidade global estimado de 33,7 milhdes de m3 por
dia em 2010 para 54,5 milhdes de m?® por dia em 2015, com o0 maior crescimento na
China, Estados Unidos, Oriente Médio, Norte da Africa, Europa Ocidental e Sul da
Asia (CHEN; NGO; GUO, 2013; VOULVOULIS, 2018), seu potencial ainda ndo é
explorado em muitas regifes. O que pode ser explicado pela ilusdo da abundancia
de recursos hidricos, como no norte da Europa, onde até agora, mesmo
considerando os impactos das mudancas climaticas projetadas, os paises nao
investiram pesadamente no planejamento de redso de agua. Como excecédo, vale
mencionar o Reino Unido, onde apesar de haver agua suficiente para atender a
demanda, apos alguns eventos recentes de seca, o0 relso da agua deve expandir-se
levando em conta a pressdo imposta por fatores publicos, politicos e climaticos
(PARANYCHIANAKIS et al., 2015). Assim como a Alemanha, onde, embora apenas
25,8% dos recursos hidricos disponiveis sejam utilizados, ha alguns casos de
aplicacdo de agua de reuso na agricultura em regides de solo arenoso, onde a
producdo agricola s6 € possivel com irrigagdo (PARANYCHIANAKIS et al., 2015).
Na cidade de Braunschweig, por exemplo, o efluente secundario € usado para a
irrigacdo de  aproximadamente 3.000 ha de plantagbes agricolas
(PARANYCHIANAKIS et al., 2015).

Em outros casos, como na América Latina e Caribe (LAC), os esforcos
para a implementacdo das praticas de redso sdo muito limitados, dada a defasagem
de infraestrutura e a falta de regulamentacbes (GALVIS et al., 2018). Mesmo

concentrando 30% dos recursos hidricos do mundo, algumas regifes da LAC sofrem



26

com a escassez de agua (HERNANDEZ-PADILLA et al., 2017). Nas regides
semiaridas de Mendonza, na Argentina e Cochabamba, na Bolivia, o efluente sem
tratamento adequado tem sido utilizada para irrigacdo de culturas (VELEZ;
FASCIOLO; BERTRANOU, 2002; ZABALAGA; AMY; VON MUNCH, 2007). No
México, quase todo o esgoto ndo tratado da Cidade do México, uma das maiores
cidades do mundo, é usado para irrigacdo agricola no Vale do Mezquital
(CONTRERAS et al., 2017). O esgoto é enviado ao Vale por canais, em um sistema
que opera ha mais de 100 anos (CONTRERAS et al., 2017).

No Brasil, a pratica do relso € mais comum no semiarido da regiao
Nordeste, envolvendo principalmente agricultura familiar e culturas para alimentacéo
de animais (FERREIRA et al., 2019). Por exemplo, no Ceard, um projeto financiado
pelo Banco Mundial, ajudou 15 familias a aumentar a producédo de frutas, hortalicas
e leguminosas em suas fazendas reutilizando as aguas residuéarias de suas casas
(por exemplo, aguas do banho e da cozinha) para irrigacdo (WORLD BANK, 2020).
De acordo com a ONU, apenas 0,1% do efluente gerado no Brasil é oficialmente
destinada a irrigacdo agricola (WWAP, 2017).

A Tabela 2-1 apresenta um compilado de praticas de reuso agricola em
todo o mundo. A maior parte das informacfes desta tabela foram extraidas do
AQUASTAT, o sistema global de informac¢Bes da Organizacdo das Nacbes Unidas
para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) sobre recursos hidricos e gestdo da agua
agricola. E importante ressaltar que o namero de paises com informacdes
disponiveis sobre o reuso de efluentes para irrigacdo de culturas é limitado. Em
alguns casos, as informacfes existem, mas os governos dificultam o acesso, devido
a possiveis impactos econémicos na exportacdo das culturas, em virtude de
preocupacdes internacionais quanto a seguranca alimentar e as medidas
fitossanitarias. Em outros casos, as atividades agricolas permanecem informais e

nao estdo nas estatisticas oficiais (QADIR et al., 2010).
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Tabela 2-1: Porcentagem do efluente total produzido destinado a irrigacéo agricola pelo mundo
Porcentagem de efluente usada na

Pais agricultura (%) Ano
Argéliat 1,2 2012
Australia? 14,0 2010
Brasil* 0,1 2008
Chinatl 2,7 2012
Egito! 4,1 2011
Estados Unidos®

California 46,0 2012

Florida 44,0 2012
Irat 9,3 2010
lraque?t 0,9 2012
Israel* 86,0 2016
Japao® 7,0 2017
Kuwait?! 63,0 2016
Libano? 1,0 2011
Marrocos! 2,0 2010
México* 5,4 2010
Perut 11,5 2011
Paquistdo? 44,0 2006
Africa do Sul 0,2 2009
Espanha® 22,0 2018
Arabia Sauditat 34,6 2010
Senegal* 3,0 2010
Tunisia’ 25,0 2008
Reino Unido 0,1 2009

IFAO (2019); 2United Nations Environment Program (2015); SAit-Mouheb et al. (2018); “Tal (2016);
SHara et al. (2017); ®Navarro (2018); "Kellis et al. (2013); 8United Kingdom Environment Agency
(2009); SUSEPA (2012).

2.3. REUSO AGRICOLA E A PRODUTIVIDADE DAS CULTURAS

Normalmente, os efluentes secundarios de ETE contém de 10 a 50 mg L
de nitrogénio (N) total e 10 mg L de fésforo (P) total (CHEN et al., 2013; HANJRA et
al., 2012; PEDRERO et al., 2010). Embora a presenca desses nutrientes seja um

problema para o descarte de efluentes em corpos d'agua, ela € muito interessante
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do ponto de vista agronédmico. N e P sédo elementos fundamentais para a fertilidade
do solo, o crescimento das plantas e consequentemente, para a producdo agricola.
O uso de efluente secundario para a irrigacdo de culturas, além de fornecer agua,
contribui para a diminuicdo do uso de fertilizantes minerais, diminuindo o custo da
producdo (LYU et al., 2016).

Em Pequim, por exemplo, a irrigacdo com agua de redso economizou
cerca de 4.000 toneladas de nitrogénio e 500 toneladas de foésforo em 2010,
reduzindo a aplicacdo de fertilizantes nas lavouras irrigadas (CHEN; NGO; GUO,
2013; YI et al., 2011). Na California, uma fazenda (>2000 ha) tem usado efluente
secundario para irrigacdo de culturas por mais de 80 anos, e a quantidade anual de
nitrogénio (aproximadamente 350 kg ha?) fornecida pela irrigacdo atende a
demanda de nitrogénio da maioria das culturas cultivadas na regido (WANG et al.,
2003). No sul da Italia, Pedrero et al. (2018) estimou que a agua de reuso forneceu 4
kg de nitrato (NO3"), 44 kg de fosfato (PO42), 84 kg de potassio (K), 300 kg de célcio
(Ca), 60 kg de magnésio (Mg) e 360 kg de sulfato (SO4?) por hectare em um ano.

Com relacdo a produtividade e a qualidade das culturas produzidas com
agua de reuso, um estudo realizado na Australia ndo mostrou diferenca significativa
no rendimento da cultura ou perda de qualidade, quando o efluente secundario foi
utilizado para irrigacdo (MOK et al., 2014). Os autores compararam 0 uso do
efluente e agua superficial, com ou sem fertilizantes minerais, para irrigar uma
cultura de milho (Zea mays L). O estudo demonstrou que, quando comparado a
agua superficial, ambos sem adicdo de fertilizantes, o efluente proporcionou uma
melhora no numero de espigas de milho produzidas por hectare, e nao foi observada
diferenca entre o nimero de espigas de milho produzidas por plantas irrigadas com
efluente sem adicéo de fertilizantes e por plantas irrigadas com agua superficial com
adicao de fertilizantes (MOK et al., 2014).

Outros pesquisadores relataram um aumento de rendimento usando
efluente para irrigacdo de diversas culturas, em comparacdo com agua de fontes
convencionais, em diferentes regides do mundo. Cirelli et al. (2012), na Sicilia
Oriental, Itdlia, aumentaram 20% da producdo de tomates (Lycopersicon
esculentum), utilizando para irrigacdo o efluente de um sistema que usa uma
Wetland construida como tratamento terciario. E Gatta et al. (2016) obtiveram frutos

de tomate com bons parametros morfo-qualitativos (i.e., teor de matéria seca, pH,
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teor de sdlidos solluveis e parametros de cor), utilizando efluente agroindustrial para
irrigacao.

Na cidade de Almeria, Espanha, uma plantacdo de meldo (Pepino melo
L.) irrigada com efluente terciario, proveniente de um sistema de lodos ativados
seguido de ozonizagdo, apresentou uma boa producdo de frutas (MARTINEZ;
PEREZ-PARRA; SUAY, 2011). Os autores também relataram que, enquanto as
aguas subterrédneas cobriam, respectivamente 20% e 7% das necessidades de N e
K da cultura, o efluente contribuiu com 63% do N e 21% do K necessarios para o
desenvolvimento dos meldes (MARTINEZ; PEREZ-PARRA; SUAY, 2011).

Na regido Centro-Oriental da Tunisia, um estudo de 21 meses
demonstrou um aumento de rendimento e crescimento de oliveiras (Olea europea
L.), utilizando efluente tratado para irrigacdo, em comparagdo com aguas
subterraneas. A producdo de azeitonas foi significativamente maior para o efluente,
com 154 kg por arvore, em comparacdo com 90 kg por arvore, quando foi utilizada a
agua subterranea para irrigacdo (BEDBABIS et al., 2010). De acordo com Erel et al.,
(2019), o efluente secundario de um sistema de lodos ativados foi capaz de fornecer
55% da dose total de N e 58% da dose total de K recomendadas para o
desenvolvimento de uma plantacdo de oliveira, o estudo foi desenvolvido na planicie
costeira de Israel.

As oliveiras sdo geralmente cultivadas em regifes aridas e semiaridas, e
por se tratarem de plantas “moderadamente tolerantes” a salinidade, a irrigagdo com
efluente tratado para seu cultivo é uma pratica comum nessas regiées (BEDBABIS
et al., 2010; DE LAS HERAS; MANAS, 2020; EREL et al., 2019; PEDRERO et al.,
2020; SEGAL et al., 2011).

Outra cultura geralmente cultivada em regifes aridas e semiaridas é a
alcachofra (Cynara cardunculus var. scolymus L.) e, o total de cabecas produzidas
(parte comestivel) foram significativamente maiores em termos de peso por hectare,
quando o efluente secundario de um sistema de lodos ativados foi usado para
irrigacdo, com um aumento de até 25%, em relacdo a irrigagdo com a agua
normalmente utilizada pelos fazendeiros da regido (GATTA et al., 2016).

No Brasil, no interior do estado de S&o Paulo, a irrigagédo com efluente de
uma lagoa facultativa, levou a um aumento de 83% no volume de madeira produzida
por hectare em uma plantacdo de eucalipto (Eucalyptus grandis) (MARINHO et al.,

2014). Em outra pesquisa desenvolvida pela mesma equipe, a producao de botdes
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de rosa (Rosa hybrida cv 'Ambiente’), irrigados com efluente de um sistema que
combina filtro anaerdbico e filtros de areia intermitente, atingiu um valor 31,8% maior
do que a cultura irrigada com agua da torneira (MARINHO et al., 2013).

Apesar dos bons resultados apresentados acima, 0 monitoramento
periodico € necessario para evitar desequilibrio na oferta de nutrientes, uma vez que
a quantidade de nitrogénio e fosforo presente no efluente pode variar de acordo com
a origem e tratamento aplicados, bem como a demanda por nutrientes é diferente
para cada cultura (PEDRERO et al., 2010).

Como as taxas de irrigacdo geralmente correspondem a demanda de
agua das plantas, e o efluente contém uma concentracao de nutrientes maior do que
as fontes de agua tradicionais, h& o risco de excesso de oferta de nutrientes, o que
pode impactar negativamente o desenvolvimento da cultura (CHEN; NGO; GUO,
2013). Efeitos adversos como 0 crescimento vegetativo excessivo e atrasos na
maturacdo tém sido associados ao excesso de oferta de nutrientes (CHEN; NGO;
GUO, 2013; LAURENSON et al., 2012; MUSAZURA et al., 2019).

De acordo com Laurenson et al. (2012), quando o efluente doméstico
tratado € usado para irrigacdo a oferta de N e P € geralmente maior do que a
demanda nutricional da videira, o0 que pode incentivar o crescimento vegetativo
prolifico e gerar frutos péalidos e manchados. Musazura et al. (2019) associaram a
floracdo atrasada e erratica em uma plantacdo de bananas (Musa parasidiaca) com
a alta concentragéo de N no efluente tratado usado para irrigacéo.

Uma maneira facil e eficaz de gerenciar a demanda de nutrientes e agua
da cultura é misturar a agua com efluente, de modo que a irrigacao forneca uma
quantidade adequada de agua sem exceder a quantidade segura de nutrientes.

Além do teor de nutrientes, pesquisadores tém demonstrado que o efeito
da agua de retso no desenvolvimento das culturas depende das caracteristicas
especificas dos vegetais e do ambiente, bem como de outros parametros do
efluente, como a concentracdo de sais. Em um estudo desenvolvido em Murcia,
Espanha, os autores observaram uma reducdo de 23% no rendimento de uma
plantacdo de péssegos (Prunus persica), devido aos altos valores de condutividade
elétrica (<5 dS m), diretamente relacionados ao teor de sal, do efluente tratado
utilizado para irrigagdo (MAESTRE-VALERO et al.,, 2019). Em outro experimento
realizado em Murcia, o crescimento vegetativo e o rendimento de tangerinas (Citrus

clementina cv. 'Orogrande’) foram influenciados negativamente pelo alto teor de sal
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da agua de reuso (PEDRERO et al., 2014). Por outro lado, em um estudo
desenvolvido em El Paso, Texas, EUA, mesmo com o aumento da salinidade do
solo causada pela irrigacdo com efluente tratado, os pesquisadores ndo observaram
impacto negativo na producdo de biomassa de sorgo (CHAGANTI et al., 2020),
demonstrando a importancia de conhecer o efluente, o solo e as caracteristicas do
vegetal quando a pratica do reuso € adotada. Cada sistema solo-planta tem
caracteristicas e demandas especificas, conhecé-las é fundamental para a irrigacado
sustentivel com 4gua de reudso.

A Tabela 2-2 traz um compilado sobre a produtividade de culturas
irrigadas com efluente, em comparacdo com fontes convencionais de agua (agua
superficial, agua da torneira ou aguas subterraneas).

Tabela 2-2: Impacto da irrigacdo com efluente tratado na produtividade de diferentes culturas
agricolas

Produtividade

Cultura A Tratamento Pais Referéncia
Efluente  ~\guadefonte o efluente
convencional
Milho 61 x 10° 40 x 103 Lagoas de Australia Mok el al,
espigas/ha espigas/ha estabilizacao (2014)
Lodos
79 x 103 3 ativados + Cirelli et al.
Tomate kg/ha 67 x 10° kg/ha Wetland Espanha (2012)
construidas
*Efluente
~ secundario Martinez et
Melao 7 kg/planta 6 kg/planta desinfetado Espanha al (2013)
com 0z06nio
. 154 . *Efluente _ Bedbabis et
Azeitona kg/arvore 90 kgfarvore secundario Tunisia al. (2010)
: Lodos Erel et al.
Azeitona 20 tons/ha 16 tons/ha Ativados Israel (2019)
: 16 . Lodos Segal et al.
Azeitona kg/arvore 18 kg/arvore Ativados Israel (2011)
Lodos
3 3
Alcachofra 88 x10 /8x10 ativados + Espanha Gatta et al.
cabecas/ha  cabecas/ha ~ (2016)
cloracao
. Lagoa . Marinho et
3 3
Eucalipto 752 m3/ha 411 m3/ha Facultativa Brasil al. (2014)

*Tratamento ndo especificado pelos autores
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2.4. IMPACTO DO REUSO AGRICOLA NO SOLO

A prética do reuso agricola ndo esta livre de reacfes adversas ao meio
ambiente, especialmente no solo. A irrigacdo com efluente, mesmo tratado, pode
alterar as propriedades fisicas, quimicas e microbiologicas do solo, bem como
introduzir diferentes tipos de contaminantes. Diversos estudos tém demonstrado
modificacdes nas caracteristicas do solo por longos e curtos periodos de pratica do
reuso agricola de efluentes (ADROVER et al., 2012; BASTIDA et al.,, 2017,
BECERRA-CASTRO et al., 2015; BROSZAT et al.,, 2014; CHEVREMONT et al.,
2013a, 2013b; FARHADKHANI et al.,, 2018; GALVIS et al., 2018; IBEKWE;
GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018; JARAMILLO; RESTREPO, 2017; MORUGAN-
CORONADO et al., 2013; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007; URBANO et
al., 2017; WAFULA et al., 2015; ZOLTI et al., 2019). Alteracdes no pH, salinidade,
guantidade de matéria organica e nutrientes influenciam fatores biéticos e abidticos
do solo, que estdo diretamente relacionados a fertilidade e consequentemente a
produtividade do solo (ELIFANTZ et al., 2011).

A Tabela 2-3 apresenta os principais impactos as propriedades fisico-
guimicas e microbioldgicas do solo, que podem estar associadas ao redso agricola

de efluentes.
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Tabela 2-3. Impactos do relso agricola nas propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas do solo

Impacto associado

Parametro . . T Propriedades
Propriedades fisico-quimicas . P
Microbiolégicas
Aumento da disponibilidade de
nutrientes e metais Variacdes na riqueza e
pH Mineralizacdo da matéria organica diversidade da comunidade
Aumento da capacidade de troca microbiana
cationica (CEC)
Estabilizac&o da estrutura do solo
Formacgé&o de agregados
Retencao de agua
Aumento da quantidade de nutrientes
Matéri Capacidade de tamponamento Selec¢é&o de populacdes
atéria " ;
organica N CEC o especm'cas e de micro-
Atividade enzimatica habitats no solo
Aumento do carbono orgénico total
(TOC)
Aumento da disponibilidade de
contaminantes
Aumento na matéria organica do solo
Retencao de agua
Lixiviamento para o lencol freético Perturbacgéo da atividade
Nutrientes Aumento da disponibilidade de metabdlica da comunidade
nutrientes para as plantas microbiana
Risco de eutrofizagc&o de corpos
hidricos
Salinizag&o ou sodificacdo do solo
Diminuicdo da estabilidade das formas
___agregadas do solo AlteragGes nos micro-habitat
ModificagBes na estrutura do solo a do solo
Salinidade longo prazo Variagfes na riqueza e

Permeabilidade e retencdo de agua

Compactagéao do solo
Variagéo do pH
Impacto negativo na fertilidade
Lixiviamento de metais pesados

diversidade da comunidade
microbiana

Contaminantes

Toxicidade do solo
Acumulacéo no solo

Impacto negativo na fertilidade do solo
Potencial contaminacédo na cadeia

alimenticia

Mineralizacdo da matéria organica

Aumento da tolerancia dos
microrganismos a
contaminantes
Resisténcia a antibiéticos
Reducéo da biomassa e
alteracdes na estrutura
microbiana

Fonte: BECERRA-CASTRO et al., 2015; JARAMILLO; RESTREPO, 2017 (adaptado)

O aumento da salinidade é a alteracdo mais reportada em estudos que

avaliam o impacto da irrigacdo com efluente nas propriedades do solo (CHAGANTI
et al., 2020; DE LAS HERAS; MANAS, 2020; EL MOUSSAOQUI et al., 2019; EREL et



34

al., 2019; FARHADKHANI et al.,, 2018; MUYEN; MOORE; WRIGLEY, 2011;
PEDRERO et al., 2020; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007; ZOLTI et al.,
2019). O acumulo continuo de sal pode afetar negativamente a permeabilidade, a
estrutura, a condutividade hidraulica e a atividade microbiana do solo, refletindo
negativamente na sua produtividade, além de ser toxico para as plantas, podendo
afetar a germinacdo de sementes, o crescimento da planta e, consequentemente, a
produtividade da cultura (MOHAMMAD; MAZAHREH, 2003; RUSAN; SAMI
HINNAWI; ROUSAN, 2007).

O acumulo de sal € mais comum em solos de regifes aridas e semiaridas,
onde a demanda evaporativa é alta e a precipitacdo natural é baixa (MUYEN;
MOORE; WRIGLEY, 2011). O volume de precipitacdo desempenha um papel
fundamental na quantidade de sais do solo, um estudo de longo prazo desenvolvido
por Erel et al. (2019), em Israel, demonstrou um aumento sazonal da salinidade do
solo durante o periodo de irrigacdo, que foi eliminado a cada ano na estacéo
chuvosa (inverno) por lixiviagdo. Consequentemente, 0os autores observaram que em
anos com alta precipitagédo a salinidade do solo na primavera foi a mesma nos solos
irrigados com agua superficial e com efluente tratado por um sistema de lodos
ativados, em contraste, em anos com baixo volume de precipitacdo, a concentracao
de sal na primavera foi maior para o solo irrigado com o efluente (EREL et al., 2019).

Diante da importancia da irrigacdo com agua de redso para a agricultura
em regides secas, algumas medidas "em campo" podem evitar 0s impactos
deletérios do efluente salino no solo, como a selecdo de métodos de irrigacdo que
reduzam a exposicao da cultura ao sal; aplicacdo de uma carga de efluente além da
necessidade de agua da cultura para lixiviar o excesso de sais da zona da raiz;
irrigacdo com efluente juntamente com agua, misturados ou intercalados; aplicacéo
de célcio para mitigar os efeitos do sédio nos solos (MUYEN; MOORE; WRIGLEY,
2011).

Alteragdes no pH do solo também tém sido associadas a irrigagdo com
efluentes (ADROVER et al., 2012; MOHAMMAD; MAZAHREH, 2003; ZOLTI et al.,
2019). Adrover et al. (2012) e Zolti et al. (2019) observaram um aumento do pH do
solo, que pode ser explicado pela entrada adicional de cations trocaveis,
principalmente sodio, devido a aplicacdo da agua de reuso. J& Mohammad e
Mazahreh (2003) atribuiram a diminuicdo do pH do solo, reportada em seu estudo,

ao alto teor de amdnia do efluente. Segundo os autores, a nitrificacdo da amonia
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acumulada no solo serviu como fonte de ions hidrogénio, levando a diminuicdo do
pH do solo que foi irrigado com efluente (MOHAMMAD; MAZAHREH, 2003). Por um
lado, a diminuicdo do pH do solo pode aumentar a solubilidade e a disponibilidade
de macro e micronutrientes como P, Fe, Mn e Zn, contribuindo positivamente para a
fertilidade do solo (MOHAMMAD; MAZAHREH, 2003). Por outro lado, o aumento do
pH pode diminuir a disponibilidade desses nutrientes e afetar a estrutura do solo,
comprometendo o crescimento das culturas (KAMRAN et al., 2020).

O aumento da concentracdo de matéria organica do solo geralmente é
mais pronunciado quando um efluente de baixa qualidade é usado para irrigacao
(ADROVER et al., 2012; BASTIDA et al., 2017; DANG et al., 2019; EL MOUSSAOQUI
et al., 2019; ORLOFSKY et al.,, 2016; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007;
ZOLTI et al.,, 2019). Esse aumento tem dois lados: enquanto a matéria organica
pode reter nutrientes necessarios para o crescimento da planta e libera-los ao longo
do tempo, a medida que o material é oxidado, e pode imobilizar metais presentes no
efluente, devido a sua alta capacidade adsortiva, reduzindo disponibilidade desses
para a absorcao pelas plantas (PEDRERO et al., 2020). O crescimento de bactérias
estimulado pela matéria organica e nutrientes pode levar a formacédo de biofilmes e,
conseguentemente, ao entupimento de espacos porosos entre particulas do solo,
impactando sua condutividade hidraulica (SPARLING et al., 1999). (ADROVER et
al., 2012; BASTIDA et al., 2017; DANG et al., 2019; EL MOUSSAOUI et al., 2019;
ORLOFSKY et al.,, 2016; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007; ZOLTI et al.,
2019),

Vérios estudos tém relatado o acumulo de nutrientes, principalmente P e
N, em solos irrigados com agua de retuso (ADROVER et al., 2012; EL MOUSSAOQOUI
et al.,, 2019; EREL et al., 2019; ORLOFSKY et al., 2016; RUSAN; SAMI HINNAWI,
ROUSAN, 2007; SEGAL et al.,, 2011; URBANO et al., 2017). O fésforo € um
elemento essencial para o desenvolvimento das culturas e sua limitacdo pode
impactar a producgéo agricola (WIERZBOWSKA et al., 2020; ZOHAR et al., 2010).
No entanto, quando presente no solo em quantidades excessivas pode causar um
desequilibrio ecologico. A irrigacdo com efluentes pode levar ao acimulo de fésforo
nas camadas superficiais do solo, causando a eutrofizacdo dos corpos d'agua
circundantes por lixiviagdo e/ou escoamento (ZOHAR et al., 2010).

O nitrogénio desempenha um papel fundamental no equilibrio do

ecossistema, e as respostas microbianas ao aumento da deposicdo de N, devido a
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irrigacdo com agua de redso, podem ter sérias consequéncias para o ciclo global de
carbono e nitrogénio, contaminacao ambiental, fertilidade do solo e até mesmo para
as mudancas climaticas (WANG et al., 2018). Alguns trabalhos observaram maior
abundéancia de bactérias relacionadas ao ciclo do nitrogénio em solos irrigados com
efluente (BECERRA-CASTRO et al., 2015; FRENK; HADAR; MINZ, 2014; IBEKWE;
GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018; OVED et al., 2001; TSIKNIA; TZANAKAKIS;
PARANYCHIANAKIS, 2013). Tsiknia, Tzanakakis e Paranychianakis (2013)
relataram correlacdo entre a taxa de aplicacdo de efluentes e a populacdo de
bactérias oxidantes de amonia (AOB) no solo. De acordo com os autores, a baixa
taxa de aplicacdo de efluentes e, portanto, baixa carga de aménia depositada (NHz)
resultou na diminuicdo da populacdo de AOB. Crecchio et al. (2004) e Elifantz et al.
(2011) observaram uma taxa de nitrificagdo mais elevada em solos irrigados com
efluente tratado.

A alta concentracdo de nitrato (NOs’) nos solos pode ser benéfica para as
culturas, mas em excesso pode levar a contaminacdo do solo e das &aguas
subterrdneas. Como foi observado por Xi et al. (2021), que relataram um acumulo
significativo de nitrito (NO2’) e nitrato em solos mais profundos que receberam
aplicacdo de efluentes. Outra preocupacédo relacionada ao ciclo do nitrogénio € a
desnitrificacdo, um processo mediado por microrganismos no qual o NOs™ é reduzido
sequencialmente, produzindo gas nitrogénio (N2). Essa é uma das principais causas
da perda de nitrogénio dos solos agricolas, além disso, o processo também tem o
potencial de produzir 6xido nitroso (N20), um potente gas causador do efeito estufa
(WAFULA et al.,, 2015; ZHOU et al., 2011). A presenca dos genes bacterianos
envolvidos nesse processo ja foi identificada em solos irrigados com efluente tratado
(WAFULA et al., 2015; ZHOU et al., 2011).

As mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas do solo afetam a
comunidade microbiana, que se estabelece com base em uma complexa rede
interrelacionada de fatores bioticos e abidticos. Uma comunidade microbiana estavel
e fundamental para os sistemas agricolas, uma vez que microrganismos
desempenham papéis essenciais no ecossistema do solo, em processos como
decomposicdo de matéria organica, ciclagem de nutrientes e disponibilizacdo de
nutrientes para as culturas (FRENK; HADAR; MINZ, 2014; TIEDJE et al., 1999;
TORSVIK; @VREAS, 2002).
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O aumento da biomassa microbiana e das atividades enziméaticas no solo
irrigado com agua de reuso, em comparacdo com o solo irrigado com agua de fontes
convencionais, devido a adicdo de matéria organica e nutrientes, tem sido
amplamente relatado (ADROVER et al., 2012; BASTIDA et al., 2017; CHEN et al.,
2008; CHEVREMONT et al., 2013a; ELIFANTZ et al., 2011; PEZZOLLA et al., 2015;
WAFULA et al., 2015).

O aumento nas atividades de enzimas envolvidas no ciclo do nitrogénio,
fésforo, carbono (C) e enxofre (S) foi observado por Chen et al. (2008), em solos
irrigados com agua de reuso. O aumento da atividade das enzimas catalase,
responsavel pela quebra do peréxido de hidrogénio, formando agua e oxigénio
molecular no solo; e desidrogenase, que pode estar relacionado a atividade
oxidativa dos microrganismos do solo também foi observado no mesmo estudo
(CHEN et al., 2008). Elifantz et al. (2011) observaram maior respiracdo e atividades
oxidativas da microflora de solo irrigado com efluente, em comparacdo com o solo
irrigado com &agua superficial, provavelmente induzidas pela adicdo de carbono
organico dissolvido via irrigacdo com efluente.

Apesar da estimulacdo de microrganismos envolvidos no equilibrio
bioquimico de elementos como C, N e P poder aumentar a fertilidade do solo,
Becerra-Castro et al. (2015) chamam a atencéo para o fato de que estimulacédo da
atividade microbiana pode ndo ser necessariamente benéfica, uma vez que ja foi
relatado na literatura que o aumento do crescimento bacteriano estimulado pela
irrigacdo com efluente levou a formacdo de biofilmes, e consequentemente, ao
entupimento dos espacos porosos entre as particulas do solo, impactando na
condutividade hidraulica (SPARLING et al., 1999).

A composicao e a diversidade microbiana do solo também podem ser
modificadas pela irrigacdo com efluente. Métodos moleculares independentes de
cultivo, baseados em técnicas de PCR ou sequenciamento de amplicons tém sido
usados para avaliar a diversidade taxonémica da comunidade microbiana do solo
irrigado com aguas residuarias.

Uma observacdo comum em solos irrigados por efluentes tratados, em
comparacao com solos irrigados com agua de fontes convencionais, € o aumento da
abundéancia de bactérias copiotréficas, como alguns géneros de Proteobacteria e
Bacteroidetes, e a diminuicdo da abundancia das oligotréficas, como alguns

membros dos filos Actinobacteria e Acidobacteria, provavelmente devido ao
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aumento de matéria organica do solo, proporcionada pela irrigacdo com a agua de
retso (BASTIDA et al., 2017; BECERRA-CASTRO et al., 2015; DANG et al., 2019;
FRENK; HADAR; MINZ, 2014; WAFULA et al., 2015). A diminui¢ao de alguns grupos
de Acidobacteria também pode ser associado ao aumento do pH do solo ocasionado
pela irrigacdo com efluente (WAFULA et al., 2015).

O aumento de bactérias resistentes a salinidade, como 0s géneros
Salinimicrobium e Haloplasma, também foi observado em solo irrigado com efluente
com alto teor de sais (BASTIDA et al., 2017). Assim como uma maior abundancia de
bactérias potencialmente patogénicas comumente encontradas no esgoto,
reforcando a necessidade de uma etapa de desinfec¢do no tratamento do efluente
destinado a irrigacdo agricola (IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018;
WAFULA et al., 2015; ZOLTI et al., 2019).

A comunidade microbiana do solo pode sofrer impacto de metais
pesados, principalmente quando efluentes industriais sem tratamento adequado séo
usados para irrigacdo. Os metais pesados podem reduzir a biomassa microbiana
e/lou alterar a estrutura da comunidade, impactando algumas funcdes como a
mineralizacdo C e N e a atividade enzimatica (BECERRA-CASTRO et al., 2015;
CHEN et al., 2008; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007).

Outra preocupacdo relacionada ao reuso de aguas residuarias na
agricultura € o potencial acimulo de contaminantes emergentes, especialmente
farmacos, disruptores endocrinos e produtos para cuidados pessoais, no ambiente
edafico, sua percolacdo e, consequentemente, a contaminacdo de aguas
subterraneas (BIEL-MAESO; CORADA-FERNANDEZ; LARA-MARTIN, 2018; WU et
al., 2014). Além disso, os contaminantes emergentes, uma vez no solo, podem ser
absorvidos pelas raizes das plantas e se acumularem nas partes comestiveis das
culturas alimentares e forragens, resultando em sua entrada na cadeia alimentar
humana, representando um risco potencial a satde (CHRISTOU et al., 2014).

O destino e o efeito desses compostos nos solos e nas culturas
dependem de fatores-chave, como as propriedades especificas de cada composto e
as caracteristicas do solo e das plantas (BECERRA-CASTRO et al.,, 2015). Por
exemplo, compostos antimicrobianos, como ciprofloxacina e sulfametoxazol,
geralmente detectados em efluentes domesticos tratados (BIEL-MAESO; CORADA-
FERNANDEZ; LARA-MARTIN, 2018; CHRISTOU et al., 2014; WU et al., 2014),

podem perturbar a estrutura e a atividade das comunidades microbianas
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(BECERRA-CASTRO et al., 2015). Além do mais, as interacées composto-solo-
planta aumentam a retencdo e/ou persisténcia desses contaminantes nos solos
(BIEL-MAESO; CORADA-FERNANDEZ; LARA-MARTIN, 2018).

A discusséo sobre a qualidade adequada da &gua de reuso para irrigacéo
estd longe de acabar, componentes ndo detectados anteriormente continuam a
aparecer em aguas residuais com frequéncia, devido a melhorias das metodologias
de deteccdo (PEDRERO et al., 2020).

E importante ressaltar que todas as mudancas nas caracteristicas fisico-
guimicas e microbiologicas do solo aqui relatadas estdo diretamente relacionadas a
outras caracteristicas dos sistemas avaliados pelos pesquisadores citados acima,
como tipo de solo, clima, origem de &guas residuais, caracteristicas da cultura,
regime de irrigacdo etc. O solo € um ecossistema muito complexo e estabelecer uma
relacdo causa-efeito ndo € simples. Assim, é altamente recomendavel que todos
esses fatores sejam considerados para determinar a taxa de aplicacdo do efluente.
Cada sistema agua-solo-planta tem suas proprias necessidades e caracteristicas,
portanto, estabelecer o volume de aplicacao por ano ou a qualidade minima da agua
nao € uma tarefa facil, demonstrando o papel fundamental das regulamentacdes e

diretrizes para garantir o uso sustentavel da agua de reuso para irrigacao agricola.

2.5. REUSO AGRICOLA E DOENCAS GASTROINTESTINAIS

Uma das maiores preocupa¢cdes com o0 reuso agricola de efluentes é a
saude publica. Varios patégenos humanos séo excretados através das fezes e urina
dos hospedeiros, transformando o esgoto em uma importante fonte de transmissao
de parasitas gastrointestinais (CRAUN et al., 1998; MEDEMA; SCHIJVEN, 2001).

Surtos de doencas como shigelose, célera, febre tifoide e diarreia tém
sido associados ao consumo de vegetais in natura, irrigados com esgoto ndo tratado
(WHO, 2006a). Parasitas gastrointestinais sdo frequentemente identificados em
vegetais frescos, principalmente em paises em desenvolvimento, onde a irrigacdo
com efluente néo tratado adequadamente € comum (FALLAH et al., 2012; GUPTA,;
KHAN; SANTRA, 2009; MELLOUL; HASSANI; RAFOUK, 2001; SHUVAL,;
YEKUTIEL; FATTAL, 1985). No Ird, um estudo para determinar a prevaléncia de
parasitas intestinais em vegetais consumidos crus, na cidade de Shahrekord,

identificou uma taxa de contaminacdo parasitaria igual a 55%, quando o esgoto
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bruto foi usado para irrigacdo (FALLAH et al., 2012). Os parasitas detectados em
amostras de vegetais ndo lavados incluiam ovos de Ascaris lumbricoides (14,1%),
ovos de Taenia spp. (9,2%), ovos de Toxocara spp. (3,3%), ovos de
Trichostrongylus spp. (4,3%) e cistos Giardia spp. (8,2%) (FALLAH et al., 2012). Na
india, 42% dos vegetais de uma area irrigada por aguas residuais, na cidade, de
Titagarh, foram positivos para ovos de helmintos (GUPTA; KHAN; SANTRA, 2009).
A é&rea de estudo recebe o efluente tratado de um sistema de lodos ativados, mas o
esgoto bruto é frequentemente liberado pelos operadores da ETE devido a demanda
dos agricultores da regido (GUPTA; KHAN; SANTRA, 2009). Em Israel, evidéncias
epidemioldgicas do surto de célera de 1970 em Jerusalém indicam que o0s vegetais
irrigados com esgoto ndo tratado foram a principal rota de infeccdo secundéria
(SHUVAL; YEKUTIEL; FATTAL, 1985). Na cidade de Marrakesh, Marrocos,
diferentes sorogrupos de Salmonella foram identificados em alfaces irrigadas com
esgoto bruto (MELLOUL; HASSANI; RAFOUK, 2001). Na regido onde o estudo foi
desenvolvido, o esgoto bruto tem sido utilizado para irrigacdo ha varias décadas,
apesar dessa pratica ser proibida pelas autoridades (MELLOUL; HASSANI;
RAFOUK, 2001).

Embora o consumo de hortalicas e cereais seja a rota de contaminacao
mais relatada na literatura, uma série de outras vias de exposi¢ao a patdégenos estao
associadas a pratica de reldso agricola (DICKIN et al., 2016). O risco de
contaminagdo por parte dos agricultores e suas familias € significativamente maior
devido ao numero de possiveis rotas, frequéncia e duracdo da exposicdo. Diversos
estudos epidemiolégicos tém demonstrado a alta prevaléncia de doencas
gastrointestinais, como ancilostomose, ascaridiase e giardiase em agricultores que
utilizam efluentes nédo tratados ou parcialmente tratados para irrigacdo, bem como
em suas familias (WHO, 2006a). O tipo de irrigacdo e o comportamento individual
dos agricultores estdo diretamente relacionados ao nivel de exposicao, variando de
exposicao direta ao efluente, passando por praticas como plantio, capina, colheita e
rega manual, até a inalacéo de aerossois, quando se utiliza a irrigacdo por aspersao
(ADEGOKE et al., 2018; CARLANDER; SCHONNING; STENSTROM, 2009; DICKIN
et al., 2016; RUTKOWSKI; RASCHID-SALLY; BUECHLER, 2007).

Estudos desenvolvidos em Gana, no México, na Franga, no Vietnd, em
Uganda, no Paquistdo e em Israel mostraram que entre adultos envolvidos no cultivo

de plantagbes irrigadas por aguas residuérias, pessoas que estavam em contato



41

direto com o efluente tinham um risco maior de apresentarem diarreias do que
agueles que nao estavam (AMOAH et al., 2016; BLUMENTHAL et al.,, 2001,
DEVAUX et al, 2001; ENSINK et al, 2005; FUHRIMANN et al., 2016;
KATZENELSON; BUIUM; SHUVAL, 1976). Amostras de fezes de agricultores e seus
filnos de Malamulele, Africa do Sul, onde a irrigacdo em pequena escala com esgoto
nao tratado € comum, indicaram infeccbes comuns com vermes e Giardia lamblia
(GUMBO et al., 2010). O numero de infectados por Ancilostomideos foi maior (42%)
entre 0 grupo exposto, em comparagao com o grupo controle (27%) (GUMBO et al.,
2010).

Um estudo observacional sobre o padrdo comportamental dos
agricultores em Gana apontou o solo como uma importante rota de contaminacao
para os trabalhadores rurais (ANTWI-AGYEI et al., 2016). Segundo os
pesquisadores, 93% dos agricultores trabalham descalcos, 86% manuseiam o solo
contaminado com as maos, sem equipamento de protecédo e 53% levam maos sujas
a boca (contaminacéo solo-boca) (ANTWI-AGYEI et al., 2016). A capacidade do solo
de retencdo de microrganismos em locais irrigados por aguas residuéarias foi
demonstrada em um estudo desenvolvido no México (LANDA-CANSIGNO; DURAN-
ALVAREZ; JIMENEZ-CISNEROS, 2013).

Ademais, pessoas que vivem ou se deslocam proximo a areas irrigadas
com agua de retso também podem ser expostas através da contaminacdo de aguas
subterrédneas e inalacaol/ingestdo de aerossois. Quando a irrigacao por aspersao €
utilizada, microrganismos patogénicos presentes em aerossois podem ser inalados
ou espalhados por alimentos, afetando toda a populacédo ao redor da propriedade
onde o reuso € praticado (ADEGOKE et al., 2018). Por exemplo, em uma area rural
no México, Balderrama-Carmona et al. (2014) identificaram cistos de Giardia em
particulas de ar em torno de um local onde o retuso de efluentes é utilizado para
irrigacéao.

A exposicdo a parasitas pela ingestdo do solo é um sério risco para a
saude das criancas que vivem em locais de irrigacdo com efluentes e muitas vezes
brincam fora de casa, em areas eventualmente contaminadas, e deliberadamente
colocam as maos na boca, ingerindo, em média, entre 5 e 8 g de solo por dia
(BALDERRAMA-CARMONA et al., 2014). De acordo com um estudo epidemiologico,
que incluiu entrevistas e exames de fezes, realizados no México, criancas de

domicilios agricolas que utilizam esgoto ndo tratado para irrigacdo tém maior risco
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de infecgcdo com Ascaris lumbricoides, do que aquelas que vivem em propriedades
onde o reuso agricola nédo é praticado (BLUMENTHAL et al., 2001).

2.4.1 Relso agricola e giardiases

O risco que determinado patdgeno oferece a saude publica depende de
fatores como dose infectante, persisténcia no ambiente, viruléncia e habilidade em
induzir a imunidade humana (WHO, 2006a). Assim, patdégenos com longa
persisténcia no ambiente, baixa dose infectante, que incitam baixa resposta
imunolégica humana tém maior probabilidade de causar infeccdo, como € o caso do
protozoario Giardia lamblia, agente etiolégico da giardiase.

A Giardia lamblia é o parasita intestinal mais identificado nos exames de
fezes em todo mundo, estima-se que 10% da populacdo mundial esteja infectada
(EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017). Nos paises em desenvolvimento,
segundo o CDC (Centro Americano de Controle de Doencgas), 30% da populacédo ja
teve giardiases (CDC, 2019). Desta forma, ndo é dificii compreender a alta
concentragdo de cistos, forma infectante do protozoario eliminada nas fezes do
hospedeiro, frequentemente encontrada em amostras de esgoto ao redor do mundo
(Tabela 2-4).

Tabela 2-4: Concentracdo de cistos de Giardia em amostras de esgoto bruto ao redor do mundo

Pais Concentragdo média Amostras Referéncia
(cistos L) positivas (%)
Canada 9,9x10° 100 Guy et al. (2003)
China 3,6x103 100 Fu et al. (2010)
Franca 4,3x10°3 100 Bertrand et al. (2004)
Italia 1,3x103 100 De Sanctis et al. (2017)
Japéo 3,9x103 100 Oda et al. (2005)
Noruega 1,3x10* 93 Robertson et al. (2006)
Africa do Sul 4,5x10° 78 Dungeni e Momba (2010)
Espanha 3,2x103 100 Ramo et al. (2017)
EUA 5,6x103 100 Huffman et al. (2006)
Brasil 5,7x10* 100 Leonel et al. (2016)

Os estudos utilizaram reacdo de imunofluorescéncia direta (IFA) para quantificar os cistos presentes
nas amostras.
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A concentracdo de cistos de Giardia detectada no esgoto € afetada pelo
namero de contribuintes (i.e., nidmero de humanos e animais infectados na
comunidade atendida pela ETE), a intensidade da infecgéo e a diluigdo por outros
residuos descarregados na ETE (ROBERTSON et al., 2000).

A alta concentracao de cistos de Giardia no esgoto resulta na associacao
de casos de giardiase ao reuso agricola de efluentes que ndo receberam o
tratamento adequado. Uma pesquisa realizada na Eritreia, revelou que a prevaléncia
de giardiase entre agricultores que realizam irrigacdo com efluente era de 45%
(SRIKANTH; NAIK, 2004). Usando dados hospitalares, os pesquisadores
observaram que a prevaléncia de giardiase era de 7% entre os moradores da
comunidade que consumiam apenas vegetais cultivados com &aguas residuais ndo
tratadas, em comparacao, em residentes de cidades semelhantes na Eritreia que
nao adotam a préatica do relso agricola, a prevaléncia era de 1% (SRIKANTH; NAIK,
2004). Em Yamoussoukro, capital politica da Costa do Marfim, o risco anual de
infeccdo por G. Lamblia, devido a irrigacdo com esgoto bruto, é estimado em 10
por pessoa por ano (pppy), superior ao padrdo toleravel de risco de 10 pppy
definido pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (KOUAME et al., 2017). No
México, 11% dos trabalhadores e seus familiares, expostos a efluente parcialmente
tratado, apresentavam giardiase, enquanto a prevaléncia da parasitose era de 8%
em trabalhadores rurais ndo expostos a agua de relso nao tratada (CIFUENTES et
al., 2000).

Como dito anteriormente, cistos de Giardia tém sido observados em
vegetais irrigados com agua de reudso contaminada. Na Espanha, os cistos foram
encontrados em alface e repolho, e no Viethd em espinafre, alface e coentro
irrigados com agua contaminada (AMOROS; ALONSO; CUESTA, 2010; NGUYEN et
al., 2016). Na cidade de Marrakesh, Marrocos, os cistos foram detectados em
diferentes vegetais nas seguintes concentracdes: 5 cistos kg? de batata, 254 cistos
kg* de coentro, 96 cistos kg de horteld, 155 cistos kg de cenoura e 59 cistos kg
de rabanete, quando efluente ndo tratado foi usado para irrigagdo (AMAHMID,;
ASMAMA; BOUHOUM, 1999).

Nos casos descritos acima, os agricultores utilizaram o efluente diluido,
nao tratado ou parcialmente tratado para irrigacdo. Estes dados demonstram a
necessidade de sistemas de tratamentos de efluentes e adocdo de medidas
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protetivas que sejam eficazes na diminuicdo do risco de infeccdo da populagéo
potencialmente exposta a agua de reuso.

Muitos estudos, baseados apenas ha concentracdo de bactérias
indicadoras de contaminacgao fecal, indicam que a irrigagédo com efluente tratado néo
apresenta um risco maior do que a irrigacdo com aguas de fontes convencionais
(ALDERSON; DOS SANTOS; MOTA FILHO, 2015; CHRISTOU et al., 2014;
MARTINEZ; PEREZ-PARRA; SUAY, 2011; ORLOFSKY et al., 2016; SILVA;
LEONEL; TONETTI, 2020; VIVALDI et al., 2013), negligenciando a presenca de
patdgenos resistentes como Giardia ou outros protozoarios, helmintos e virus. Um
estudo recente desenvolvido na Espanha, considerando as possibilidades de redso
de efluentes e lodo, indicou que entre as cinco ETE avaliadas, o efluente de quatro
carregavam pelo menos um dos patdgenos estudados (Crysptosporidium spp., G.
lamblia, Entamoeba spp. ou ovos de helmintos) e que, portanto, seu relso poderia

representar um risco a saude (BENITO et al., 2020).

2.6. TRATAMENTO DE EFLUENTE PARA REUSO AGRICOLA SEGURO

A escolha do melhor método para o tratamento da agua de relso néo é
tarefa facil, deve haver um equilibrio entre efetividade na remocéo ou inativacdo de
patdgenos, custo e producdo de agua com qualidade adequada para irrigacao
(BECERRA-CASTRO et al., 2015).

O tratamento de efluentes consiste em um conjunto de estagios, que
geralmente envolvem uma combinacao de processos fisicos, biolégicos e quimicos.
As ETE, em sua grande maioria, sdo projetadas para diminuir a matéria organica,
desconsiderando a remocado especifica de patdégenos. Na Holanda, por exemplo,
patbgenos sé sdo monitorados, caso o efluente seja despejado em balnearios
publicos (NORTON-BRANDAO; SCHERRENBERG; VAN LIER, 2013). No Brasil, a
legislagdo vigente para lancamento de efluente em corpos hidricos nédo faz
referéncia a parametros microbiolégicos (BRASIL, 2011).

Embora a remocéo de patégenos néao seja o principal objetivo das ETE,
todas as etapas e processos envolvidos nos sistemas de tratamento diminuem a
concentracdo desses organismos do esgoto. Contudo, um numero consideravel de
patdgenos, especialmente 0s mais resistentes, como os cistos de Giardia, podem

permanecer no efluente. A Tabela 2-5 tem um compilado da eficiéncia de ETE na
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remocdo de cistos Giardia. E importante destacar que mesmo a maioria das
concentracfes observadas sendo baixas, a presenca de cistos no efluente é
alarmante devido a baixa dose infectante deste protozoério, seres humanos podem
ser infectados ingerindo apenas dez cistos (DUNN; JUERGENS, 2020).

A eficiéncia de uma ETE na remocado cistos de Giardia depende do
sistema de tratamento e da concentracdo de cistos no esgoto, relacionado ao
ndamero de pessoas infectadas na comunidade atendida pela ETE e a intensidade
das infecgbes. No estudo desenvolvido por Kistemann et al. (2008), comparando 6
ETE, os resultados refletiram a complexidade dos sistemas de tratamento. As
plantas maiores com tratamento terciario apresentaram eficiéncias de remocao mais
significativas (>3 logw), seguidas pelas plantas menores, com tratamento
secundario aprimorado e, finalmente, as com tratamento secundario convencional
(Tabela 2-5). Geralmente, ETE com tratamento terciario, como filtracdo ou
desinfeccao, atingem valores mais altos de remocao de cistos Giardia. Por exemplo,
um sistema anaerdbico-anodxico-6xico seguido pela ultrafiltracdo por membrana
atingiu mais de 4 log de remocao, e nenhum cisto de Giardia foi detectado em seu
efluente, uma vez que o tamanho dos poros da membrana utilizada nesta ETE foi de
0,02 um, enquanto o tamanho do cisto € entre 8-18 um (FU et al., 2010) (Tabela-2-
5). No entanto, um sistema simplificado, associa¢do de lagoa facultativa e Wetland
construidas, usado para tratar o esgoto de uma pequena aldeia (150 habitantes) na
provincia de Ledn (noroeste da Espanha) também produziu um efluente com menos
de 1 cisto L, gracas a baixa concentracdo de cistos no esgoto bruto, apenas 280
cisto L' (REINOSO; TORRES; BECARES, 2008) (Tabela 2-5).
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Concentracéo de

Tratamento Re_mogao de cistos no efluente Referéncia
cistos (%) ;
(cistos L-1)
Lodos ativados + filtro de areia 99.9 <1.0
Lodos ativados + decantador + Kistemann
filtro biolégico 99.9 <10 etal. (2008)
Lodos ativados + decantador 86.9 2.0
Lodos ativados + decantador + 99.9 15 Domenech
Filtro de areia + UV ' ' et al. (2018)
Lodos ativados + cloracéo 97.0 1.5 x 102 Brianccesco
Lodos ativados + &cido peracético 96.5 4.9 x 10? et al. (2005)
Lodos ativados + cloracéo 98.0 91
Lodos ativados + microfiltragéo + 97.0 49 Ramo et al.
uv (2017)
Sedimentacao + Lodos ativados +
microfiltracéo 99.0 97
Lodos ativados + peneira de
filtragéo + filtro de areia-antracito +
) ~ 98.2 18
filtragdo em membrana (1um) + .
~ Hachich et
cloracdo al., (2013)
UASB + MBR + coagulacéo v
terciaria com cloreto férrico + 99.7 6
sedimentacdo + cloracdo
UA_SB + lagoas estabilizadoras em 0.0 733
série Verbyla et
Lagoa faicultatlva_ + lagoas de 85.6 228 al. (2013)
maturacao estabilizadoras
Oxidagdo com O; + sedimentacao 94.5 10%
Lodos~ativados + sedimentacéo + 87.0 25y 10% Caccio et al.
cloracdo (2003)
Lodos ativados + sedimentacao + "
filtragcdo + PAA (4 ppm) 98.4 670
. ~ L Rodriguez-
sedimentacio « filro de areia + UV 999 10 Manzano et
al. (2012)
Sistema anaerdbico-anoxico-0xico ~ Fu et al.
+ ultrafiltracdo em membrana 100 Néo detectado (2010)
Lagoa facultativa + Wetland de R‘I'ecl)rr]r%ss(');
fluxo superficial + Wetland de fluxo 99.9 <1.0 . ’
subsuperficial Becares
(2008)
. I . . Leonel et al.
Filtro anaerdbico + Filtro de areia 99.8 92.0 (2016)

Em todos os estudos o método de deteccao de cistos foi a microscopia de fluorescéncia
UASB: Reator anaerébico de manta de lodo; MBR: biorreator de membrana
*Calculado de acordo com as informacdes fornecidas pelos autores
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A maioria dos paises aproveita o fluxo das ETE convencionais para
producdo de agua de reuso nao potavel, adicionando uma separacéao liquido-solido
como pré-tratamento, para evitar entupimento, e uma etapa de desinfec¢do, como
pés-tratamento (DENG et al., 2019). Devido ao custo relativamente baixo e
aplicacao conveniente, a cloracdo € o método de desinfeccdo mais aplicado para o
tratamento efluentes e producéo de agua de redso.

No entanto, devido a formagdo de subprodutos, principalmente nas
concentracdes necessarias para inativar patdgenos resistentes, as regulamentacdes
para o reuso agricola restringiram o uso de cloro, e desinfetantes alternativos, como
acido peracético a radiacdo UV e, na Ultima década, os processos oxidativos
avancados tém sido utilizados (AGULLO-BARCELO et al., 2013; ANTONELLI et al.,
2013; CANTUSIO NETO et al., 2010; CHO et al., 2011; GUADAGNINI et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2014; LIBERTI; LOPEZ; NOTARNICOLA, 1999; LIBERTI;
NOTARNICOLA; LOPEZ, 2000; MARTINEZ; PEREZ-PARRA; SUAY, 2011; MIKLOS
et al., 2018; NAKADA et al., 2019; NAKADA; SANTOS; GUIMARAES, 2020:; RIZZO
et al., 2019; RYU et al., 2007; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020).

Nos proximos itens serdo discutidos os tratamentos de desinfeccao
citados acima, focando apenas em sua acdo sobre os cistos de Giardia, e as

preocupacdes sobre seu uso para tratar efluentes para irrigacao agricola.

2.6.1. Cloro

O cloro é o agente desinfetante mais usado para o tratamento de agua e
efluente em todo o mundo, gracas a suas propriedades bactericidas e bacteriostatica
e ao seu baixo custo (LONIGRO et al, 2016; NORTON-BRANDAO;
SCHERRENBERG; VAN LIER, 2013). Ao longo dos anos, desde que o primeiro
sistema de desinfeccdo foi montado na Bélgica, em 1902, contribuiu
significativamente para a redugcdo do numero de pessoas acometidas com
gastroenterites em todo mundo (USEPA, 2012).

O cloro em contato com a agua se dissocia em acido hipocloroso (HOCI)

e acido cloridrico (HCI), conforme a Equacgéao 1.

Clz + H20 = HOCI + H* + CI (1)
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O &cido hipocloroso (HCIO) também pode dissociar-se formando o ion

hipoclorito (ClO") (Equacéo 2).

HOCI =+ H* + CIO- ()

O equilibrio dessas reacdes e, portanto, as propor¢des de HOCI e CIO-
em solucao séo dependentes do pH e da temperatura do meio. Em pH entre 5e 8, 0
acido hipocloroso domina enquanto em pH alto (valores acima de 8) o ion hipoclorito
€ dominante (USEPA, 2011).

A eficicia do cloro como desinfetante depende da dominéncia do &cido
hipocloroso (HOCI) sobre o ion hipoclorito (CIO"), em solu¢do aquosa. O HOCI é
muito mais reativo que o ion CIO-, consequentemente a desinfeccdo é mais eficaz
numa faixa de pH entre neutro e acido (USEPA, 2011).

Com o valor de pH abaixo de 4, o cloro existe em solu¢do na sua forma
molecular Cl.. A soma das concentracdes de cloro molecular, acido hipocloroso e
ion hipoclorito corresponde a concentracdo de cloro livre. No entanto, na prética, a
faixa de pH do efluente tratado ndo permite a existéncia de Clz, assim o cloro livre
corresponde apenas a somatdria do HCIO e CIO" (USEPA, 2011).

O cloro reage facilmente com a amonia presente no efluente. Em
efluentes com pH préximo a neutralidade a reacdo entre cloro e aménia é
praticamente instantanea (Equacfes 3, 4 e 5), com a formacao de cloraminas e a
consequente diminuicdo do cloro livre disponivel. Apesar das cloraminas (cloro
residual combinado) apresentarem potencial desinfetante, seu poder de oxidacéo é
inferior ao cloro nas suas formas livres (USEPA, 2011).

NHs*+ HOCI = NH2CIl + H20 + H*

: 3)
(monocloramina)
NH2Cl + HOCI = NHCI2 + H20
. . (4)
(dicloramina)
NHCI2 + HOCI = NClz + H20 5)

(tricloramina)

O cloro age principalmente nas membranas celulares, alterando a
permeabilidade, promovendo a precipitacdo de proteinas, hidrélise e finalmente a
ruptura da célula (MEDEIROS; DANIEL, 2015). E mesmo que a ruptura ndo ocorra,
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danos irreversiveis aos constituintes vitais da célula podem levar a sua inativacao
(LI; SMITH; BELOSEVIC, 2004).

A acao do cloro sobre cistos de Giardia foi demonstrada por Li, Smith e
Belosovic (2004), de acordo com 0s autores, 0 sucesso da inativagdo quimica de
protozoarios que formam cistos, como G. lamblia, € a superacdo da barreira da
parede do cisto. Analisando os cistos expostos a diversas doses de cloro livre, a
25°C e pH 6, em microscopicos de transmisséo eletronica, os autores observaram
que a acado do cloro segue a seguinte progressédo: i) danos a parede externa do
cisto; ii) desintegracdo da membrana plasmatica; iii) acesso ao citoplasma e ao
nacleo, comprometendo as funcgbes vitais dos cistos; um ponto importante da
pesquisa é que maiores dosagens provocaram maiores danos aos cistos (LI; SMITH;
BELOSEVIC, 2004).

Alguns estudos demonstraram que o Ct (concentracdo de cloro x tempo
de contato) necessario para a inativacdo de cistos de Giardia é maior do que o0s
normalmente utilizados em estacdes de tratamento de agua e efluentes, suficientes
para a inativacdo de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal (ADEYEMO et al.,
2019; BRIANCESCO et al.,, 2005; FERNANDO, 2009; HAAS; HELLER, 1990;
HUFFMAN et al., 2006; JARROLL; BINGHAM; MEYER, 1981; KIM; HONG; LEE,
2001; MANOLI et al., 2019).

Cistos viaveis de Giardia foram identificados em efluentes de uma ETE
(tratamento por lodos ativados e filtragem de leito raso) na Flérida, que usa cloracéo
(1,8 — 5 mg Cl2 L'Y) como desinfetante (HUFFMAN et al., 2006). Caccio et al. (2003)
identificaram 102 cistos L no efluente de uma ETE na Italia, que usa lodos ativados
como tratamento secundario e cloragdo (0,05 - 1 mg Clz L'') para desinfeccdo. E
mesmo quando uma alta dose de cloro foi aplicada (90 mg min L), 102 cisto L*
foram recuperados no efluente de outra ETE na Italia que utiliza lodos ativados como
tratamento secundario (BRIANCESCO et al., 2005).

Entretanto, o uso de baixas doses de cloro sdo incentivadas globalmente,
devido aos efeitos colaterais dos subprodutos de desinfeccdo (DBP), que sé&o dose-
dependentes. Durante a desinfecc¢éo, o cloro reage também com a matéria organica
presente no efluente, gerando os DBP, muitos com atividades mutagénicas ou
carcinogénicas (CREBELLI et al., 2005).

Ha uma emergente preocupacdo com a presenca de DBP na agua de

relso usada para irrigagdo agricola, uma vez que eles podem ser absorvidos pelas
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plantas. O acumulo de clorato, um importante DBP inorganico, geralmente
encontrado em efluentes desinfetados com cloro, foi relatado em alfaces e
espinafres irrigados com &gua de reuso clorada (GARRIDO et al., 2020;
LOPEZ-GALVEZ et al., 2018). O estudo desenvolvido por Lonigro, Montemurro,
Laera (2017), mostrou que o acumulo de compostos organoalogenados no solo,
raizes e folhas esta diretamente relacionado a concentracédo de cloro na agua de
irrigacéo. Concentragées de cloro livre superiores a 10 mg L* prejudicaram o
desenvolvimento de pés de alface (LONIGRO; MONTEMURRO; LAERA, 2017).
Demonstrando que doses mais altas como a necessaria para inativar cistos de
Giardia podem ser mais danosas ao sistema solo-planta.

Dessa forma, algumas regulamentacbes para 0 relso agricola de
efluentes restringiram o uso de cloro, como a legislacéo italiana, que, ao limitar o
total de trialometanos a 0,03 mg L1, praticamente excluiu a cloragdo como
alternativa para desinfeccdo da agua de reuso (ANTONELLI et al.,, 2013). Na
Alemanha, a desinfeccao de efluentes com cloro foi interrompida na década de 1990
devido ao impacto téxico dos DBP na flora aquéatica e na saude humana
(KISTEMANN et al.,, 2008), deixando claro a necessidade de desinfetantes

alternativos viaveis para a inativacdo de patdgenos resistentes.

2.6.2. Acido peracético

O &cido peracético (CH3COsH) € um forte agente desinfetante. Disponivel
comercialmente na forma de uma mistura de equilibrio quaternario contendo &cido
acético (CHsCO2zH), peroxido de hidrogénio (H202), acido peracético (CH3COzH) e
agua (GEHR et al., 2003; KITIS, 2004), como mostrado na Equacéo 6.

CHsCO2H + H202 = CH3COsH + H20 (6)

O &acido peracético combina as caracteristicas do oxigénio ativo de um
peréxido, dentro de uma molécula de acido acético e pertence a classe de peroxidos
organicos, que sao produtos quimicos artificiais (KITIS, 2004). O acido néao
dissociado (i.e., CHsCOsH) é considerado a forma biocida, a qual é predominante
em pH 4,7. Embora o H202 também contribua de maneira sinérgica e a longo prazo
para a desinfec¢cdo, uma vez que persiste mais tempo no ambiente (GEHR et al.,
2003).
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O acido peracético tem sido usado na industria de alimentos, bebidas e
papel ha muitos anos, e comecou a ser estudado para a desinfeccao de efluentes no
final da década de 1980, por um grupo de pesquisadores do Reino Unido (BALDRY;
FRENCH, 1989). Os pesquisadores apontaram o0 acido peracético como uma boa
opcao para a desinfeccao secundaria de efluentes, destacando seu amplo espectro
de acéo e a auséncia de formacéo de DBP indesejaveis (BALDRY; FRENCH, 1989).

Desde entdo, diversos autores relataram o bom desempenho do &cido
peracético em ETE, na inativacdo de bactérias indicadoras, bactérias formadoras de
esporos e até mesmo virus (ANTONELLI et al., 2013; GEHR et al., 2003; LIBERTI,
LOPEZ; NOTARNICOLA, 1999; LUUKKONEN; PEHKONEN, 2017; MANOLI et al.,
2019; MCFADDEN et al., 2017; PARK et al., 2014; WAGNER; BRUMELIS; GEHR,
2002). No entanto, cabe ressaltar que como todo agente desinfetante a efetividade
do &cido peracético depende do organismo alvo, organismos mais resistentes como
virus e bactérias formadoras de esporos exigem um Ct maior para serem inativados,
em comparagcdo com bactérias do grupo coliforme (GEHR et al., 2003). Como o
objetivo do presente trabalho é a inativagdo de cistos de Giardia spp., a acdo do
acido peracético sobre outros agentes patogénicos nao sera discutida.

A busca realizada para elaboracdo desta revisdo da literatura revelou
apenas dois estudos que avaliaram a eficiéncia do acido peracético para inativar
cistos de Giardia em amostras de efluente (BRIANCESCO et al., 2005; CACCIO et
al., 2003). Os estudos foram desenvolvidos na Itélia, onde o uso do acido peracético
em ETE é bastante comum (ANTONELLI et al., 2013; BONADONNA et al., 2002;
BRIANCESCO et al., 2005; CACCIO et al., 2003; DE SANCTIS et al., 2017; MANOLI
et al., 2019).

Briancesco et al. (2005) reduziram 96% dos cistos viaveis presentes em
amostras de esgoto bruto utilizando um sistema de lodos ativados seguido por
desinfeccdo com acido peracético (90 mg min L1), eficiéncia semelhante a obtida no
mesmo estudo para a mesma dose de cloro (Tabela 2-5). Dentre o0s cistos
recuperados nas amostras de efluente do sistema, 50% estavam viaveis. A
viabilidade foi avaliada através da inspecdo de estruturas internas dos cistos por
microscopia de contraste de fase.

Caccio et al. (2003) reportaram 98% de eficiéncia total de uma ETE na
remocgéo de cistos de Giardia, utilizando o sistema de lodos ativados, seguido por

filtracdo (poros de 60 um) e desinfeccdo com acido peracético (4 mg L?). Os autores
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ndo deram detalhes a respeitos do tempo de contato utilizado na etapa de
desinfeccdo e nado avaliaram a viabilidade dos cistos recuperados ao final do
tratamento (CACCIO et al., 2003).

Como o cloro, o &cido peracético também reage com a matéria organica
presente no efluente. Quando a concentracdo de matéria organica € baixa, o
processo de desinfeccao é rapido, e a taxa de decomposicdo dos microrganismos
apos 30 minutos € insignificante (ANTONELLI et al., 2013; GEHR et al., 2003). Ja
quando a concentragdo de matéria organica é alta, a desinfec¢@o pode persistir por
mais tempo, desde que a quantidade de desinfetante fornecida no inicio do processo
seja alta o suficiente para suprir a demanda do efluente e ainda gerar um residual
(GEHR et al., 2003).

Apesar de ser um desinfetante com a eficacia semelhante ao cloro e ter a
grande vantagem de nao produzir subprodutos nocivos, o alto custo ainda € um fator
limitante para a aplicacdo do acido peracético em larga escala, especialmente em
paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. O valor do acido peracético 12%
na Europa gira em torno 1100,00-1200,00 €/t, resultando em um custo de
desinfeccdo entre 0,02-0,06 €/m3 de efluente, quase 10 vezes mais que o cloro
(LUUKKONEN; PEHKONEN, 2017).

2.6.3. Radiacéo ultravioleta

A radiagcdo UV é uma alternativa mundialmente aceita aos desinfetantes
quimicos para a desinfeccédo de agua, seja ela potavel ou residuaria, estima-se que
cerca 7 mil ETE ou ETA (estacbes de tratamento de &agua) facam uso dessa
tecnologia ao redor do mundo (SONG; MOHSENI; TAGHIPOUR, 2016). Entre suas
principais vantagens estdo a auséncia de formacdo de subprodutos tdxicos e a
maior eficacia na inativacao de patdgenos resistentes (ADEYEMO et al., 2019).

Dentro do espectro eletromagnético, os comprimentos de onda que vao
de 100 a 400 nm compreendem a luz UV, que pode ser dividida em:

e UV-A (315 a 400 nm);

e UV-B (280 a 315 nm);

e UV-C (200 a 280 nm);

e UV-Vacum (100 a 200 nm).

A radiagdo UV-C, principalmente na faixa de 260 nm, é fortemente

absorvida pelo DNA das células, o que pode promover uma fusdo fotoquimica de



53

bases pirimidicas adjacentes e a quebra da dupla fita (DSB), interferindo em
importantes funcdes celulares como a replicagdo e a transcricdo do DNA e,
consequentemente, o0 crescimento e multiplicagdo da célula (HIJNEN;
BEERENDONK; MEDEMA, 2006; LUI et al., 2014). Apesar desses danos serem
potencialmente letais, a sensibilidade a radiacdo UV € altamente espécie-especifica
(EINARSSON; SVARD; TROELL, 2015).

A dose-resposta do organismo (calculada em funcdo da intensidade UV e
do tempo para inativagéo dos microrganismos) influencia o desempenho da radiagéo
UV como agente desinfetante (LI et al., 2017b). De acordo com o manual da agéncia
de protecdo ambiental americana (sigla em inglés EPA - Environmental Protection
Agency) para desinfeccdo de agua de abastecimento, a dose necessaria para
inativar 4 logs de cistos de Giardia é de 22 mJ cm2 (USEPA, 2006).

Entretanto, em efluentes a dose necessaria para a inativacdo dos cistos
pode ser maior, em funcdo da presenca de particulas organicas e inorganicas que
dispersam e absorvem a luz incidente e também servem como escudo para 0s
patégenos, diminuindo a dose de radiacdo UV recebida pelos organismos-alvo
(ADEYEMO et al., 2019; FARRELL et al., 2018; HIINEN; BEERENDONK; MEDEMA,
2006).

Por exemplo, Cantusio Neto et al. (2006) relataram que a etapa de
desinfeccdo com luz UV (25-30 mJ cm) ndo foi suficiente para inativar todos os
cistos presentes no efluente de uma ETE (lodos ativados). Os autores reportaram a
presenca de trofozoitos no limen do intestino de um dos trés ratos inoculados com
cistos expostos ao processo de desinfeccdo (CANTUSIO NETO; SANTOS;
FRANCO, 2006). E o estudo desenvolvido por Li et al. (2009), demonstrou, também
através do ensaio da infectividade animal, que mesmo efluentes expostos a doses
de radiagdo UV de 57 mJ cm?, apresentavam cistos infectantes.

Um desafio da desinfeccdo com UV é a possibilidade da fotoreparacao,
apresentada por alguns organismos. A fotoreparacédo € um mecanismo desenvolvido
pelos microrganismos que permite a reparacdo dos danos ocasionados pela
radiacdo UV-C no DNA, apés longos periodos de exposicdo a luz. Além da
fotoreparagcdo, ha também a dark-repair, a qual ndo depende da presenca de luz
para ocorrer. Estes mecanismos ainda ndo foram completamente elucidados, mas
acredita-se que a reativagcdo ocorra atraves da reposicdo enzimatica dos

nucleotideos danificados e recombinacdo com DNA néo danificado (LUI et al., 2014).
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Quando a reparacdo ocorre corretamente o DNA é restaurado e o ciclo celular
reestabelecido

Lindenauer e Darby (1994) descobriram que a fotorreativacdo de
coliformes totais em aguas residuais desinfetadas por UV diminuiu com o aumento
da dose utilizada. Assim, onde a agua de relso € armazenada apos o tratamento, 0
guia da EPA para reuso de efluentes recomenda o uso de dose de UV mais altas
(100, 80 ou 50 mJ cm? dependendo da tecnologia de filtracdo) (USEPA, 2012).

Uma pesquisa in vitro demonstrou que o0s cistos de Giardia tém
capacidade limitada de reparar danos induzidos por radiacdo UV (EINARSSON;
SVARD; TROELL, 2015). Em eucariotos, o reparo dos danos ao DNA induzido por
UV foi associado a replicacdo ativa do DNA, por meio de proteinas que séo
compartilhadas entre os processos de replicacdo e reparo do DNA danificado
(NOVARINA et al., 2011). Os cistos correspondem ao estagio dormente do ciclo de
vida da Giardia, e ndo possuem uma maquinaria de replicacdo de DNA ativa, dessa
forma ndo sdo capazes de detectar e reparar efetivamente as lesdbes no DNA
(EINARSSON; SVARD; TROELL, 2015). Linden et al. (2002) ndo observaram
fotorreativacdo dos cistos submetidos a 40 mJ cm de radiacdo. A comprovacéo foi
feita pela avaliacdo de infectividade animal. Os autores inocularam cistos irradiados,
apos periodos de incubacdo em contato com a luz e no escuro, em roedores
(LINDEN et al., 2002).

Dentre as desvantagens do uso da radiacdo UV esta o uso de lampadas
de mercurio, que sao frageis e contém mercuario, um metal extremamente perigoso
para o meio ambiente (CHEVREMONT et al., 2012b; CLOSE; IP; LAM, 2006; SONG;
MOHSENI; TAGHIPOUR, 2016). Além do mais, gastam muita energia e apresentam
uma duracao relativamente curta, por volta de 10 mil horas (SONG; MOHSENI;
TAGHIPOUR, 2016).

Os diodos emissores de luz ultravioleta, conhecidos pela sigla em inglés
LED (light emitting diodes), estdo emergindo como tecnologia alternativa para
desinfeccdo de agua e efluentes, se mostrando efetivos na inativacéo de bactérias e
virus (BECK et al., 2017; CHEVREMONT et al., 2012a, 2012b; CLOSE; IP; LAM,
2006; LI et al., 2017a; NYANGARESI et al., 2018; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020;
SONG; MOHSENI; TAGHIPOUR, 2016; SONG; TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019a).
Alguns estudos tem avaliado, inclusive, o uso de LED para emissdo de radiacdo UV
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(UV-LED) para o tratamento de &gua de reuso para irrigacdo agricola
(CHEVREMONT et al., 2013a, 2013b; NGUYEN et al., 2019).

Entre as principais vantagens do LED destacam-se o fato de serem
menores, mais leves, apresentarem maior durabilidade (100 mil horas) e
consumirem menos energia, 0 que contribui para a diminuicdo do custo de operacao
do sistema. Além do mais, também produzem com maior eficiéncia o comprimento
de onda especifico, permitindo projetar um sistema de desinfeccdo em funcdo do
patégeno a ser inativado (BECK et al., 2017; CHEVREMONT et al., 2012a; SONG;
MOHSENI; TAGHIPOUR, 2016).

Quanto a eficiéncia, um estudo que comparou o poder germicida do UV-
LED, com a lampada UV de mercuario, demonstrou que ambas apresentam
desempenho semelhante, para doses equivalentes, na desinfec¢cdo de 4guas cinzas
(CROOK et al., 2015). Li et al. (2017a) também observaram desempenho
semelhante entre as lampadas de mercurio e UV-LED na desinfeccdo de amostras
de agua.

Alguns estudos tém avaliado a combinacédo de diferentes comprimentos
de onda (M) na inativacdo de microrganismos, utilizando UV-LED, mas ainda néo ha
um consenso a respeito do aumento da efetividade quando dois ou mais
comprimentos sao utilizados (BECK et al., 2017; CHEVREMONT et al., 2012a; LI et
al., 2017b; NYANGARESI et al., 2018; OGUMA et al., 2013).

Alguns autores sugerem a combinagdo entre comprimentos de onda
dentro dos espectros UV-A e UV-C, visando um potencial efeito cumulativo
(CHEVREMONT et al., 2012a, 2012b; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020; SONG;
MOHSENI; TAGHIPOUR, 2019; SONG; TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019a). A
radiacdo UV-A apresenta uma baixa absorcdo pelo DNA, demandando doses 100
vezes maiores que a radiacdo UV-C para formar dimeros de pirimidina, mas, por sua
vez, interage com moléculas fotoreativas formando espécies reativas de oxigénio
(ROS) que podem danificar componentes celulares, incluindo membranas,
proteinas, acidos nucleicos e contribuir para atrasos de crescimento e mutacdes
(SONG; MOHSENI; TAGHIPOUR, 2019).

Por outro lado, algumas pesquisas recentes também demonstraram que
nao ha efeito sinérgico na juncdo de UV-A e UV-C para inativar microrganismos em
amostras de agua (LI et al.,, 2017a; NYANGARESI et al., 2018; OGUMA; KITA,
TAKIZAWA, 2016; SONG; TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019a). Song, Taghipour,
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Mohseni (2019a), inclusive, alertam que o UV-A pode induzir o fotoreparo do DNA
danificado, se usado ap6s o UV-C, uma vez que a enzima fotoliase, responsavel
pelo reparo do DNA, tem absor¢cdo maxima entre 370 e 420 nm.

Até o momento da elaboracdo desta revisdo da literatura ndo foram
publicados trabalhos que tenham avaliado a acdo do UV-LED em cistos de Giardia
Spp. ou outros protozoarios.

Apesar das vantagens, o alto custo e a poténcia relativamente baixa sao
barreiras no uso de LED para sistemas de desinfecgéo por radiagédo UV (IBRAHIM et
al, 2014).

2.6.4. Processos Oxidativos Avancados

Os POA constituem uma familia de processos similares, mas nao
idénticos, baseados predominantemente (mas nao exclusivamente) na formag¢ao do
radical hidroxila (OH-), um forte agente oxidante nao seletivo (COMNINELLIS et al.,
2008; DEWIL et al., 2017). Esta revisdo abordard apenas a formacao de radical
hidroxila.

Os POA foram propostos inicialmente, no inicio dos anos 80, para
remover gosto e odor no tratamento de agua. Mais tarde comecaram a ser usados
amplamente no tratamento de varios tipos de efluente por serem capazes de
mineralizar poluentes organicos recalcitrantes que os tratamentos convencionais de
aguas residuarias ndo sdo capazes de remover (DENG; ZHAO, 2015; VILHUNEN;
SILLANPAA, 2010). E, com o passar do tempo, a acdo desinfetante dos POA
também comecou a ser estudada, demonstrando uma boa eficiéncia mesmo para
inativacdo de patogenos resistentes (AGULLO-BARCELO et al., 2013; CHO et al.,
2011; GUADAGNINI et al., 2013; GUIMARAES et al., 2014; MALATO et al., 2009;
MIKLOS et al., 2018; RIZZO et al., 2019; RYU et al., 2008).

A acao desinfetante dos radicais hidroxila esta basicamente relacionada a
destruicdo da membrana celular, através da oxidacao de lipidios, e a danos no DNA
da célula, através da formacdo de dimeros de pirimidina e da quebra de uma das

fitas da molécula, alteragbes que podem ser letais e mutagénicas. Além do mais, o
OH- pode oxidar proteinas (MALATO et al., 2009).
A versatilidade dos POA esta associada aos diferentes modos de se

produzir OH-. Os POA baseados em UV usam a radiacdo UV (principalmente UV-C)
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e a combinacdo de luz UV com diferentes promotores de radicais, catalizadores
(principalmente o dioxido de titanio) ou oxidantes (como o peréxido de hidrogénio e o
0zonio) (DENG; ZHAO, 2015; MIKLOS et al., 2018).

A associacao entre peroxido de hidrogénio (H202) e UV € um POA muito
bem estabelecido e conhecido, que combina a atividade fotocatalitica do UV e o
forte poder oxidativo dos dois radicais hidroxila gerados pela dissociacéo
fotocatalitica de cada molécula de H202. (Equacéo 7) (DENG; ZHAO, 2015).

H202 + hv—20H- )

Varios estudos vém demonstrando a boa efetividade do H202/UV na
inativacdo de microrganismos como Vvirus, bactérias indicadoras, bactérias
formadoras de esporos e mesmo na forma de resisténcia de protozoarios (CHO et
al., 2011: GUADAGNINI et al., 2013; GUIMARAES et al., 2014, 2015; MALVESTITI;
DANTAS, 2018; SUN; TYREE; HUANG, 2016).

Guimarées et al. (2014) avaliaram a eficiéncia de H202 (12 g L™)
associado a radiacdo UV (1 = 254 nm; dose 5,480 mJ cm™2), na reducéo de cistos de
Giardia spp. inoculados artificialmente em amostras de agua superficial. Segundo os
autores, o H202/UV possibilitou a reducao de 64% dos cistos inoculados. Os autores
atribuem a baixa porcentagem de reducédo a alta concentracdo de H20: utilizada. O
H202 em excesso passa a consumir radicais hidroxila, para a formacéo de radicais
hidroperoxila (HO2-), um agente oxidante menos potente que o OH-, o que diminuiu
a eficiéncia do sistema (HU et al., 2008).

No mesmo trabalho, os autores avaliaram possiveis danos causados a
parede do cisto apds a exposicdo ao POA. O critério utilizado para tal foi a
diminuicdo da fluorescéncia dos cistos, ao serem submetidos a reacgdo de
imunofluorescéncia direta (RID). Dentre os cistos ndo removidos pelo sistema
(36,0%) aproximadamente 99% apresentaram fluorescéncia fraca (GUIMARAES et
al., 2014). Como a inativacdo pode ocorrer quando um constituinte vital da célula
sofre um dano irreversivel, a diminuicdo da fluorescéncia ou danos estruturais de
sua parede sao evidéncias da inativacdo dos mesmos, decorrente da acdo dos
agentes desinfetantes (LI; SMITH; BELOSEVIC, 2004).

Em outro estudo, 0 mesmo grupo de pesquisa ao avaliar diferentes doses

de radiagdo UV e de H202, observaram eficiéncia semelhante ao serem usadas
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baixas e altas doses tanto na reducédo quanto na danificacdo dos cistos de Giardia.
Utilizando uma dose de radiacdo UV de 44 mJ cm? e 15 mg L* de H20z2, por 5,5
segundos, 45,6% dos cistos remanescentes apresentavam danos na sua estrutura,
enquanto, com uma dose de UV igual a 5.472 mJ cm? e 6.000 mg L' de H20z,
46,0% dos cistos foram danificados (GUIMARAES et al., 2015).

Em funcéo de todas as vantagens apresentadas pelos LED, ja discutidas
no item 2.6.3, estes vém sendo estudados como fonte de radiacdo UV para POA.
Um extenso estudo de revisao publicado em 2018 evidenciou os LED como uma boa
alternativa as lampadas de mercuario como fonte de radiacdo UV para mineralizacao
de compostos organicos recalcitrantes por POA (MATAFONOVA,; BATOEV, 2018).

A eficiéncia dos LED em POA para desinfec¢do também foi demonstrada
utilizando-se a bactéria Bacilus subitilis e a associagédo entre UV-LED e cloro (LI et
al., 2018), no entanto, durante a pesquisa para a elaboracdo desta revisdo da
literatura ndo foram encontrados estudos para desinfec¢ao utilizando UV-LED e
H202, tampouco estudos que avaliassem o uso de POA baseado em UV-LED para a
inativacdo de cistos de Giardia.

2.7. DIRETRIZES E REGULAMENTACOES

N&o ha duvidas que o efluente € uma importante fonte de 4gua para a
agricultura, no entanto a sua aplicacéo precisa ser regulamentada a fim de prevenir
0 uso de aguas de baixa qualidade que possam trazer riscos para a saude humana
e para 0 meio ambiente (DICKIN et al., 2016; LICCIARDELLO et al.,, 2018;
PEDRERO et al., 2010).

A nivel mundial, as principais diretrizes utilizadas como referéncia sédo o
Regulations for Recycled Water, do Estado norte-americano da Califérnia
(CALIFORNIA DEPARTMENT OF PUBLIC HEALTH, 2012), o guia da OMS — WHO
Guideline for the safe use of wastewater, excreta and graywater (WHO, 2006a) e o
guia da EPA — Guideline for water reuse (USEPA, 2012).

O guia da OMS, com o intuito de ser aplicado em paises em
desenvolvimento, que ndo contam com sistemas altamente tecnologicos e eficazes
para o tratamento de efluentes, segue o “risco calculado”, baseado na evidéncia
epidemiologica, reconhecendo que as estratégias de reducdo de risco devem ser
flexiveis e ajustadas ao contexto local (BIXIO et al., 2008; LICCIARDELLO et al.,
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2018). O guia também introduziu o conceito de “multiplas barreiras”, que enfatiza o
papel das etapas da cadeia do redso na diminuicdo dos riscos aos quais usuarios,
consumidores e populacdo ao entorno estdo expostos, ao invés de concentrar a
responsabilidade apenas nos sistemas de tratamento (JARAMILLO; RESTREPO,
2017).

Ja a legislacao californiana € bastante restritiva e segue uma abordagem
“risco zero”, baseado no fato de que microrganismos podem viver por dias, semanas
ou meses no solo e nas plantagdes, a deteccdo de um Unico patégeno ou
microrganismo indicador em um desses ambientes € suficiente para indicar a chance
de um problema de saude publica decorrente do reuso agricola (LICCIARDELLO et
al., 2018). Em funcédo dessa abordagem, o reuso agricola de efluentes na California
€ considerado uma préatica segura, nao havendo evidéncias de surtos de doencas
atribuidos a ela (OLIVIERI et al., 2014).

Assim como a Califérnia, outros estados norte-americanos, como a
Flérida e o Arizona apresentam legislacdo prépria e bastante restritiva a respeito do
uso de aguas residuéarias na irrigacdo de culturas. A Florida, inclusive, recomenda o
monitoramento de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium (FLORIDA
ADMINISTRATIVE CODE, 2009), enquanto a maioria das diretrizes e legislacdes
recomendam apenas 0 monitoramento de microrganismos indicadores e ovos de
helmintos (Tabela 2-6).

J& o guia da EPA assemelha-se mais as diretrizes da OMS, e tém como
objetivo atender estados, e até mesmo outras nacfes, onde a legislacdo é
inexistente, ou esta sendo revisada/expandida (USEPA, 2012). O guia ressalta que
regulamentacdes mais restritivas, como as da Califérnia e da Flérida, embora
amplamente protetivas, sdo potencialmente proibitivas e caras em alguns contextos
econdmicos, sem necessariamente melhorar o reflexo na saude publica.

A diretiva Europeia “Regulation on minimum requirements for water reuse”
foi proposta recentemente pelo Parlamento Europeu (EUROPEAN COMMISSION,
2018). O instrumento recomenda requisitos minimos de qualidade para garantir o
reuso seguro do efluente para a irrigacdo agricola. Alguns paises europeus tém suas
proprias legislacdes, que, ocasionalmente, sdo mais restritivas. A regulamentagéo
italiana (Decreto Ministeriale 185/2003), por exemplo, segue a abordagem de "risco
zero", com um rigoroso protocolo que estabelece 54 parametros a serem

monitorados e, estabelece limites severos, o que apesar de seguro, pode afetar
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negativamente a expansao do reuso de efluentes (LICCIARDELLO et al., 2018). Por
outro lado, a legislacdo francesa estabelece apenas 6 parametros, mas inclui
requisitos adicionais, como método de irrigacdo, volume de aplicacdo, distancia
minima para protecdo de fontes de 4gua potavel, monitoramento das propriedades
do solo e origem do efluente (Journal Officiel de la République Francaise, 2010).

No Brasil, no ambito federal, a legislacdo aplicada a préatica do reuso
agricola ainda é incipiente e sem orientacdes técnicas claras, provavelmente, em
virtude da falta de tradicdo quanto & aplicacdo dessa prética, devido ao senso
comum referente a abundancia de agua no pais. A Resolucdo n° 121/ 2010 tem
como objetivo estabelecer diretrizes e critérios para a pratica de reuso direto ndo
potavel de agua na modalidade agricola e florestal, e afirma que a aplicacdo de agua
de reuso para fins agricolas ndo podem apresentar riscos ou causar danos
ambientais e a saude publica, e que o produtor da agua de redso € responsavel
pelas informacfes constantes de sua caracterizacdo e monitoramento. Entretanto,
nao deixa claro os parametros que devem ser monitorados (BRASIL, 2010).

Alguns Estados apresentam legislacdo propria que regulamentam a
pratica do relso agricola de efluente. Por exemplo, o Ceara conta com a Lei
Estadual n° 16.033/2016, que entre as principais determinacdes estabelece que a
atividade de relso exige obtencéo de outorga e licenciamento ambiental (CEARA,
2016). J4& os padrdes de qualidade sdo fixados pela Resolucdo do Conselho
Estadual do Meio Ambiente (COEMA) n° 2/2017 e estabelece critérios para
salinidade e microrganismos (Tabela 2-6) (CEARA, 2017).

O Estado de Minas Gerais também apresenta legislacdo propria, a
Deliberacdo Normativa do Conselho Estadual de Recurso Hidrico (CERH-MG) n°
65/2020 estabelece, entre outras coisas, que o0 uso de efluentes provenientes de
ETE é permitido em atividades como fertirrigacdo de culturas ndo ingeridas cruas,
incluindo culturas alimenticias e ndo alimenticias, forrageiras, pastagens e arvores
(MINAS GERAIS, 2020). A normativa estabelece que condutividade elétrica, pH, E.
coli e ovos de helmintos sejam monitorados pelo produtor da agua de reuso, e
determina que a quantidade total de sddio recebida pelo solo néo ultrapasse 300 kg
ha ano (Tabela 2-6). Ndo ha exigéncia de licenciamento, mas o produtor deve fazer
um cadastro, e manté-lo atualizado, junto ao 6rgdo gestor competente fornecendo
informacgdes a respeito da quantidade e da qualidade da agua produzida (MINAS
GERAIS, 2020)
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No Rio Grande do Sul, a Resolucdo do CONSEMA n° 419/2020
estabelece padrdes de qualidade (Tabela 2-6) e frequéncia de monitoramento, além
de determinar a obrigatoriedade de licenciamento ambiental junto ao 6rgéo
ambiental competente (RIO GRANDE DO SUL, 2020). A legislacdo também proibe a
utilizacdo de agua de reudso em raio minimo de 70 metros de pocos e outras
captacbes de agua subterraneas utilizadas para abastecimento de agua para
consumo humano e que aguas oriundas de processos industriais que apresentem
substéancias definidas como poluentes organicos persistentes sejam usadas para fim
agricola (RIO GRANDE DO SUL, 2020).

A Tabela 2-6 traz um resumo dos principais parametros considerados em
diferentes guias e diretrizes adotados ao redor do mundo para o relso agricola de
efluentes. E impossivel monitorar rotineiramente todos os compostos quimicos e
organismos patogénicos preocupantes presentes na agua de redso, assim, existem
alguns parametros comumente utilizados para controlar a qualidade, como turbidez,
pH, condutividade elétrica, matéria organica e nutrientes. Alguns paises como EUA,
Israel, Italia e China, exigem ou recomendam a determinacdo de agentes
potencialmente toxicos, como metais e contaminantes organicos (Tabela 2-6).

Como os métodos utilizados para detectar virus e protozoarios sao
complexos, caros, e os laboratérios tipicos de uma ETE ndo tém estrutura para
realiza-los rotineiramente (USEPA, 2012), a caracterizacdo microbiolégica das
aguas de reulso é baseada principalmente na enumeracdo de bactérias indicadoras
de contaminacédo fecal (Tabela 2-6). Apesar do monitoramento de virus e ovos de
helmintos ser mais comum, entre todas as regulamentacdes e diretrizes consultadas
para preparar esta revisdo, apenas o0 estado da Flérida nos EUA exige o
monitoramento de (oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium (Tabela 2-6). A Australia
e a Franca usam bactérias formadoras de esporos, como Clostridium perfringens, e
outras bactérias redutoras de sulfato para indicar contaminag@o por protozodrios. A
alta resisténcia aos processos de desinfeccdo e as condi¢cdes ambientais adversas,
aliada a uma metodologia de deteccdo mais simples, justificam o uso das bactérias
formadoras de esporos como indicadores da presenca de protozoéarios em efluentes
e aguas tratadas (ALCADE SANZ; GAWLIK, 2017).

O monitoramento de microrganismos de referéncia que representem
diferentes grupos de patdgenos, considerando variagdes de caracteristicas,

comportamentos e suscetibilidades de cada um é importante para garantir a pratica
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segura do reuso de efluentes (ALCADE SANZ; GAWLIK, 2017). A concentracdo de
cisto de Giardia em efluentes tratados de diferentes ETE (Tabela 2-5), aliada aos
dados de prevaléncia de giardiase em locais que usam efluentes para irrigacéo (ltem
2.5) reforcam a necessidade de se estabelecer limites legais sobre a presenca de
protozoarios na agua de reuso.

Além da protecdo da saude humana, as diretrizes visam prevenir
possiveis efeitos sobre a produtividade e fertilidade do solo, devido a perturbacéo
das propriedades fisico-quimicas (USEPA, 2012; WHO, 2006a). O equilibrio
adequado dos servicos ecossistémicos € crucial para a manutencdo da saude do
solo e pode ndo ser adequadamente coberto pelas diretrizes disponiveis. Outra
omissao relevante refere-se aos riscos de introducdo de contaminantes bioldgicos,
como genes de resisténcia a antibidticos (BECERRA-CASTRO et al., 2015;
TORSVIK; @VREAS, 2002).


https://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/search/?filter=CONTRIBUTOR:ALCALDE%20SANZ%20Laura
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Tabela 2-6: Padrdes de qualidade para o reuso de efluente para irrigacdo agricola de acordo com os principais guias e legislacdes disponiveis

Guia/ Categoria Limites
Legislacio de rguso H ST CE NT UNT Matéria Cl Microrganismos /
P mg/L? dS/m mg/L Organica mg/L Patbgenos
3 -
IR 65-80 <500 <07 <5.0 i i <10 10°UFCE. coh/lpOmL
WHO! < 1 ovo de helminto/L
R 6,5-8,0 >100,0 > 3,0 > 30,0 - - >5,0 < 1 ovo de helminto/L
IR 6.0-9,0 i i i < < 10,0 mg/L 1,0 coliformes fecais néo detectaveis /100
’ DBO mL
EPA < 30,0 mg/L
R 6,0-9,0 <30,0 - - - DBO 9 1,0 2 x102 coliformes fecais /100 mL
< 2,2 UFC coliformes totais/100mL
IR - - - - <10 - - Reducéo de 5 log de bacteriéfagos
Califérnia® _MS2
R1 - - - - - - - < 2,2 UFC coliformes totais / 100 mL
R2 - - - - - - - < 23 UFC coliformes totais / 100 mL
< 240 UFC coliformes totais/ 100 mL
IR i <50 i i <9 < 60,0 mg/L i Giardia, Cryptosporidium: amostragem
Fl6rida? - B DBO acada 2 anos paraETE =21 mgd; e a
cada 5 anos para ETE < 1 mgd
R1e R2 < 60,0 - - - > 6%%8‘9/ L - < 800 UFC coliformes totais / 100 mL

IR: Irrigacdo irrestrita; R: Irrigacao restrita - cultura ndo especificada; R1: Irrigacéo restrita - vegetais para cozinhar, forragem para producéo de carne e leite;
R2: Irrigagéo restrita - vegetais para processo industrial, cereais; NE: N&o especificado; ST: sélidos totais; CE: Condutividade elétrica em deciSiemens por
metro; NT: nitrogénio total; UTN: Unidade nefelometria de turbidez; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demanda quimica de oxigénio; Clz: Cloro

livre; UFC: unidades formadoras de col6nia; UFP: Unidades formadoras de placas; mgd: milhGes de galGes por dia.

IWHO (2006b); 2USEPA (2012); 3California Department of Public Health (2014); “Eropean Commission (2018); 5Norma Portuguesa NP 4434 (Instituto
Portugués de Qualidade, 2005); 6Real Decreto 1620/2007 (Gobierno de Espafia, 2007); "Journal Officiel de la République Francaise (2010); ®Common
Ministerial Decision no 145116 (354B)/08.03.11(retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015), °Decreto 185/2003 Ministero dellambiente e della tutela del
territorio (retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015; *°NRMMC; EPHC; NHMRC (2006); !Shoushtarian and Negahban-Azar (2020); 2Yi et al. (2011);
13NOM-001-ECOL (1996); 1 Ceara (2017); > Minas Gerais (2020); %Rio Grande do Sul (2020)
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Tabela 2-6: Padrdes de qualidade para o redso de efluente para irrigacéo agricola de acordo com os principais guias e legislacbes disponiveis (continuacio)

, , Limites
Guia/ Categoria — _ ,
Legislacdo de reliso oH ST CE NT UNT MatAer.la Cl, Mlcrorganlsmos /
mg/L? dS/m mg/L Organica mg/L Patdgenos
<10 UFC E. coli /100 mL
<
IR ; <10,0 - ; <5 = 1%%3‘9/ L . < 103 UFC Legionella/L
< 1 ovo de helminto/L
. <102 UFC E. coli /100 ml
Unido R1 i 35,0 ; ; 25,0 mg/L : < 10° UFC Legionella/L
Europeia DBO :
< 1 ovo de helminto/L
25 0 mall. < 10% UFC E. coli /100 ml
R2 - 35,0 - - bBog - < 10° UFC Legionella/L
< 1 ovo de helminto/L
IR - - - - - - - 10? UFC coliformes fecais/100 mL
1 ovo de helminto
R1 - - - - - - - 108 UFC coliformes fecais 100 mL
5
Portugal < 1 ovo de helminto/L
R2 - - - - - - - 10* UFC FC100/mL
< 1 ovo de helminto/L
102 UFC E. Coli/100 mL
IR ) 20,0 . . 10 ) ) < 1 ovo de helminto/10L
102 UFC E. Coli/100 mL
6 . - - . . .
Espanha R1 35,0 < 1 ovo de helminto/10L
R2 ] 350 ] ] ] ] ] 10* UFC E. Coli/100 mL

< 1 ovo de helminto/10L

IR: Irrigacdo irrestrita; R: Irrigacado restrita - cultura ndo especificada; R1

. Irrigag@o restrita - vegetais para cozinhar, forragem para producéo de carne e leite;

R2: Irrigagéo restrita - vegetais para processo industrial, cereais; NE: N&o especificado; ST: sélidos totais; CE: Condutividade elétrica em deciSiemens por
metro; NT: nitrogénio total; UTN: Unidade nefelometria de turbidez; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demanda quimica de oxigénio; Clz: Cloro

livre; UFC: unidades formadoras de coldnia; UFP: Unidades formadoras de placas; mgd: milhées de galbes por dia.

IWHO (2006b); 2USEPA (2012); 3California Department of Public Health (2014); “Eropean Commission (2018); 5Norma Portuguesa NP 4434 (Instituto
Portugués de Qualidade, 2005); ®Real Decreto 1620/2007 (Gobierno de Espafa, 2007); “Journal Officiel de la République Frangaise (2010); 8Common
Ministerial Decision no 145116 (354B)/08.03.11(retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015), °Decreto 185/2003 Ministero del’ambiente e della tutela del
territorio (retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015; 1I'NRMMC; EPHC; NHMRC (2006); 'Shoushtarian and Negahban-Azar (2020); *2Yi et al. (2011);
13NOM-001-ECOL (1996); 14 Ceara (2017); *> Minas Gerais (2020); *Rio Grande do Sul (2020)
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Tabela 2-6: Padrdes de qualidade para o relso de efluente para irrigacdo agricola de acordo com os principais guias e legislacdes disponiveis (continuacdo)

. . Limites
Guia/ Categoria — . .
Legislacdo de reliso oH ST _ CE NT UNT MatAer.la Cl Mlcrorganlsmos /
mg/L? dS/m mg/L Organica mg/L Patdgenos
250 UFC E. Coli/100 mL
Reducao = 4 log para Enterococci,
IR - 15,0 - - - <60,0 mg/L - Bacteriéfagos RNA F-, Bactérias
DQO
sulforedutoras formadoras de
esporo
10* UFC E. Coli/100 mL
Reduc¢ao = 3 log para Enterococci,
Franca’ R1 - - - - - De acordo - Bacterio6fagos RNA F-, Bactérias
com 0s sulforedutoras formadoras de
padrbes esporo
para 10° UFC E. Coli/100 mL
tratamento Reducao = 2 log para Enterococci,
R2 - - - - - de efluentes - Bacteri6fagos RNA F-, Bactérias
sulforedutoras formadoras de
esporo
IR : : <100 <450 <2 SHO0MIL 550 <5 UFC E. Coli/100 mL
Grécia® 5 0 mall
R - - 35,0 <45,0 - bBOg - < 200 UFC E. Coli/100 mL
19 100,0 mg/L 10 UFC E. coli /100 mL
Italia NE 6.0-95 100 3.0 350 i DQO 0.2 Salmonella ndo detectavel/100 mL

IR: Irrigacdo irrestrita; R: Irrigacado restrita - cultura ndo especificada; R1: Irrigacéo restrita - vegetais para cozinhar, forragem para producéo de carne e leite;
R2: Irrigagéo restrita - vegetais para processo industrial, cereais; NE: N&o especificado; ST: sélidos totais; CE: Condutividade elétrica em deciSiemens por
metro; NT: nitrogénio total; UTN: Unidade nefelometria de turbidez; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demanda quimica de oxigénio; Clz: Cloro
livre; UFC: unidades formadoras de col6nia; UFP: Unidades formadoras de placas; mgd: milhGes de galGes por dia.

IWHO (2006b); 2USEPA (2012); 3California Department of Public Health (2014); “Eropean Commission (2018); 5Norma Portuguesa NP 4434 (Instituto
Portugués de Qualidade, 2005); 6Real Decreto 1620/2007 (Gobierno de Espafia, 2007); "Journal Officiel de la République Francaise (2010); ®Common
Ministerial Decision no 145116 (354B)/08.03.11(retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015), °Decreto 185/2003 Ministero del’ambiente e della tutela del
territorio (retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015; 1I'NRMMC; EPHC; NHMRC (2006); 'Shoushtarian and Negahban-Azar (2020); *2Yi et al. (2011);
13NOM-001-ECOL (1996); 14 Ceara (2017); *> Minas Gerais (2020); *Rio Grande do Sul (2020)
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Tabela 2-6 Padrdes de qualidade para o redso de efluente para irrigacdo agricola de acordo com os principais guias e legislacdes disponiveis (continuacdo)

. . Limites
Guia/ Categoria _— _ ,
Legislacdo de reliso oH ST CE NT UNT MaEer_la Cl; Mlcrorganlsmos /
mg/L? dS/m mg/L Orgénica mg/L Patdgenos
<200 <1 UFC E, coli/100 mL
IR - < 30,0 - - - ma/L D’BO - <1 UFP colifagos sométicos/100 mL
g <1 UFC C. perfringens/L
Austrélia® < 20,0 2 ,
R1 - < 30,0 - - - mg/L DBO - 102 UFC E. colif100 mL
R2 i <300 ; : : < 288%9/ L 10 UFC E. coli / 100 mL
100,0 102UFC E. coli/ 100 mL
Jordanial IR 60-90 50,0 2,34 45 10 mg/L DBO ] <1 ovo de helminto/L
500,0 103UFC E. coli / 100 mL
R 6,090 150,0 2,34 70 i mg/L DBO i <1 ovo de helminto/L
Israelit NE ; 10,0 . . 5 Zongog’ L 10 10 UFC coliformes fecais/100 mL
40,0 mg/L 2x10* UFC coliformes totais /100
IR 5,5-8,5 60,0 - - DBO 1,5 mL
China'? 80.0 - 60,0 -
R 5,5-8,5 10’0 0 - - - 100,0 1,5 4x10* UFC coliformes totais/100 mL
’ mg/L DBO

IR: Irrigacdo irrestrita; R: Irrigacado restrita - cultura ndo especificada; R1: Irrigacéo restrita - vegetais para cozinhar, forragem para producéo de carne e leite;
R2: Irrigagéo restrita - vegetais para processo industrial, cereais; NE: N&o especificado; ST: sélidos totais; CE: Condutividade elétrica em deciSiemens por
metro; NT: nitrogénio total; UTN: Unidade nefelometria de turbidez; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demanda quimica de oxigénio; Clz: Cloro
livre; UFC: unidades formadoras de coldnia; UFP: Unidades formadoras de placas; mgd: milh6es de galBes por dia.

IWHO (2006b); 2USEPA (2012); 3California Department of Public Health (2014); “Eropean Commission (2018); 5Norma Portuguesa NP 4434 (Instituto
Portugués de Qualidade, 2005); ®Real Decreto 1620/2007 (Gobierno de Espafia, 2007); “Journal Officiel de la République Francaise (2010); 8Common
Ministerial Decision no 145116 (354B)/08.03.11(retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015), °Decreto 185/2003 Ministero del’ambiente e della tutela del
territorio (retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015; *°NRMMC; EPHC; NHMRC (2006); *Shoushtarian and Negahban-Azar (2020); 12Yi et al. (2011);
13NOM-001-ECOL (1996); 14 Ceara (2017); *> Minas Gerais (2020); *Rio Grande do Sul (2020)
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Tabela 2-6 Padrdes de qualidade para o redso de efluente para irrigagdo agricola de acordo com os principais guias e legislagcdes disponiveis (continuagdo)

. . Limites
Guia/ Categoria — . .
Legislacdo de reliso oH ST _ CE NT UNT MaEer_la Cl; Mlcrorganlsmos /
mg/L? dS/m mg/L Orgénica mg/L Patdgenos
IR 20,0 20,0 mg/L 240 UFC coli i
_ - , - - - DBO - coliformes totais /100 mL
México™ 30,0 mg/L
R - 30,0 - - - bBOg - 102 UFC coliformes totais /100 mL
E. coli e ovos de helmintos: Nao
Coaral IR 6,085 ) 3.0 i ) i ) detectavel
R 6.0-8.5 ] 30 i ] i ) 10°UFC E. coli/100 mL
T ' 1 ovo de helminto/L
IR 6.0-90 ) 0,5 (solo i ) i ) 10*UFC E. coli/100 mL
Minas T argiloso) <1 ovo de helminto/L
Gerais®® R 6.0-9.0 ) 0,5 (solo i ) i ] 10° UFC E. coli/100 mL
T argiloso) <1 ovo de helminto/L
Rio Grande NE 6.0-9 0 i i i i i i 10* UFC coliformes fecais/100 mL
do Sul'® T 1 ovo de helminto/L

IR: Irrigacdo irrestrita; R: Irrigacado restrita - cultura ndo especificada; R1: Irrigacéo restrita - vegetais para cozinhar, forragem para producéo de carne e leite;
R2: Irrigagéo restrita - vegetais para processo industrial, cereais; NE: N&o especificado; ST: sélidos totais; CE: Condutividade elétrica em deciSiemens por
metro; NT: nitrogénio total; UTN: Unidade nefelometria de turbidez; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; DQO: Demanda quimica de oxigénio; Clz: Cloro
livre; UFC: unidades formadoras de colbnia; UFP: Unidades formadoras de placas; mgd: milh6es de galBes por dia.

IWHO (2006b); 2USEPA (2012); 3California Department of Public Health (2014); “Eropean Commission (2018); Norma Portuguesa NP 4434 (Instituto
Portugués de Qualidade, 2005); ®Real Decreto 1620/2007 (Gobierno de Espafa, 2007); “Journal Officiel de la République Francgaise (2010); 8Common
Ministerial Decision no 145116 (354B)/08.03.11(retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015), °Decreto 185/2003 Ministero del’ambiente e della tutela del
territorio (retirado de PARANYCHIANAKIS et al., 2015; I'NRMMC; EPHC; NHMRC (2006); 1Shoushtarian and Negahban-Azar (2020); 12Yi et al. (2011);
13NOM-001-ECOL (1996); 14 Ceara (2017); 15 Minas Gerais (2020); 1%Rio Grande do Sul (2020)
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2.8. CONCLUSAO

O reuso de efluentes para a irrigacao agricola é fundamental para atender
a crescente demanda por agua, atingir as metas de desenvolvimento sustentavel e
apoiar a economia circular. E, o manejo adequado € essencial para ndo transformar
0 reuso agricola em problema ao invés de solucéao.

O correto manejo das praticas de reuso agricola inclui 0 conhecimento
das caracteristicas do esgoto bruto que sera transformado em &gua de reuso, para a
escolha dos sistemas adequados de tratamento, armazenamento e distribuicdo; a
escolha de cultura e tipo de irrigagcdo compativeis com as caracteristicas da agua de
redso; analise do solo; conhecimento das caracteristicas das pessoas envolvidas e,
sobretudo, uma regulamentacdo adequada.

Para a implementacdo sustentavel e segura do reuso agricola de
efluentes é prioritario que as regulamentacdes e diretrizes considerem os aspectos
ambientais e da salde humana para o estabelecimento dos padrdes de qualidade.
Fica clara a necessidade de usar como indicadores microrganismos de referéncia
que representem diferentes grupos de patdgenos.

Nesta revisdo, abordamos apenas o risco das doencas gastrointestinais,
especialmente a giardiase e, brevemente, os DBP, mas muitos outros
contaminantes biolégicos e quimicos, como fitopatbgenos, bactérias resistentes a
antibiéticos, xenobiéticos e farmacos podem ser transportados pelo efluente,
ameacando a saude publica e o sistema solo-planta, que também devem ser

considerados no planejamento de redso agricola.



69

CAPITULO 3: AVALIACAO DA ACAO DE CLORO, ACIDO
PERACETICO, RADIACAO UV-LED E PROCESSO OXIDATIVO
AVANCADO SOBRE CISTOS DE GIARDIA LAMBLIA

RESUMO

Patdgenos resistentes, como a Giardia sdo frequentemente identificados em
efluentes de estacdes de tratamento de esgoto, mesmo apOs 0 processo de
desinfeccdo, ameacando a pratica segura do reuso agricola de efluentes. A alta
resisténcia dos cistos de Giardia € conferida por sua parede, um rigido componente
extracelular formado por moléculas de carboidratos e proteinas e composto por duas
camadas. A questdo central para a inativacdo quimica bem-sucedida de
protozoarios formadores de cistos, como Giardia, € a superacdo da barreira da
parede do cisto, as doses dos oxidantes devem ser suficientes para induzir o
rompimento da parede, e atingir as organelas citoplasméticas e seu material
genético, levando a sua inativacdo. Dessa forma, o presente trabalho, teve como
objetivo avaliar a acdo de quatro agentes desinfetantes cloro, acido peracético,
radiacdo ultravioleta (UV) e do processo oxidativo avancado (POA) que consiste na
associacdo de radiacdo ultravioleta e perdxido de hidrogénio (UV/H202) sobre os
cistos de Giardia lamblia, inoculados artificialmente em amostras de efluente
domeéstico tratado. Os 4 desinfetantes avaliados apresentaram acao eficaz contra os
cistos de Giardia, demonstrada pela formacédo de danos morfologicos na parede dos
cistos, sendo que o melhor desempenho foi alcancado pelo POA, ao serem
utilizados 15 mg L de H202 associado a 103 mJ cm2 de radiagdo UV, emitida por
diodos emissores de luz (LED), nos comprimentos de onda de 255/280/400 nm).
Compreender como diferentes agentes desinfetantes agem sobre organismos
patogénicos em matrizes complexas como o efluente doméstico, é fundamental para
0 processo de escolha do tratamento a ser empregado para a producéo de agua de

redso.

Palavras-chave: Giardia; desinfeccdo; POA; cloro; Radiagdo UV-LED; parede dos

cistos
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3.1. INTRODUCAO

A Giardia lamblia (sinonimia Giardia duodenalis e Giardia intestinalis),
agente etiologico da giardiase, € um dos parasitas gastrointestinal mais prevalentes
no mundo (CAPEWELL et al., 2021). De acordo com o Centro para Controle e
Prevencéo de Doencas dos Estados Unidos (CDC), em paises desenvolvidos cerca
de 2% dos adultos e, entre 6 e 8% das criancas estdo infectados com Giardia
lamblia, enquanto um terco da populacdo de paises em desenvolvimento tem
giardiase (CDC, 2019).

Os cistos, a forma infectante do protozoario, sao eliminados nas fezes dos
hospedeiros, sendo frequentemente detectados em grande nimero em amostras de
esgoto ao redor do mundo, chegando a concentragdes iguais a 10° cistos L*
(CACCIO et al., 2003; HACHICH et al., 2013; LEONEL et al., 2016; NASSER et al.,
2012; REINOSO et al., 2011). Resultando na associacdo de casos de giardiase ao
reuso agricola de efluentes ndo tratados ou parcialmente tratados (AMAHMID,;
ASMAMA; BOUHOUM, 1999; AMOROS; ALONSO; CUESTA, 2010; CIFUENTES et
al., 2000; KOUAME et al., 2017; NGUYEN et al., 2016; SRIKANTH; NAIK, 2004).

Como medida protetiva, guias e legislacbes exigem um certo grau de
qualidade ao efluente destinado a irrigacdo agricola, recomendando a
implementacdo de uma etapa de desinfeccdo ao final do processo de tratamento do
efluente que serd usado para irrigacdo (California Department of Public Health,
2012; EUROPEAN COMMISSION, 2018; USEPA, 2012; WHO, 2006a).

Apesar de alguns estudos, baseados apenas na concentracdo de
bactérias indicadoras de contaminacéao fecal, indicarem que a irrigacdo com efluente
tratado ndo apresenta um risco maior do que a irrigacdo com aguas de fontes
convencionais (ALDERSON; DOS SANTOS; MOTA FILHO, 2015; CHRISTOU et al.,
2014; MARTINEZ et al., 2013; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020; VIVALDI et al.,
2013), patdégenos resistentes, como a Giardia e outros protozoarios, helmintos e
virus, séo frequentemente identificados em efluentes de ETE, mesmo apds o
processo de desinfeccdo (ALONSO; AMOROS; GUY, 2014; BENITO et al., 2020;
BONADONNA et al., 2002; BRIANCESCO et al, 2005; BRIANCESCO;
BONADONNA, 2005; CACCIO et al., 2003; CANTUSIO NETO; SANTOS; FRANCO,
2006; GARCIA et al., 2002; KISTEMANN et al., 2008; LEONEL et al., 2016; LI et al.,
2009; MA et al., 2016; NASSER et al., 2012).
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A alta resisténcia dos cistos de Giardia € conferida por sua parede, um
rigido componente extracelular, formado por moléculas de carboidratos e proteinas,
composto por duas camadas, uma interna membranosa e uma camada externa
filamentosa (ADAM, 2001; JARROLL; BINGHAM; MEYER, 1981; LI; SMITH,;
BELOSEVIC, 2004). A parede dos cistos permite que eles permanecam ativos por
meses em ambientes aquaticos, mesmo sob condicbes ambientais adversas, e
garante uma certa protecdo contra agentes desinfetantes (JARROLL; BINGHAM,;
MEYER, 1981; LI; SMITH; BELOSEVIC, 2004; SPANAKOS et al., 2015; WIDMER et
al., 2002).

Devido ao custo relativamente baixo e aplicacdo conveniente, a cloracao
€ o0 método de desinfeccdo mais aplicado para o tratamento de efluentes e producéo
de agua de retso no mundo todo, entretanto, nas concentracdes utilizadas, sua
eficiéncia na inativacdo de cistos de Giardia é baixa (CACCIO et al., 2003;
FERNANDO, 2009; HUFFMAN et al., 2006; SPANAKOS et al., 2015). A questédo
central para a inativacdo quimica bem-sucedida de protozoarios formadores de
cistos, como Giardia, € a superacdo da barreira da parede do cisto (LI; SMITH;
BELOSEVIC, 2004; WIDMER et al., 2002). Doses e tempos de contato devem ser
aplicados para induzir dano suficiente para o rompimento da parede. Uma vez
rompida a parede, o desinfetante tem acesso ao interior do cisto podendo atingir as
organelas citoplasmaticas e o material genético do cisto, culminando em sua
destruicdo (LI; SMITH; BELOSEVIC, 2004).

A acao do cloro sobre a parede de cistos de Giardia foi reportada por Li,
Smith, Belosevic (2004). De acordo com os autores, altas doses de cloro (superiores
a 5 mg L? por 120 min) apresentam maior eficiéncia na destruicdo da parede e
danificagdo do citoplasma dos cistos. O experimento foi conduzido com o0s cistos
inoculados em uma solucdo tampéao, livre de demanda de cloro. Em efluentes, a
concentracédo de cloro a ser empregada de modo eficaz tende a ser muito maior,
podendo ultrapassar 20 mg L, a depender da demanda de cloro do efluente
(USEPA, 2011).

No entanto, o uso de altas doses de cloro tem sido desencorajado,
principalmente quando a destinacéo final do efluente € o retso agricola, devido a
formacao de subprodutos de desinfec¢cdo (DBP), muitos com atividade mutagénica e
carcinogénica, que sdo dose-dependentes (ANTONELLI et al., 2013; CREBELLI et
al., 2005; LONIGRO; MONTEMURRO; LAERA, 2017). E desinfetantes como acido
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peracético, radiacdo UV e, na ultima década, os processos oxidativos avancados
tém sido utilizados como alternativa & cloragdo (AGULLO-BARCELO et al., 2013;
ANTONELLI et al.,, 2013; CANTUSIO NETO et al., 2010; CHO et al.,, 2011,
GUADAGNINI et al., 2013; GUIMARAES et al., 2014; LIBERTI; LOPEZ:
NOTARNICOLA, 1999; LIBERTI; NOTARNICOLA; LOPEZ, 2000; MARTINEZ;
PEREZ-PARRA; SUAY, 2011; MIKLOS et al., 2018; NAKADA et al., 2019; NAKADA,;
SANTOS; GUIMARAES, 2020; RIZZO et al., 2019; RYU et al.,, 2007; SILVA;
LEONEL; TONETTI, 2020).

Embora a acdo do acido peracético sobre bactérias seja bem conhecida
(ANTONELLI et al., 2006; BALDRY; FRENCH, 1989; CAMPO et al., 2020; KITIS,
2004; LIBERTI; LOPEZ; NOTARNICOLA, 1999; LUBELLO; CARETTI; GORI, 2002),
pouco se sabe a respeito da sua acao sobre os cistos de Giardia. Alguns estudos
sugerem que sua eficacia € semelhante ao cloro, quando as mesmas concentracdes
s&o usadas (BRIANCESCO et al., 2005; CACCIO et al., 2003). No entanto, ndo ha
estudos que tenham avaliado a acdo desse desinfetante sobre a parede dos cistos
de Giardia.

Quanto a radiacdo UV, sua efetividade na inativacdo dos cistos tem sido
reportada com frequéncia (CANTUSIO NETO; SANTOS; FRANCO, 2006;
EINARSSON; SVARD; TROELL, 2015; LI et al., 2009, 2017b; NASSER et al., 2006).
A radiacdo UV emitida pelas lampadas de mercurio de média pressao,
convencionalmente usadas em ETE, € fortemente absorvida pelo DNA das células,
interferindo em importantes func¢des celulares como a replicacdo e a transcricao,
resultando na inativacdo dos microrganismos (HIJNEN; BEERENDONK; MEDEMA,
2006; LUI et al., 2014; MEDEMA; SCHIJVEN, 2001). Contudo, alguns pesquisadores
tém sugerido a substituicdo das lampadas de mercurio por LED, por serem mais
durdveis e ambientalmente amigaveis (BECK et al.,, 2017; CHEVREMONT et al.,
2012a, 2012b; CLOSE; IP; LAM, 2006; NGUYEN et al., 2019; SILVA; LEONEL;
TONETTI, 2020; SONG; MOHSENI; TAGHIPOUR, 2019). Uma vantagem adicional
do LED é a possibilidade do uso de diferentes comprimentos de onda, com espectro
de acdo mais abrangente, podendo atingir diversos componentes celulares, e ndo sé
os acidos nucleicos, aumentando a efetividade do processo de desinfeccéo,
principalmente sobre organismos resistentes como os cistos de Giardia (SILVA;
LEONEL; TONETTI, 2020; SONG; MOHSENI; TAGHIPOUR, 2019; SONG;
TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019b). Apesar do promissor desempenho dos LED, até o
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momento nao foram realizados estudos avaliando diferentes comprimentos de onda
sobre a parede dos cistos de Giardia.

Ja a acdo dos POA, especificamente a associacdo do peroxido de
hidrogénio a radiacdo UV, sobre a parede dos cistos foi previamente observada por
Guimardes et al. (2014) e Guimaraes et al. (2015), entretanto de acdo de POA sobre
cistos em amostras de esgoto também ainda nao foi avaliada.

Compreender como diferentes agentes desinfetantes agem sobre
organismos patogénicos em matrizes complexas como o efluente doméstico, é
fundamental para o processo de escolha do tratamento a ser empregado para a
producdo de agua de reuso. Dessa forma, o presente trabalho, teve como objetivo
avaliar a acdo de quatro agentes desinfetantes cloro, &cido peracético, radiacdo UV-
LED e do POA gque consiste na associacao entre peréxido de hidrogénio e radiacédo
UV-LED (H202/UV) sobre os cistos de Giardia lamblia, inoculados artificialmente em
amostras de efluente doméstico tratado, com intuito de produzir agua de reudso

segura para irrigacao agricola.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Origem do Efluente

O efluente utilizado nesta pesquisa foi proveniente da ETE Baréo
Geraldo, situada no distrito homénimo, na cidade de Campinas-SP (Brasil), sob
concessdo da Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A (SANASA).
A ETE tem capacidade maxima de tratamento de 240 L s, sendo
tratados em média 80 L s. O tratamento consiste em reatores anaerébios de fluxo
ascendente de manta de lodo (reatores UASB) e filtros bioldgicos percoladores,

seguidos de decantadores secundarios (Figura 3-1).

Reator UASB Filtro Bioldgico
Aerado Submerso Corpo

L §

Ponto de coleta

Tratamento Preliminar

— | ——

Figura 3-1: Fluxograma da ETE Bardo Geraldo, em vermelho o ponto de coleta das
amostras
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3.2.2. Agentes desinfetantes

Foram avaliados 4 agentes desinfetantes: cloro, na forma de hipoclorito
de calcio [Ca(ClO)z]; &cido peracético (C2H403); radiacdo UV-LED e o POA
H202/UV-LED.

Previamente ao inicio dos ensaios foi realizada a padronizacdo dos
agentes desinfetantes quimicos. E a cada ensaio de desinfeccdo foi realizada a
confirmacéo da concentracdo dos mesmos conforme as metodologias listadas na
Tabela 3-1.

Tabela 3-1: Métodos utilizados para padronizacéo dos desinfetantes quimicos

Agente

. Fabricante Método utilizado Referéncia
desinfetante
Cloro (na forma de
Hipoclorito de Labsynth SM4500-CI G APHA, 2012
calcio)
< . - Permanganimetria e Solvay (PBO-BM-
Acido peraceético Solvay S.A. lodometria* 2300-02)
Peréxido de . . . . Mendhan et al.,
hidrogénio Sigma Aldrich Permanganimetria (2002)

*Método sugerido pelo fabricante do acido peracético utilizado Solvay S.A.

Os ensaios com UV-LED foram realizados em uma unidade experimental
construida pelo préprio grupo de pesquisas (SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020). O
irradiador conta com 4 LED de diferentes comprimentos de onda que podem ser
utilizados individualmente ou em conjunto, proporcionando 15 combinacdes
diferentes. A Tabela 3-2 apresenta as caracteristicas dos LED que compbe a
camara de radiacdo. A determinacéao das doses reais de radiacdo UV, bem como a
eletroluminescéncia dos LED e transmitancia foram avaliadas por Silva, Leonel e
Tonetti (2020).
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Tabela 3-2: Caracteristicas dos LED que compde a cAmara de radiacdo
Comprimento de Largura espectral

Poténcia Optica

Fabricante onda maximo do comprimento ;
: de saida (mW)

(pico) (nm) de onda (nm)
Sensor  Electronic 255 +12 1-3
Technology, Inc.
Sensor  Electronic 280 +12 1-3
Technology, Inc.
Lumex, Anlllinois
Tool Works Inc 365 7 04
Lumex,  Anlllinois 400 +10 25

Tool Works Inc
Fonte: Silva; Leonel; Tonetti, 2020.

A camara de radiacao permite que 0s ensaios sejam realizados em placas
de Petri de 8 mm de didmetro e volume maximo de 50 mL. Os LED estéo
posicionados de forma equidistante a 72° numa circunferéncia de 75 mm e
inclinados a 18° em relacéo ao plano da placa de Petri (Figura 3-2). Essa disposicao
foi concebida de tal forma que os feixes luminosos possam convergir de forma
sobreposta e incidente na placa de Petri na condicdo de acionamento simultaneo
dos quatro comprimentos de onda, possibilitando que a amostra receba energia
integral de todas as fontes de radiacdo no mesmo ponto. A camara também conta
com um agitador magnético, responsavel por manter a agitacdo da amostra durante

0 processo de desinfecgéo.

365/405 nm 255/280 nm

Placa de Petri

Figura 3-2: Incidéncia de radiacdo UV sobre a placa de Petri
Fonte: Silva; Leonel; Tonetti, 2020
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3.2.3. Ensaios de Desinfeccao

Os ensaios de desinfeccao foram realizados em batelada em um prazo de
3 semanas apos a data da coleta do efluente. Durante este periodo o efluente foi
mantido refrigerado e ao abrigo da luz, e os parametros pH e DQO (demanda
qguimica de oxigénio) foram monitorados duas vezes por semana para garantir que
nao houve degradacéo do efluente durante o armazenamento.

A coleta foi realizada no periodo da manha, na saida da ETE, ponto onde
sdo feitas as coletas para o monitoramento de rotina da estacdo (Figura 3-1),
utilizando-se frasco de polietileno lavado com Tween 80 0,1%, para evitar a adesao
dos cistos a parede do frasco. As caracteristicas fisico-quimicas do efluente estdo
na Tabela 3-3. A caracterizacdo foi realizada imediatamente apds a coleta, de
acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2012), no Laboratorio de Saneamento da Faculdade de Engenharia Civil,
Arquitetura e Urbanismo (FECFAU) da Unicamp.

A concentracdo de cistos presentes no efluente também foi avaliada
(Tabela 3-3), conforme protocolo estabelecido por Franco et al. (2001).

Tabela 3-3: Caracteristicas do efluente da ETE Bardo Geraldo

Parametro Valores
pH 7,03
Condutividade (dS m) 869,50
Turbidez (UNT) 8,1
Carbono organico total (mg L) 34,09
Demanda quimica de oxigénio (mg L) 24,50
Sélidos suspensos totais (mg L) *ND
Nitrato (mg L) 4,92
Nitrito (mg L) 1,60
Nitrogénio total Kjeldahl 50,09
Nitrogénio amoniacal (mg L) 41,58
Cistos de Giardia (cistos L) 103

*ND: Ndo detectavel
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Antes de cada processo de desinfeccdo um numero conhecido de cistos
de Giardia lamblia, proveniente de um inéculo comercial (Waterborne INC — New
Orleans — EUA) era inoculado artificialmente no efluente. A aliquota inoculada foi
calculada com base nas informacgdes fornecidas pelo fabricante, de modo que a
concentragdo de cistos no efluente fosse igual a 10* cistos L. Antes da retirada da
aliquota, o inéculo era homogeneizado em agitador tipo vortex durante 6 minutos, a
fim de remover possiveis cistos aderidos a parede do frasco. As amostras
inoculadas permaneciam em agitacao constante em agitador orbital por 1 hora antes
de serem submetidas a desinfeccdo, para soltar os cistos que tendem a formar
aglomerados, devido as caracteristicas eletrostaticas de suas paredes.

Na Tabela 3-4 estdo apresentados os tratamentos, concentracées ou
dosagens e tempos de contato que foram avaliados nos ensaios de desinfec¢do. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 3-4: Agentes desinfetantes e respectivas dosagens avaliadas

~ Dose de . Tempo de
Agente Concentracao o~ Comprimento
desinfetante (mg L?) radiacao de Onda (nm) Contato
(mJ cm™) (minutos)
15,0 NA NA 30
Cloro (na forma
de Hipoclorito de 20,0 NA NA 30
calcio)
40,0 NA NA 30
15,0 NA NA 30
Acido peracético 20,0 NA NA 30
40,0 NA NA 30
Radiac&o UV- NA* 100 255/280 45
LED NA 103 255/280/400 15
H202 + UV-LED 15 103 255/280/400 15

(POA)

NA: N&o se aplica.

A desinfecgdo com cloro e acido peracético foi realizada em béqueres de
vidro com 100,0 mL de capacidade volumétrica, tampados com papel filme,

mantidos sob agitacdo constante de 100 rpm (rotacdes por minuto) e temperatura
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controlada (25°C) em incubadora com agitacdo orbital (Tecnal TE-4200) e sem
contato com a luz. Decorrido o tempo de contato estabelecido, a reacdo de
desinfeccdo era interrompida com a adicdo de 3,0 mL de tiossulfato de sdodio
(Na2S203) 0,1 M. As concentracdes utilizadas nos ensaios foram determinadas com
base na literatura e ensaio prévio realizado com &agua ultrapura (dados néo
apresentados) (BONADONNA et al., 2002; BRIANCESCO; BONADONNA, 2005;
JARROLL; BINGHAM; MEYER, 1981).

Os ensaios envolvendo UV-LED, foram realizados em placas de Petri de
poliestireno. As amostras também permaneceram sob agitacdo constante, durante a
desinfeccdo, mantida pelo do agitador magnético acoplado a camara de radiacdo. A
distancia entre as lampadas UV-LED e a lamina d’agua foi padronizada em 3,5 cm.

Os comprimentos de onda utilizados foram escolhidos com base na
literatura (CHEVREMONT et al., 2012a, 2012b; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020).

Para a desinfeccdo com H202/UV-LED, a acdo do H20:2 foi interrompida
com a adi¢cao da enzima catalase. A dose de radiagéo utilizada foi determinada a
partir dos resultados do ensaio de desinfec¢cdo por UV-LED, enquanto a dose de

H20:2 utilizada foi adaptada de Guimaraes et al. (2014).

3.2.4. Deteccdao dos cistos de Giardia nas amostras

As amostras apoés a desinfeccéo foram concentradas por centrifugacéo de
acordo com o protocolo descrito por Robertson et al. (2000): as amostras eram
colocadas em tubos de centrifuga (50,0 mL) e entdo centrifugados a 1500 x g
durante 15 minutos. O sobrenadante era descartado, o volume do tubo completado
com solucéo de eluicdo Tween 80 0,1% e o processo de centrifugacdo repetido. Na
sequéncia o sobrenadante era mais uma vez dispensado, e ao sedimento era
acrescentada agua destilada, até o volume de 1,0 mL, a solucdo era homogeneizada
em vortex e transferida para tubos de microcentrifugacdo para ser armazenada a
4°C.

Os sedimentos resultantes desta etapa foram analisados ao microscopio
de epifluorescéncia na faixa de fluorescéncia de 450 a 490 nm e filtro com barreira
de 520 nm com aumento de 200x e 400x, empregando o teste de reacdo de
imunofluorescéncia direta (RID), utilizando o kit Merifluor® (Meridian Bioscience,
Inc.), para a contagem de cistos de Giardia. A montagem das laminas foi realizada
conforme orientagcdes do fabricante do kit.
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3.2.5. Avaliacao da viabilidade dos cistos

Como a inativacdo pode ocorrer quando um constituinte vital da célula
sofre um dano irreversivel, foram considerados ndo viadveis 0s cistos que
apresentaram danos estruturais na parede ou diminui¢ao de fluorescéncia, conforme
exemplificado na Figura 3-3. Para avaliar os danos causados a parede dos cistos, foi

utilizada uma escala de classificacdo segundo a observacdo realizada por RID,

proposta por Guimaraes et al. (2014).

(c)

Figura 3-3: Cistos de Giardia spp. visualizados no microscopio de fluorescéncia.
(a) Cisto integro; (b) Cisto fragmente ado; (c) Cisto com fluorescéncia e forma alteradas

Foram enumerados os cistos danificados e 0s cistos integros visualizados
nas laminas. O célculo da estimativa da concentracdo de cistos nas amostras foi
realizado separadamente, dependendo da caracteristica do cisto (integro ou
danificado), com base na Equacéao 1.

1)

N° de cistos na amostra =— x

| >
>l w

Sendo:

n= numero de cistos (integro ou danificado visualizados na lamina)
k= volume de sedimento analisado (30 L)

S=volume do sedimento obtido (1000 pL)

A= volume inicial da amostra (0,05 L)
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A estimativa da porcentagem de inativacdo alcancada pelo sistema foi

calculada de acordo com a Equacéo 2.

o 100
% de inativacdo = nd X—+ (2)

Sendo:
nd= numero de cistos danificados visualizados
nt= ndamero total de cistos visualizados (somatoria de cistos integros e

danificados)

3.2.6. Experimento controle da metodologia de recuperagcéo de cistos

Foram realizados quatro experimentos controle-positivo para avaliar a
sensibilidade apresentada pela metodologia utilizada na recuperacéo de cistos.

Para o experimento controle foram contaminados artificialmente, com uma
suspensdo contendo um numero conhecido de cistos, 50 mL do efluente, que foi,
entdo, processado de acordo com a metodologia de centrifugo-concentracdo
(ROBERTSON et al., 2000), descrita anteriormente. Aliquotas de 30 uL de cada
sedimento resultante do processamento foram analisadas por RID.

Para a contaminacéo artificial das amostras controle foi utilizado o indculo
comercial Color Seed®, uma suspensao de oocistos e cistos marcados com corante
vermelho fluorescente sulfo-rodamina.

Para estimar a porcentagem de recuperacdo de organismos foi utilizada a
equacgao 3:

Y=:x 100 (3)

Sendo:
Y= eficiéncia de recuperacao
r= namero de cistos recuperados

i= nimero de cistos inoculados

3.2.7. Analises dos resultados

Para a determinacdo da dosagem ideal de cada agente desinfetante, as
porcentagens médias de inativacdo alcancadas por cada dosagem testada foram

comparadas utilizando os testes paramétricos (Shapiro—Wilk tests p<0.05) ANOVA,
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seguido do teste de Tukey, para cloro de célcio e acido peracético e teste t-Student
para UV-LED.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram considerados nédo-viaveis os cistos que apresentaram
danos morfologicos em suas paredes (Figura 3-3). Como foi utilizado o microscépio
de fluorescéncia os danos observados foram a ruptura da parede dos cistos,
deformidades na forma ovoide caracteristica dos cistos e diminuicdo de
fluorescéncia provocada pela RID, que se baseia na ligacdo dos anticorpos
monoclonais anti-Giardia conjugados com o fluorocromo FITC, com os epitopos
presentes na parede dos cistos, dessa forma, a parede uma vez danificada néo
permite a ligagdo antigeno-anticorpo, e consequentemente, a fluorescéncia
observada ao microscopio € comprometida. Recentemente, o uso da RID foi descrito
como uma ferramenta vidvel para avaliacdo dos danos causados por agentes
oxidantes aos cistos de Giardia (NAKADA et al., 2019; NAKADA; SANTOS;
GUIMARAES, 2020).

A eficiéncia média de recuperacdo apresentada pelo método de
centrifugo-concentracéo foi de 80 + 12%, dentro do considerado aceitavel (USEPA,
2012b). As concentracoes de cistos apresentadas nas discussdes sobre a eficiéncia

dos agentes desinfetantes ndo foram corrigidas pela recuperacdao do método.

3.3.1. Eficiéncia do Cloro

As trés concentracdes de cloro avaliadas provocaram danos morfoldgicos
as paredes dos cistos (Tabela 3-5). Alteracdes na morfologia dos cistos submetidos
ao processo de cloracdo foram previamente relatadas por Li, et al. (2004), que,
utilizando microscopio eletronico de transmissdo, observaram danos e potencial
aumento da permeabilidade da parede, além de danos irreversiveis a organelas
citoplasmaticas de cistos expostos a 5 mg L de cloro livre, durante 120 minutos.
Segundo os autores, o cloro afrouxa os filamentos fibrosos da parede externa dos
cistos, aumentando sua permeabilidade, e, entdo, destroi o glicocalice da camada
protetora do cisto e, na sequéncia, a membrana plasmatica. ISso permite o acesso
do desinfetante ao citoplasma e consequentemente a danificacdo das organelas e
do nucleo celular (LI; SMITH; BELOSEVIC, 2004).
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Apesar de todas as concentracdes avaliadas terem causado danos as
paredes dos cistos, a porcentagem de cistos danificados nas amostras foi
diretamente proporcional a concentracdo de cloro utilizada. Na Tabela 3-5 podemos
observar que quanto maior a concentracédo de cloro utilizada, maior a porcentagem
de cistos danificados observados nas amostras. O tratamento com 40 mg L obteve
uma eficiéncia significativamente superior aos demais (p<0,05), dentre uma média
de 2,1 x 104 cistos L recuperados, em média 65% estavam danificados, enquanto
os tratamentos com 15 mg Lt e 20 mg L causaram danos em 37 e 41% dos cistos
recuperados, respectivamente (Tabela 3-5).

Tabela 3-5: Estimativa da concentragéo de cistos integros e danificados visualizados nas amostras de
efluente desinfetadas com diferentes concentracdes de cloro

Tratamento Cistc_)s integros Cistos_ danificados % d_e_cistos
(cistos L) (cistos L) danificados
15mg L+ 1,3 x 104+ 1,2x104 8,0 x 10%+ 9,1 x10° 37 +32
20mg L+ 4,5 x 10°+2,6x10°3 2,8x10%+1,1x 108 41 + 82
40mg L*? 7,3x10%+2,8x 10° 1,4x10%+2,3x 108 65 + 3P

Letras iguais na vertical indicam médias que ndo se diferem estatisticamente (ANOVA seguido por
teste de Tukey p<0,05).

Conforme ja discutido por outros autores, a efetividade do cloro na
inativagdo de cistos de Giardia, bem como outros microrganismos, € diretamente
influenciada pela relagcdo concentracdo x tempo de exposi¢do (Ct). Adeyemo et al.
(2019) ao utilizarem 0,5 mg L' de cloro livre para inativar cistos inoculados
artificialmente em amostras de efluente (os autores ndo apresentam detalhes quanto
a origem e qualidade do efluente), ndo identificaram cistos viaveis ap6s 60 minutos
de exposi¢cdo, mesmo resultado observado ao utilizarem 5 mg L durante 15 minutos
de tempo de contato. Entretanto, os mesmos autores afirmam que o aumento do
tempo de exposicado pode ser significativo até um determinado limite, que é maior
para altas concentracdes de cloro e menor para as mais baixas. Ja foi relatado na
literatura que a maior taxa de inativagdo dos cistos ocorre durante os 30 primeiros
minutos de exposicado (KIM; HONG; LEE, 2001), o que pode ser explicado pelo
decaimento da quantidade de cloro livre disponivel ao longo de tempo, consumido
pelo préprio processo de desinfeccdo, bem como pela presenca de matéria organica

e amoOnia no efluente.
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Embora Briancesco et al. (2005) também tenham observado a relacao
entre maior concentracdo de cloro e maior eficiéncia na inativacdo de cistos, 0s
autores observaram 52% de cistos néo viaveis, utilizando 4,5 mg L™ por 30 minutos,
restando ainda cerca de 102 cistos viaveis L apés a desinfeccéo de efluente de uma
estacdo que emprega o sistema de lodos ativados para o tratamento.

As caracteristicas fisico-quimicas do efluente influenciam diretamente a
efichcia do cloro como desinfetante, o que dificulta a comparagdo entre o0s
resultados observados por Briancesco et al. (2005), Adeyemo et al. (2019) e a
presente pesquisa. O cloro livre é composto por duas espécies oxidantes (HOCI e
OCI) e parametros como a temperatura e o pH do meio alteraram sua atividade
através da modificacdo do equilibrio HOCI/OCI- ou desacelerando as reacdes
quimicas de acordo com a Lei de Arrhenius (BARBEAU et al., 2005; CLARK; READ;
HOFF, 1989; MORRIS, 1946). Em altas temperaturas o cloro € consumido mais
rapidamente, diminuindo sua disponibilidade na agua e a faixa de pH entre 5 e 8
favorece o processo de desinfeccdo, uma vez que ha predominancia da espécie
protonada HOCI, um forte oxidante que penetra facilmente nas membranas celulares
dos microrganismos, promovendo precipitacdo de proteinas, hidrélise e rompimento
celular (MCFADDEN et al.,, 2017; MEDEIROS; DANIEL, 2015). A presenca de
compostos organicos e inorganicos reduzidos, como ferro, carbono, sulfetos e
amonia, também interfere na eficacia do processo. Estes compostos sdo capazes de
reagir com o cloro reduzindo sua disponibilidade para desinfec¢cdo. A reacao entre
cloro e amdnia é quase instantdnea em efluentes domésticos, onde o pH esta
préximo da neutralidade, formando cloraminas e reduzindo o cloro livre disponivel
(USEPA, 2011).

A avaliagcdo de demanda de cloro do efluente utilizado nessa pesquisa
(dados ndo apresentados) demonstrou uma maior concentracdo de cloro residual
combinado, em relacdo ao cloro residual livre, em todas as concentragdes de cloro
aplicadas ao efluente, apos poucos minutos de reacédo. Essa propor¢cdo se manteve
praticamente constante durante os 30 minutos de experimento. Apesar de nao ter
sido avaliada a concentracdo de cloraminas, a alta concentracdo de amonia
apresentada pelo efluente aqui utilizado (41,6 mg L) (Tabela 3-3) nos leva a deduzir
que pelo menos uma parte do cloro residual detectado estava na forma de
cloraminas. Apesar das cloraminas também serem desinfetantes, seu poder de
oxidacao € inferior ao do cloro livre (USEPA, 2011; BARBEAU et al, 2005), o que
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pode justificar o desempenho inferior em relacdo aos estudos desenvolvidos por
Adeyemo et al. (2019) e Briancesco et al. (2005), mesmo utilizando concentracdes
de cloro significativamente maiores.

Os diferentes métodos utilizados para avaliacdo da inativacdo dos cistos
também dificultam a comparacdo de estudos distintos. Enquanto Adeyemo et al.
(2019) utilizaram a técnica de citometria de fluxo, Briancesco et al. (2005) e o
presente estudo utilizaram microscopia e se basearam em alteracdes morfolégicas

para quantificar os cistos viaveis.

3.3.2. Eficiéncia do Acido Peracético

Assim como o cloro, as trés concentracfes de acido peracético testadas
causaram danos aos cistos de Giardia inoculados nas amostras de efluente, apds 30
minutos de exposicdo, conforme pode ser observado na Tabela 3-6. A porcentagem
de cistos danificados (31, 47 e 72%) foi diretamente proporcional & concentracédo de
acido peracético utilizada e os trés tratamentos apresentaram diferenca
estatisticamente significativa no desempenho (ANOVA p < 0,05) (Tabela 3-6).

Tabela 3-6: Estimativa da concentracao de cistos integros e danificados visualizados nas amostras de

efluente desinfetadas com diferentes concentragcfes de acido peracético e eficiéncia de inativagcdo de
cada tratamento

Cistos integros Cistos danificados % de cistos
Tratamento ] ] .
(cistos L7?) (cistos L7?) danificados
15mg L+ 3,7x10%+2,4x 102 1,3x10%+1,5x10° 31+12
20mg L? 6,6 x 10%+1,7 x 10° 5,8x10%+5,7 x 10° 47 £ 5b
40mg L? 3,3x10%+£0,0 9,0x10%+ 4,7 x 102 72 + 2°¢

Letras iguais na vertical indicam médias que ndo se diferem estatisticamente (ANOVA seguido por
teste de Tukey p<0,05)

Briancesco et al. (2005) relatou a inativagdo de 22% dos cistos recuperados
das amostras de efluente expostas a 4,5 mg L de acido peracético por 30 minutos,
observando uma média de 130 cistos ativos por litro de efluente. Este foi o Unico
estudo encontrado que realizou a avaliagdo da acédo desse desinfetante na
inativacdo de cistos de Giardia em amostras de efluente. Também ndo foram
encontradas pesquisas que avaliassem a acao do acido peracético sobre os cistos

em amostras de agua.
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Embora faltem estudos que avaliem a acdo do acido peracético sobre
protozoarios, existem diversas pesquisas que comprovam a sua alta capacidade de
inativagdo de bactérias e virus presentes no efluente (ANTONELLI et al., 2013; AO
et al., 2020; BALDRY; FRENCH, 1989; BALDRY; FRENCH; SLATER, 1991; CAMPO
et al., 2020; CREBELLI et al., 2005; GEHR et al., 2003; HASSABALLAH et al., 2019;
KITIS, 2004; LIBERTI; LOPEZ; NOTARNICOLA, 1999; MCFADDEN et al., 2017,
PARK et al., 2014; SANCHEZ-RUIZ; MARTINEZ-ROYANO; TEJERO-MONZON,
1995; WAGNER; BRUMELIS; GEHR, 2002). Assim como o cloro, a eficiéncia do
acido peracético depende dos valores de Ct. Quando concentra¢cdes mais altas do
acido peracético (> 10 mg L?) sdo usadas o processo de desinfeccdo é mais intenso
nos primeiros 10 minutos e, em seguida, segue uma tendéncia assintética, enquanto
que para concentra¢cdes mais baixas o processo de inativagdo dos microrganismos é
mais dependente do longo tempo de exposicdo (ANTONELLI et al., 2013; KITIS,
2004). Segundo Antonelli et al. (2013), este processo € devido a resisténcia de
difusdo do acido peracético através da membrana celular que pode ser visualizada
nas fases iniciais do processo, quando uma baixa concentracdo € usada, e que é
insignificante utilizando doses maiores.

Alguns pesquisadores sugerem que a acdo desinfetante do &acido
peracético se deve pela liberacdo do oxigénio reativo que oxida as ligac6es sulfidrila
(—=SH) e dissulfeto (S—S) de enzimas e proteinas da membrana celular, ocasionando
lesBes ou até mesmo a ruptura da membrana lipoproteica e alterando o sistema de
transporte via membrana, desestabilizando assim a funcdo quimiosmoética da célula
microbiana, e paralisando a atividade celular (BALDRY; FRENCH, 1989; CAMPO et
al., 2020; LIBERTI; LOPEZ; NOTARNICOLA, 1999). Outros estudos indicam um
segundo mecanismo de inativacdo através da formacdo de radicais hidroxila, que
prontamente oxidam proteinas e lipidios, comprometendo a parede celular
microbiana e desnaturam o DNA celular (KITIS, 2004; LUBELLO; CARETTI; GORI,
2002). Ha registros na literatura que as bactérias ndo séo capazes de se recuperar
dos danos causados pelo acido peracético (ANTONELLI et al., 2006).

Como a parede dos cistos também é formada por proteinas, os danos
observados neste estudo podem ser explicados pela ruptura da parede devido a
oxidacdo das ligacbes —SH e S-S das proteinas, semelhante ao que ocorre nas
bactérias.
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A eficacia deste desinfetante também estd sujeita as caracteristicas do
efluente. Fatores como temperatura, pH, matéria organica, soélidos e salinidade
afetam a taxa de decomposicdo do acido peracético, diminuindo sua acéo
desinfetante (GEHR et al., 2003; KITIS, 2004; LUUKKONEN; PEHKONEN, 2017). A
maior atividade do acido peracético se da em pH menores que 8,2, quando sua
forma biocida, o acido ndo dissociado (CH3sCOsH), é predominante. Em condi¢des
alcalinas a forma ionizada (CH3COz3’) que tém capacidade minima de desinfeccéo é
dominante (BALDRY; FRENCH, 1989; GEHR et al., 2003; KITIS, 2004; MCFADDEN
et al., 2017).

As caracteristicas de efluentes de tratamentos secundarios, como é o
caso do efluente usado nessa pesquisa, como baixa concentracdo de matéria
organica e sélidos totais, pH préximo a neutralidade (Tabela 3-3) colaboram para um
bom desempenho do &cido peracético como agente desinfetante (ANTONELLI et al.,
2013; KITIS, 2004; LUUKKONEN; PEHKONEN, 2017).

3.3.3. Eficiéncia da Radiagé&o Ultravioleta

Apesar da radiacdo UV agir principalmente sobre o material genético das
células, inibindo a replicacdo do DNA e, consequentemente, levando a inativacéo
dos microrganismos, nesse estudo observamos danos morfolégicos nos cistos
submetidos a radiacdo UV-LED. Dentre uma concentracdo média de 2,4 x 10* cistos
L recuperados das amostras ap6s submissdo a radiacdo UV-LED, cerca de 60%
apresentaram algum tipo de dano morfoldégico em suas paredes, independente do
tratamento de radiacdo utilizado (Tabela 3-7). As porcentagens médias de cistos
danificados alcancadas pelas duas combinacdes de comprimento de onda testadas,
255/280 nm e 255/280/400 nm, ndo diferem estatisticamente entre si (Teste t-
Student, p = 0,87) (Tabela 3-7).

Tabela 3-7: Estimativa da concentragdo de cistos integros e danificados visualizados nas amostras de
efluente desinfetadas com diferentes comprimentos de onda

Cistos integros Cistos danificados % de cistos
Tratamento
(cistos L?) (cistos L) danificados
255/280 nm 8,9x10%+4,3x 103 1,4 x 10+ 7,9 x103 58 + 232
255/280/400 nm 1,1 x 104+£1,0 x 10* 1,4x 104+ 1,1 x 104 61 £ 52

Letras iguais na vertical indicam médias que néo se diferem estatisticamente (Teste t-Student p<0,05)
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As alteracdes morfoldégicas observadas podem ser decorrentes dos
diferentes comprimentos de onda utilizados. Comumente o0s sistemas de
desinfeccdo baseados em radiacdo UV utilizam lampadas de mercario que emitem
luz UV com comprimento de onda (A) de 254 nm (dentro do espectro UV-C), sendo o
DNA seu principal alvo, por apresentar pico de absorcdo em 260 nm (ADEYEMO et
al., 2019; CANTUSIO NETO; SANTOS; FRANCO, 2006; EINARSSON; SVARD;
TROELL, 2015; LI et al., 2009; LINDEN et al., 2002; MOFIDI et al., 2002; RIZZO et
al., 2019). Ja o espectro de absor¢cdo das proteinas atinge seu pico em torno de 280
nm (KALISVAART, 2004). A absorcéo da luz UV por proteinas e enzimas as torna
instaveis podendo levar a perda da sua atividade biolégica (KALISVAART, 2004).

Sendo a parede dos cistos de Giardia constituida por proteinas e
carboidratos, a radiagdo no comprimento de onda de 280 nm, utilizado em ambos os
tratamentos empregados nessa pesquisa, pode ter sido absorvida pelas proteinas
de parede de cisto (CWP, sigla em inglés para cyst wall protein), resultando nas
alteracdes morfolégicas observadas. As proteinas CWP (CWP1, CWP2 e CWP3)
possuem uma regido rica em cisteina, um aminoacido que quando submetido a
radiacdo UV (A= 280 nm) tem suas ligagdes dissulfeto rompidas, resultando na
desnaturacdo da molécula e na perda de sua atividade (CHATTERJEE et al., 2010;
KALISVAART, 2004). Além do mais, a CWP1 é geralmente alvo dos anticorpos
monoclonais utilizados em testes diagnésticos por imunofluorescéncia
(CHATTERJEE et al., 2010), o que pode justificar as alteracdes na fluorescéncia
observadas nesse estudo.

As proteinas também sdo os principais alvos das espécies reativas de
oxigénio (ROS) geradas quando radiacdo dentro do espectro UV-A € utilizada. As
ROS sao formadas como subprodutos naturais durante os processos normais do
metabolismo celular e, ao longo da evolucdo, os organismos desenvolveram
estratégias e mecanismos para controlar a geracdo e se defenderem contra os
efeitos deletérios das ROS nas células (GIRARD et al., 2008; GODAR et al., 1993).
No entanto, a exposicdo a condicdbes ambientais adversas, como a radiagao,
principalmente UV-A, pode gerar estresse oxidativo, aumentando os niveis de ROS
dentro das células, resultando em dano oxidativo significativo aos componentes
celulares, como degradacédo de membranas, desnaturacdo de proteinas e oxidagao
de lipidios, que podem culminar na inativagdo celular (BOSSHARD et al., 2010;
GIRARD et al., 2008; GODAR et al., 1993; SONG; TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019b).
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Neste estudo a adicdo de um LED que emite radiacdo dentro do espectro
UV-A em um dos tratamentos (255/280/400 nm) ndo aumentou o numero de cistos
danificados observados, em comparagcdo com o tratamento que utilizou apenas o0s
comprimentos de onda de 255 e 280 nm. Provavelmente a dose de UV-A utilizada
(69,5 mJ cm) néo foi suficiente para romper o equilibrio oxidativo natural dos cistos.
Song, Taghipour, Mohseni (2019) sé observaram efeito do uso da UV-A para
inativacdo de col6nias de E. coli utilizando doses superiores a 17000 mJ cm.

Os resultados do estudo desenvolvido por Medeiros, Samarro-Silva,
Daniel (2020) nos ajuda a corroborar a hipétese da acdo dos comprimentos de onda
sobre as paredes dos cistos. Os autores ndo observaram alteracfes em padrdes de
fluorescéncia ou na morfologia de cistos presentes no efluente de uma ETE (UASB +
lodos ativados), antes e ap06s serem submetidos a radiagdo UV com lampadas de
mercurio (A= 254 nm, a intensidade da dose da radiagao aplicada sobre as amostras
de efluente ndo foram indicadas no trabalho).

A fim de avaliar se os danos observados no presente estudo eram
decorrentes do tratamento da ETE, o efluente foi analisado antes de ser submetido
ao processo de desinfeccdo, sendo constatado que apenas uma pequena
porcentagem dos cistos presentes na amostra apresentava danos em suas paredes
(em média 6%). Além do mais, as amostras de efluente da ETE foram inoculadas
artificialmente com inéculo comercial de cistos purificados para garantir que 0s
danos observados ao microscopio eram decorrentes dos tratamentos de
desinfeccao, e ndo do processo de tratamento da ETE.

Uma das vantagens atribuidas ao uso de LED como fonte de radiacdo UV
€ a possibilidade de combinacdo de diferentes picos de emissdo em um Unico

b

dispositivo, aumentando o espectro de acdo devido a sensibilidade variavel de
diferentes organismos e componentes celulares a radiacdo UV (SONG;
TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019b). Alguns autores sugerem um possivel efeito
cumulativo quando sdo associados comprimentos de onda UV-C, fortemente
absorvidos pelo DNA celular, interferindo em fungdes vitais da célula com transcricao
e replicagdo, e UV-A, que apesar de ndo serem facilmente absorvidos pelos &cidos
nucleicos, interagem com moléculas fotorreativas proporcionando um mecanismo de
desinfeccdo adicional por estresse oxidativo. Esse efeito sinérgico foi observado na

inativacdo de bactérias indicadoras de contaminacédo fecal (CHEVREMONT et al.,
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2012a, 2012b; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020; SONG; TAGHIPOUR; MOHSENI,
2019b, 2019b).

A eficiéncia da radiacdo ultravioleta dentro do espectro UV-C emitido
pelas ldampadas de mercurio de baixa pressao (A= 254 nm) para inativagéo de cisto
de Giardia ja € bastante conhecida (ADEYEMO et al., 2019; CAMPBELL; WALLIS,
2002; CANTUSIO NETO; SANTOS; FRANCO, 2006; EINARSSON; SVARD;
TROELL, 2015; LI et al., 2009; LINDEN et al., 2002; MOFIDI et al., 2002), mas nao
foram encontradas referéncias na literatura disponivel até o momento que tenham
avaliado acdo de comprimentos de onda superiores ao espectro de absorcdo do
DNA (260 nm) ou a combinacdo de comprimentos de onda, como testado nessa
pesquisa.

A metodologia empregada nessa pesquisa para avaliar a viabilidade dos
cistos (observacdo de danos morfologicos) ndo nos permite analisar 0os possiveis
danos ocasionados ao DNA dos cistos pela radiacdo UV-LED e consequentemente
nao pudemos avaliar o efeito cumulativo da associagao entre UV-A e UV-C sobre os
cistos. Ensaios que utilizem a infectividade animal, excistacdo in vitro, ou técnicas
moleculares sdo mais adequados para avaliar esse tipo de dano, desse modo a
eficiéncia da radiacdo UV-LED aqui reportada pode estar subestimada. As limitagdes
impostas pela metodologia aplicada nesse estudo séo discutidas mais a fundo no
item 3.3.5.

3.3.4. Eficiéncia do Processo Oxidativo Avangado H202/UV-LED

A porcentagem média de cistos danificados pela associacédo entre 15 mg
Lt de H202 e UV-LED (255/280/405 nm) alcancou 78% (Tabela 3-8). Ao contrario
dos demais desinfetantes avaliados, ndo foram testadas diferentes concentracdes
de H202 e/ou combina¢cdes de comprimentos de onda, os valores aqui aplicados
foram baseados em bons resultados encontrados na literatura (GUIMARAES et al.,
2015; SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020) e em etapas prévias a essa pesquisa

(dados nédo apresentados).
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Tabela 3-8: Estimativa da concentragdo de cistos integros e danificados visualizados nas amostras de
efluente desinfetadas com POA H20/UV-LED

Replicata Cist(_)s integ_;ros Cistos_ danifif:ados % d_e_cistos
(cistos L) (cistos L) danificados
1 1,3x 103 6,0 x 103 82
2 4,6 x 10° 7,3x10° 61
3 6,6 x 102 8 x 103 92
Média 2,2x10°+£2,1x10% 7,1x10%+1,0x 10 78

A acédo desinfetante desse POA se da através dos radicais hidroxila (OH-)
gerados pela dissociacdo fotocatalitica das moléculas de H20: pela ag¢do da
radiacdo UV. Os radicais OH- sdo ROS altamente reativas e ndo seletivas, capazes
de danificar todos os tipos de macromoléculas nas células, levando a degradacéo de
carboidratos, lesées no DNA, danos nas membranas celulares, desnaturacdo de
proteinas e inativacdo de enzimas (SONG; TAGHIPOUR; MOHSENI, 2019a; WANG,;
XU, 2012). Acredita-se que o radical hidroxila aja sobre os cistos de Giardia pela
oxidagdo das CWP, provocando o rompimento dos grupos sulfidrilas (-SH) e das
pontes de dissulfeto (S-S), provocando descaracterizacdo e alteracdo das
propriedades da parede e das membranas dos cistos, assim como ocorre a acéo do
acido peracético (item 3.3.2) (GUIMARAES et al., 2015).

Assim como os demais desinfetantes avaliados, a eficiéncia do POA pode
ser comprometida pela qualidade do efluente a ser tratado. Devido ao carater nao
seletivo do radical OH-, a matéria organica e mesmo compostos recalcitrantes
presentes no efluente podem sequestrar parte dos radicais gerados pelo POA,
diminuindo a quantidade disponivel para o processo de desinfeccdo. O que justifica
0 menor numero de cistos danificados contabilizados nesse estudo, em comparacao
aos resultados obtidos por Guimarées et al. (2015). Os autores utilizaram 15 mg L?
de H202 e uma dose de 44 mJ cm™ de radiagdo UV, gerada por lampada de
mercurio (A = 254 nm) e observaram danos nas paredes de cerca de 98% dos 2 x103

cistos Lt inoculados em solucéo salina.

3.3.5. Limitagdes da metodologia empregada

A observacéo de danos morfologicos nos permite avaliar a viabilidade, ou

seja, determinar se cistos estéo vivos. No entanto, cistos vivos e/ou intactos ndo séo
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necessariamente infecciosos, pois podem nao ser capazes de causar infeccdo em
seus hospedeiros. Portanto, para obter uma avaliacdo confiavel da exposicdo de
humanos a parasitas infecciosos, os métodos para medir a viabilidade sédo de maior
utilidade se estiverem correlacionados com os resultados dos ensaios de
infectividade animal, um ensaio que demonstra a capacidade do cisto de causar
infeccdo apods ser submetido ao processo de desinfeccdo. Se tal correlacdo ndo for
estabelecida, a deteccdo de cistos viaveis ndo significa que parasitas infecciosos
estejam presentes e, portanto, qualquer risco pode ser superestimado (ROUSSEAU
et al., 2018).

Embora os resultados de observacdo de danos na paredes do cistos
terem sido correlacionados com ensaios de infectividade animal para a avaliacdo da
a acao de oxidantes (NAKADA et al., 2019; WIDMER et al.,, 2002), quando a
radiacdo UV é utilizada como agente desinfetante essa associacdo € mais dificil de
ser realizada. Sendo o DNA o principal alvo da luz UV, cistos classificados como
integros podem estar néo infectantes, subestimando a eficiéncia do tratamento.

Apesar da alta acuracia nos resultados, o alto custo, a complexidade de
implementacdo, a demora na obtencdo dos resultados e as questdes éticas
envolvidas nos levaram a optar pela ndo realizacdo do ensaio da infectividade

animal nessa pesquisa.

3.4. CONCLUSOES

e O sistema de tratamento que conta com UASB + filtro biolégico percolador
produziu um efluente adequado para ser submetido aos processos de
desinfeccdo, com baixa carga organica, baixa turbidez e baixa concentracao
de solidos.

e Os 4 desinfetantes avaliados apresentaram ac¢ao eficaz contra os cistos de
Giardia, demonstrada pela formacdo de danos morfologicos na parede dos
cistos.

e A acdo dos desinfetantes quimicos cloro e acido peracético € diretamente
proporcional a concentracdo de desinfetante utilizada. Para ambos foi
necessaria uma concentragdo até 10 vezes superior ao comumente utilizado
em ETE para que uma porcentagem superior a 60% dos cistos fosse
danificada.
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O uso de LED emitindo radiacdo UV no comprimento de onda de 280 nm agiu
sobre as proteinas de parede dos cistos, causando danos morfolégicos aos
mesmos.

O POA H202/UV-LED apresentou o melhor desempenho na inviabilizagao dos

cistos de Giardia, causando danos em 78% dos cistos presentes na amostra.
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CAPITULO 4: IMPACTOS DA IRRIGACAO COM EFLUENTE
DESINFETADO NAS CARACTERISTICAS DO SOLO E NA
PRODUTIVIDADE AGRICOLA

RESUMO

Para o relso agricola, o tratamento de desinfeccdo deve ser eficiente para inativar
0S patdgenos resistentes e ndo gerar subprodutos nocivos para 0 solo e para
produtividade da cultura. Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar os possiveis
impactos causados pela irrigacdo com efluente desinfetado com cloro (na forma de
hipoclorito de célcio), &cido peracético, radiacdo UV-LED e o processo oxidativo
avancado que combina perdxido de hidrogénio e radiacdo UV-LED, sobre as
propriedades fisico-quimicas e a composi¢cdo da comunidade microbiana do solo,
bem como sobre a produtividade de uma cultura de trigo, a curto prazo.
Comparamos os efeitos da irrigagdo com efluente que passou pelos tratamentos de
desinfeccdo com irrigacdo com efluente ndo desinfetado, e a irrigacdo com efluente
nao desinfetado com irrigacdo com agua da torneira. Foi realizado um experimento
em casa de vegetacao e ao final de um ciclo de cultivo do trigo, foi avaliado o pH, a
condutividade elétrica, a matéria organica, a concentragdo de nitrogénio e fésforo e
a composi¢cao da comunidade microbiana do solo, bem como o nimero de gréos de
trigo produzidos pelas plantas irrigadas com os diferentes tratamentos. Os
tratamentos de desinfec¢cdo ndo impactaram as caracteristicas fisico-quimicas do
solo nem o rendimento do trigo, porém desempenharam papel importante na

composicao da comunidade microbiana.

Palavras-chave: Reuso agricola, desinfeccao de efluentes, diversidade microbiana,

produtividade agricola, propriedades do solo.

4.2. INTRODUCAO

Desde o inicio das civilizagdes, o esgoto tem sido usado para irrigacao de
culturas como solugédo para manter a agricultura em regides secas (AL-HAMMAD;
ABD EL-SALAM; IBRAHIM, 2014; ANGELAKIS et al.,, 2018; BIXIO et al.,, 2006;
DERY et al., 2019; JARAMILLO; RESTREPO, 2017; TAL, 2016). No entanto, devido
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ao rapido crescimento populacional, a consequente urbanizacdo e o aumento da
demanda por alimentos, hoje em dia, projetos de irrigacdo com agua de redso tém
sido implementados em todo o mundo como estratégia para economizar agua doce
para usos mais nobres (HARA et al., 2016; LYU et al., 2016; PARANYCHIANAKIS et
al., 2015; PERRY; PRASKIEVICZ, 2017). De acordo com o relatorio da ONU sobre o
desenvolvimento da agua (World Water Development Report), pelo menos 50 paises
em todo mundo usam &guas residuais para irrigacdo, sendo que 10% das areas
totais irrigaveis do planeta sao irrigadas com esgoto (WWAP, 2017).

A irrigacdo de culturas com aguas residuais, além de poupar agua doce,
reduz a degradacdo dos ecossistemas aquaticos pela descarga de efluentes e
converte o0 esgoto de rejeito a recurso, uma vez que, além da agua, também fornece
minerais, matéria organica e nutrientes para a planta, melhorando o rendimento da
cultura e diminuindo o custo da producdo com fertilizantes minerais BECERRA-
CASTRO et al., 2015; BEDBABIS et al., 2010; BIXIO et al., 2006; CIRELLI et al.,
2012; EREL et al., 2019; GATTA et al., 2016; MARINHO et al., 2013, 2014; MOK et
al., 2014; PEDRERO et al., 2018, 2020; SEGAL et al., 2011; TOZE, 2006).

Apesar de todas as vantagens, a ado¢cao sustentavel do reuso agricola
requer consideracdes quanto aos impactos na produtividade das culturas, nas
propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do solo, bem como na saude publica
(IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018; LEONEL; TONETTI, 2021).

A escolha do método apropriado para a producdo de agua de reuso para
irrigacdo agricola € muito importante. Deve haver um equilibrio entre eficacia na
remocao ou inativacdo de patdégenos, custo-beneficio e producdo de agua com
qualidade adequada para irrigacéo de culturas (BECERRA-CASTRO et al., 2015).

Uma das maiores preocupacdes com o relso agricola é a seguranca da
salude publica. Surtos de doencas veiculadas pela agua tém sido associados ao
consumo de vegetais e cereais irrigados com efluentes sem tratamento adequado
(FALLAH et al., 2012; GUPTA; KHAN; SANTRA, 2009; MELLOUL; HASSANI;
RAFOUK, 2001). Além do mais, ha uma alta prevaléncia de doencas
gastrointestinais em agricultores que utilizam esgoto ndo tratado ou parcialmente
tratado para irrigacdo (AMOAH et al., 2016; BLUMENTHAL et al., 2001; DEVAUX et
al., 2001; ENSINK et al., 2005; FUHRIMANN et al., 2016; KATZENELSON; BUIUM;

SHUVAL, 1976). Assim, as principais diretrizes para o reuso de efluentes na
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agricultura recomendam uma etapa de desinfeccéo para proteger os consumidores e
os agricultores (EUROPEAN COMMISSION, 2018; USEPA, 2012; WHO, 2006a).

Para o relso agricola, o tratamento de desinfeccao deve ser eficiente na
inativacao de patdgenos resistentes e ndo gerar subprodutos nocivos para o solo e o
desenvolvimento da cultura. Devido ao seu baixo-custo e suas propriedades
bactericidas bem conhecidas, a cloracdo é a tecnologia de desinfeccdo mais
aplicada para tratamento de efluentes e producdo de agua de retso em todo o
mundo (LONIGRO: MONTEMURRO; LAERA, 2017: NORTON-BRANDAO:;
SCHERRENBERG; VAN LIER, 2013). No entanto, ha uma preocupacdo emergente
com o uso de efluentes clorados para irrigacao agricola, considerando os DBP e seu
potencial acimulo nas partes comestiveis das plantas (GARRIDO et al., 2020;
LONIGRO; MONTEMURRO; LAERA, 2017; LOPEZ-GALVEZ et al., 2018). Dessa
forma, algumas regulamentacfes para o relso agricola restringiram o0 uso desse
desinfetante (ANTONELLI et al., 2013; KISTEMANN et al., 2008).

A radiacdo UV é a alternativa mais comum a cloracdo para desinfec¢cao
de efluentes. Entre suas principais vantagens estdo a auséncia de formacédo de DBP
toxicos e a maior eficacia na inativacao de patdgenos resistentes (ADEYEMO et al.,
2019). Contudo, a radiacdo requer a implantacdo de instalacdes complexas e
efluentes filtrados, o que pode dificultar seu uso, principalmente em paises em
desenvolvimento.

Por outro lado, o acido peracético € uma alternativa adequada e
ambientalmente amigavel ao cloro, e de facil reaproveitamento dos equipamento
utilizados para desinfeccdo com hipoclorito de sddio (NaOCI), que estd quase
sempre presente em ETE, sem necessidade de intervencdes estruturais
dispendiosas (ANTONELLI et al., 2013). O acido peracético possui amplo espectro
de acdo, auséncia de formacao de DBP indesejaveis e sem residuos persistentes no
ambiente (ANTONELLI et al.,, 2006, 2013; AO et al., 2020; BALDRY; FRENCH,
1989; CREBELLI et al., 2005; KITIS, 2004; LUUKKONEN; PEHKONEN, 2017;
MANOLI et al., 2019; WAGNER; BRUMELIS; GEHR, 2002).

Recentemente, 0s processos oxidativos avancados (POA), como a
associacdo de peroxido de hidrogénio a radiacdo UV, comumente utilizados para a
mineralizacdo de poluentes organicos recalcitrantes em aguas residuais, passaram a
ser estudados como agentes desinfetantes, demonstrando uma boa eficiéncia até
mesmo para inativar patégenos resistentes (AGULLO-BARCELO et al., 2013; CHO
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et al., 2011; GUADAGNINI et al., 2013; MALATO et al., 2009; MIKLOS et al., 2018;
RIZZO et al., 2019; RYU et al., 2008). Segundo Agullé-Barceld et al. (2013), os POA
podem produzir agua de reuso adequada para irrigacao irrestrita atendendo aos
critérios estabelecidos pela OMS (WHO, 2006a) e pela EPA (USEPA, 2012a).

Apesar da conhecida capacidade desinfetante desses quatro tratamentos,
com excecéo do cloro, até o momento, nenhum estudo avaliou os impactos do redso
com efluentes desinfetados nas propriedades do solo, na produtividade das culturas
e no sistema solo-planta. H4 uma preocupacao preponderante com a destruicdo de
patdgenos e uma falta de atencdo aos danos que agentes desinfetantes e seus
subprodutos podem causar ao solo e ao seu ecossistema.

Desta forma, o objetivo desta etapa da pesquisa foi avaliar o impacto
causado pelo reuso agricola de efluente doméstico tratado e desinfetado nas
propriedades fisico-quimicas e na composi¢cdo da comunidade microbiana do solo e
sobre a produtividade de uma cultura de trigo. Para o tratamento de desinfeccao,
escolhemos quatro agentes desinfetantes: 2 bem-conhecidos (cloro e radiagdo UV),
e 2 emergentes (acido peracético e perdxido de hidrogénio associado a radiacao
UV). Também foi avaliado o impacto da irrigacdo com efluente ndo desinfetado em

comparacao com a irrigacdo com agua da torneira.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Condig¢Oes experimentais

O experimento foi realizado em vasos, dentro de uma casa de vegetacao
localizada no campus da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) — Cidade
Universitaria “Zeferino Vaz”, na cidade de Campinas-SP, entre abril e agosto de
2019, correspondente aos meses secos de inverno. A temperatura média dentro da
estufa durante o ensaio foi de 24,5 + 14,0 °C.

Foram utilizados vasos de poliuretano, com furos na base, tamanho 15.
Cada vaso recebeu 1,6 kg de solo, proveniente de uma regido ndo agricola do
campus universitario, classificado como Argissolo Vermelho Eutrofico, com textura
argilosa de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo do Solo (SiBCS)
(SANTOS et al., 2018). A caracterizagao fisico-quimica inicial do solo esta na Tabela
4-1.



Tabela 4-1: Caracteristicas fisico-quimicas do solo antes da irrigacao

97

Parametro Valor

oH 6,6
Fosforo 16,0 mg dm™
Potéassio 4,4 mmolc dm3
Calcio 105,0 mmolc dm-3
Magnésio 11,0 mmolc dm3
Cobre 3,8 mg dm
Ferro 14,0 mg dm™
Manganés 5,7 mg dm
Zinco 1,8 mg dm-3
Matéria organica 82,0 g dm™

Hidrogénio + Aluminio

Soma das Bases
Capacidade de troca de cationica

Saturacao por bases
Argila < 0,002 mm

Silte 0,002 — 0,053 mm
Areia Total 2,0 — 0,053 mm

24,0 mmolc dm-3

120,4 mmolc dm
144,4 mmolc dm=3

83,0 %
506,0 g kg
106,0 g kg?
388,0 g kg?

Foram utilizadas sementes de trigo cultivar IAC 389 ATAKAMA, lote IA
101/2018, com 98% de taxa de germinacédo, produzidas e fornecidas pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (RENASCEM n° 02670/2010). Antes do plantio, as
sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri (& 15 cm), forradas
com papel filtro, umedecido com 5 mL de 4gua da torneira. As placas permaneceram
em incubadora do tipo BOD, com temperatura controlada a 25°C, por cinco dias. Na
sequéncia, seis sementes pré-germinadas foram plantadas aleatoriamente em cada
vaso.

O design experimental foi completamente randomizado, com seis
tratamentos de irrigacao (quatro repeticbes cada):

e WW: efluente doméstico secundéario sem etapa de desinfec¢ao;

e AOP: efluente doméstico secundario desinfetado com o POA H202/UV-LED;
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e HYP: efluente doméstico secundario desinfetado com cloro (ha forma de
hipoclorito de célcio);
e PAA: efluente doméstico secundario desinfetado com acido peracético;
e UV: efluente doméstico secundario desinfetado com radiacdo UV-LED;
e FW: 4gua da torneira.
Os vasos foram colocados aleatoriamente em uma mesa para minimizar a
interferéncia de insetos e outros organismos, e suas posi¢cdes eram alteradas,
aleatoriamente a cada 15 dias, para minimizar quaisquer variacbes de luz e

temperatura que pudessem ocorrer na estufa (Figura 4-1).

Figura 4-1:Experimento na casa de vegetacao

Para garantir que a demanda de agua das plantas fosse totalmente
atendida, foi criado um sistema automatizado que fornecia agua a cultura duas
vezes ao dia, as 7h e 19h, utilizando irrigacdo por gotejamento. Todos os dias a
guantidade de 100 ml era aplicada em cada vaso, mantendo a umidade do solo na
capacidade de campo. Os gotejadores eram monitorados periodicamente e quando
0 entupimento era detectado a troca dos mesmos era realizada. Os reservatorios de

agua de irrigacdo eram abastecidos semanalmente.
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Ao final do ciclo da safra do trigo (130 dias ap0s o plantio), as plantas
foram colhidas. Os grdos de trigo produzidos por cada vaso foram separados,
contados e pesados para determinar a produtividade. E o solo em todos os
tratamentos foi amostrado de forma destrutiva para avaliar pH, nitrogénio disponivel
(nitrogénio total, amonia e nitrato), fosforo disponivel, condutividade elétrica (CE),

matéria organica (OM) e a diversidade da comunidade microbiana do solo.

4.3.2. Caracteristicas das aguas utilizadas para irrigacao

Foi utilizado o efluente da ETE "Baréo Geraldo", localizada em Campinas-
SP, sob concessdo da Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A
(SANASA), que consiste em um reator anaerobico de manta de lodo (UASB)
seguido por um filtro biolégico percolador (Figura 3-1). A 4gua de torneira utilizada
como controle era proveniente da rede de agua potavel do campus, fornecida pela
SANASA. As caracteristicas fisico-quimicas das aguas de irrigacéo estdo na Tabela
4-2.

Tabela 4-2: Caracteristicas fisico-quimicas das aguas utilizadas para irrigacéo (n=5)

Parametro*  EW** WW AOP HYP PAA uv
62,5 + 95,0 + 85,2 + 150.5 + 72,5 +
-1 . 1 1 1 ’ 1
DQO (mglL™) 40,1 51,0 58,5 36.0 22.8
COT (mg L) ; 148+34 157+77 181444 457+51 192+6.3
55,0 + 63,5 + 69,2 + 55,0 + 42.8
-1 1 1 1 1 1
NT(mg L") 1.5 12.2 7.2 10,7 19.6 +98
Pr (mg L) ; 20+23 44+17 41+08 53+22 39+12
0,758 + 0,789 + 0,739 + 0,752 +
-1 _ 1 1 ’ 1
CE (dS mY) 003 0738003 ol 001 503
pH 79 80+02 81+02 78+04 71+01 80+02
(TL‘JJLbTi?eZ 029 81+23 100+60 79+24 80+23 95+37

*Avaliados de acordo com Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,

2012)

**Dados fornecidos pela Divisao de Agua e Energia - Prefeitura Universitaria

Abreviacdes: DQO: Demanda quimica de oxigénio; COT: Carbono orgéanico total; Nt: Nitrogénio total; Pr:
Fosforo total; UNT: Unidade nefelometria de turbidez
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O efluente tratado era coletado semanalmente na ETE e imediatamente
levado ao laboratorio de saneamento da FECFAU da UNICAMP, para passar pelos
processos de desinfeccdo. As concentragdes de desinfetantes, o tempo de contato e
a dose de radiacdo UV-LED utilizados foram determinados na Etapa 2 da pesquisa,
conforme discutido no Capitulo 3, considerando a eficacia para inativar cistos de
Giardia (Tabela 4-3).

Tabela 4-3: Condi¢des dos processos de desinfeccéo

. Concentracéo D°$e de Comprimento Tempo de
esinfetante ) radiacéo contato
Desinf (mg LD diaca de onda (nm) :
(mJ cm?) (minutos)
Cloro 40,0 NA NA 30
Acido peracético 40,0 NA NA 30
Radiacdo UV NA 103 255/280/400 15
Radiagao UV +
peroxido de 15 103 255/280/400 15

hidrogénio
NA: Nao se aplica

4.3.3. Caracterizacdo da comunidade microbiana do solo

As amostras de solo foram coletadas ao final do ciclo da cultura de trigo.
De cada vaso foram retiradas amostras de 6 pontos ao acaso, para compor uma
amostra composta, da qual foi retirada uma subamostra de 500,0 mg, para extracédo
do DNA total de bactérias e arqueas, com o kit DNeasy® PowerSoil (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

A regido V4 do gene estrutural rRNA 16S foi amplificada utilizando os
primers universais 16S para bactérias e arqueas 515F (Parada) (5-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) e 806R (Apprill) (5-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’) (APPRILL et al., 2015; CAPORASO et al., 2011;
PARADA; NEEDHAM; FUHRMAN, 2016). O sequenciamento foi realizado na

plataforma lllumina MiSeq (2x150 bases for paired-end reads?).

INesta abordagem de sequenciamento duas leituras sdo produzidas para cada fragmento de DNA
sequenciado, uma referente & fita forward e outra & fita reverse. Para isso, o processo de
seguenciamento é realizado em duas etapas, sendo em cada uma utilizado um primer especifico para
cada fita.
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As sequéncias brutas foram analisadas usando o pipeline de
bioinformatica FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy solution) (ESCUDIE et al.,
2018). Resumidamente, na plataforma Galaxy, o software mesclou as paired-end
reads usando Flash (verséo 1.2.11), com base nas regides sobrepostas e executou
o controle de qualidade usando Cutadapt (versdo 1.8) para excluir sequéncias de
gue ndo apresentavam comprimento entre 250 e 340 pares de base, sequéncias
com bases ambiguas e sequéncias que ndo continham as sequéncias iniciadoras
completas. O agrupamento foi entdo realizado usando o algoritmo Swarm (v2.1.2)
com uma distancia maxima de agregacdo de 3 bases. Além disso, as sequéncias
quiméricas foram removidas usando VSEARCH (v2.9.115) com validacdo de
amostra cruzada. A afiliagéo foi realizada usando o best blast hit contra o banco de
dados silval32 16S pintail100. E, finalmente, uma é&rvore filogenética foi construida
usando FastTree (v2.1.1018) (ESCUDIE et al., 2018).

4.3.4. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no R (v4.0.2; R Core Team,
2020). Para avaliar os impactos da irrigacdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas
do solo o teste t-Student foi usado para comparar efeitos do tipo de agua (FW vs
WW) e a analise da variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey foi usado para
comparar os efeitos dos desinfetantes (AOP, HYP, PAA e UV) em relacdo a irrigacéo
com WW. Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-
Wilk p < 0,05).

Para avaliacdo da produtividade da cultura, as variaveis apresentaram
uma distribuicdo ndo normal (teste de Shapiro-Wilk p > 0.05), por isso utilizamos o
teste exato de Wilcoxon para avaliar os efeitos do tipo de agua e o teste de Kruskal-
Wallis para avaliagéo do efeito dos desinfetantes.

O pacote PhyloSeq (MCMURDIE; HOLMES, 2013) foi utilizado para as
analises filogenética e de bioestatistica. Os indices Chaol, correspondente a soma
do numero de espécies observadas e ao numero estimado de espécies nao
observadas (CHAO, 1984), Shannon, que avalia a uniformidade da distribuicdo da
abundéancia das espécies (SHANNON, 1948) e inverso de Simpson (InvSimpson),
um indice de dominancia (SIMPSON, 1949), foram calculados para estimar a riqueza

e a diversidade dentro das amostras. A ANOVA bhidirecional foi entdo realizada
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nesses trés indices para avaliar os efeitos do tipo de agua e dos agentes
desinfetantes.

A diversidade beta foi avaliada calculando a distancia de Bray-Curtis entre
as amostras, e a comparacdo foi realizada através de uma ANOVA multivariada
(PERMANOVA).

Para visualizar a influéncia dos tratamentos de desinfeccdo na
diversidade beta, uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada,
utilizando-se o pacote FactoMineR (LE; JOSSE; HUSSON, 2008). Para tal, os dados
da contagem de unidades taxondmicas operacionais (OTU) foram primeiro
normalizados, utilizando a transformacao logaritmica central (CLR). Para avaliar as
influéncias das condi¢des ambientais do solo na beta-diversidade microbiana, as
varidveis ambientais do solo foram projetadas como vetores nas ordenacdes da PCA
(LE; JOSSE; HUSSON, 2008).

O pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) foi usado para
identificar as OTU diferencialmente abundantes entre os tratamentos WW e FW, e
entre cada tratamento de desinfeccdo e WW. Como dados de entrada foram
utilizadas as médias geométricas dos dados da contagem das OTU (LOVE; HUBER,;
ANDERS, 2014).

Os gréficos foram feitos com o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016).

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo

Foram avaliados os efeitos da irrigacdo com diferentes tipos de agua (FW
vs WW) e com efluentes desinfetados sobre as caracteristicas fisico-quimicas do
solo apdés um ciclo de plantio de trigo. As principais alteracdes observadas foram
devido ao tipo de agua e nao aos tratamentos de desinfeccdo (Tabela 4-4).
Comparando o solo irrigado com FW ao solo irrigado com WW, os parametros pH,
condutividade elétrica (CE) e concentragdo de nitrato (NOz) foram significativamente
diferentes entre os tratamentos (p-valor < 0,05). J& ao comparar o solo irrigado com
WW com os solos que receberam efluente desinfetado (AOP, HYP, PAA e UV), os
parametros fisico-quimicos estavam dentro das mesmas faixas para todos o0s

tratamentos (Tabela 4-4).



Tabela 4-4: Caracteristicas do solo apés a irrigacao
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Parametros
Tratamento o M dmeyota N NS Giganica
(g kg (gm?)
Fwa 0,425+ 0,095 6,2 +0,2* 26,0+ 7,0 1,5+0,1 85+23 3,6+20* 38,0+ 2,6
Wwab 1,150 + 0,173 6,5+0,1 30,0+9,3 15+01  110+23 210+218  390+16
AOPb 1,375 + 0,221 6,7+0,1 40,8+ 3,5 1,6+00  114+17 31,8+6,7 395+1,3
HYP®P 1,325 + 0,613 6,6+0,1 36,8+ 4,6 1,6+00  109+27 16,0+9.3 382+15
PAAP 1,050 + 0,238 6,7+0,1 33,5+3,0 1,5+0,1 93+13 194+59 40,8+ 1,7
uve 0,875 + 0,287 6,8+0,1 32,5+33 1,6+01  114+15 185+6,8 38,7+1,5

Letras iguais na vertical indicam médias que ndo se diferem estatisticamente
apPara avaliacdo do tipo de agua, WW foi comparado com FW por teste t-Student, *p-valor < 0,05
bPara avaliacdo dos tratamentos de desinfecgdo, WW foi comparado com AOP, HYP, PAA e UV por ANOVA
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O aumento da salinidade do solo € uma das principais preocupacdes
relacionadas a irrigacdo com efluente (CHAGANTI et al.,, 2020; DE LAS HERAS;
MANAS, 2020; EL MOUSSAOQUI et al., 2019; EREL et al., 2019; FARHADKHANI et
al.,, 2018; MUYEN; MOORE; WRIGLEY, 2011; PEDRERO et al.,, 2010; RUSAN;
SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007; ZOLTI et al., 2019). O acumulo continuo de sal
pode afetar adversamente a permeabilidade, a estrutura e a condutividade hidraulica
do solo, bem como a atividade dos microrganismos, refletindo negativamente na
fertilidade do solo e na produtividade das culturas (LEONEL; TONETTI, 2021;
MOHAMMAD; MAZAHREH, 2003; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007).
Dessa forma, varios paises e a OMS estabeleceram limites para CE (< 3,0dS/m) e
SAR (razdo de adsorcao de sodio) (<10) no caso de reuso de efluentes na
agricultura (PARANYCHIANAKIS et al., 2015; WHO, 2006a).

O efluente utilizado neste estudo esta dentro dos limites estabelecidos
pelas diretrizes para o relso agricola (Tabela 4-4), e, ao final do experimento, o solo
irrigado com WW ainda poderia ser considerado um solo ndo-salino, de acordo com
a classificacdo da FAO (CE < 2 dS/m) (ABROL et al., 1988). O aumento da
salinidade causado pela irrigacdo com WW (expressa em CE), em comparacdo com
FW (teste t-Student, p = 2,08 x10-3) (Tabela 4-4), foi provavelmente devido ao ensaio
ter sido realizado em vasos, dentro de uma casa de vegetacdo. Em condicfes de
campo a lixiviagdo pelas chuvas evitaria 0 acumulo de sal. No entanto, a salinidade
2,7 vezes maior no solo irrigado pelo WW pode ser um problema em regides aridas
e semiaridas onde a demanda evaporativa € alta e a precipitacdo natural € baixa
(MUYEN; MOORE; WRIGLEY, 2011). A taxa de salinizacdo do solo ndo depende
apenas da qualidade da agua, mas também de algumas caracteristicas do solo,
como transmissividade, teor de matéria organica e drenagem; e a fatores externos
como irrigacdo, precipitacdo e taxas de evaporacdo (WHO, 2006a). Por isso, 0
monitoramento periddico da salinidade do solo in loco é importante para garantir que
a pratica de redso agricola seja sustentavel.

Os tratamentos de desinfecgdo nédo alteraram a CE do efluente (ANOVA,
p = 0,28) (Tabela 4-4), e consequentemente, os valores da CE dos solos irrigados
com efluente, independente do tratamento de desinfecéo, estavam dentro da mesma
faixa (Tabela 4-4). H& uma certa preocupacdo com o risco de salinizacdo do solo
quando aguas residuais cloradas sao usadas para irrigacdo, uma vez que o cloro

liberado pela reagdo de oxidagdo pode ser convertido em sais de cloreto (LI; LI,
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ZHANG, 2014). A alta demanda de cloro do efluente utilizado nesta pesquisa
(SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020), em funcdo do alto teor de amoénia, evitou o
acumulo de cloro livre no efluente e, consequentemente, o acumulo de sais de
cloreto no solo irrigado. A reacdo entre cloro e ambnia é quase instantdnea no
efluente doméstico, onde o pH esta proximo da neutralidade, formando cloraminas e
reduzindo o cloro livre disponivel (USEPA, 2011). Li, Li e Zhang (2014), também néao
observaram o aumento da salinidade do solo ao utilizarem efluente desinfetado com
concentracdes de cloro abaixo de 50 mg L.

A irrigacdo com agua de reuso pode aumentar o pH do solo devido ao seu
alto teor de ions bicarbonato (HCOs™), céations trocaveis e nutrientes vegetais
(ADROVER et al., 2012; ZOLTI et al., 2019). Neste trabalho, independente da
significancia estatistica (ANOVA, p = 0,036), as diferencas observadas nos valores
do pH do solo foram pequenas (Tabela 4-4), e para todos os seis tratamentos
avaliados, o pH do solo estava dentro da faixa 6tima para o desenvolvimento da
planta (6,2 - 6,8) (RECHCIGL, 2017), e ndo apresentou mudancas em relagéo ao pH
inicial do solo (Tabela 4-1), provavelmente devido a alta capacidade tampé&o do solo.
Farhadkhani et al (2018) e Guo et al. (2017) também reportaram a manutencdo do
pH inicial do solo, apesar da irrigacdo com agua de reuso.

Nitrogénio (N) e fosforo (P) sédo nutrientes essenciais para a fertilidade do
solo, desenvolvimento das plantas e a produtividade das culturas. E sua presenca
no efluente reduz o uso de fertilizantes minerais, diminuindo o custo da producéo,
uma grande vantagem do reuso agricola (LYU et al., 2016). A taxa de aplicacao de
nutrientes no solo é determinada pela carga hidraulica e pelo teor de nutrientes no
efluente e, deve levar em consideracdo a demanda de nutrientes da planta para
evitar seu acumulo no solo e, consequentemente, o desequilibrio ecolégico
(ELLIOTT; JAISWAL, 2012; LYU et al., 2016).

A baixa concentracdo de P (2,9 = 2,3 mg L) do efluente secundario
utilizado nesta pesquisa, combinado com a baixa carga hidraulica aplicada nos
vasos (100 mL dia?) resultou em uma taxa de aplicacdo de fésforo de
aproximadamente 1 kg P ha™t anot. Como n&o adicionamos nenhuma outra fonte de
P, provavelmente a planta usou uma parte consideravel do P fornecido pelo efluente
para o seu desenvolvimento, evitando seu acumulo no solo. O aumento do fosforo
disponivel do solo foi relatado por Androver et al. (2012), Bedbabis et al. (2010) e

Mohammad e Mazahreh (2003), em solos irrigados com efluentes tratados, refletindo
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o alto teor de fésforo na agua de reuso utilizada pelos autores. De acordo com Elliott
e Jaiswal (2012), efluentes contendo niveis de P total elevados (6-15 mg P L™)
certamente fornecerdo P em excesso em todos os cendrios comuns de cultivo,
mesmo com baixas cargas hidraulicas, especialmente em longo prazo.

Da mesma forma, o nitrogénio total (Nt) seguiu um padrdo semelhante
comparando FW e WW (t-Student, p= 0,050) (Tabela 4-4), mesmo a concentracao
de Nt sendo muito maior no efluente (55 + 12,2 mg L) do que na &gua de torneira
(em torno de 1 mg L) (Tabela 4-2). O mesmo foi observado por Guo et al. (2017),
sugerindo que a maior parte do nitrogénio do efluente estava em formas que
poderiam ser facilmente absorvidas pela planta: NOs™ e NH3z (GLASS et al., 2002;
GUO et al., 2019). A alta concentragéo de NH3 no efluente utilizado neste estudo foi
relatada anteriormente por Silva, Leonel e Tonetti (2020).

Embora ndo tenhamos observado um aumento na concentracdo de NH3
no solo irrigado com WW, em comparacdo com o FW (t-Student, p = 0,132), o
contetdo de NHs no WW parece ter estimulado a taxa de nitrificacdo do solo,
resultando no acumulo de nitrato (NOs~), em comparacdo com o solo irrigado com
FW. O que esta de acordo com Crecchio et al. (2004) e Elifantz et al. (2011), que
observaram maior taxa de nitrificacdo em solos irrigados com efluente tratado. As
taxas de nitrificacdo geralmente respondem rapidamente as adicdes de amdnia
(NORTON; STARK, 2011). Provavelmente, no solo irrigado com WW, a taxa de
nitrificacdo foi superior a taxa de absorcdo de nitrato pelo trigo, resultando no
acumulo de NOs™. A alta concentracéo de nitrato nos solos pode ser benéfica para
as lavouras, mas em excesso pode ser lixiviado, contaminando camadas profundas
do solo e as 4guas subterraneas (LEONEL; TONETTI, 2021).

Os tratamentos de desinfeccdo n&o proporcionaram uma mudanca
significativa (p > 0,05) no teor de nutrientes do solo. No entanto, com o tempo, a
deposicao de cloro pode impactar o acumulo de nutrientes, diminuindo a fertilidade
do solo (LI; LI; ZHANG, 2014).

N&o observamos um aumento da concentracdo de matéria organica OM
no solo irrigado com WW, em comparacgao ao irrigado com FW (t-Student, p = 0,54),
provavelmente devido ao curto periodo experimental ou a rapida decomposi¢cdo da
matéria organica do efluente, o mesmo foi relatado por Kayikcioglu (2012). O
aumento do teor de matéria organica do solo é geralmente observado quando aguas

residuais de baixa qualidade, com alta concentracdo de DQO sdo usadas para
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irrigacdo (ADROVER et al., 2012; BASTIDA et al.,, 2017; DANG et al., 2019; EL
MOUSSAOUI et al., 2019; ORLOFSKY et al., 2016; RUSAN; SAMI HINNAWI,
ROUSAN, 2007; ZOLTI et al., 2019) o que ndo é o caso deste estudo (Tabela 4-2).
Os tratamentos de desinfeccdo nao influenciaram a concentracdo de
matéria organica no solo irrigado (ANOVA, p = 0,24). Mesmo o efluente PAA, que
apresentou uma maior DQO e uma maior concentracdo de carbono organico total
(Tabela 4-2), em funcdo do uso do &cido peracético, que funcionou com uma fonte
extra de carbono para o efluente, ndo alterou a concentracdo de matéria organica do

solo.

4.4.2. Impacto na producéao de trigo

Assim como as propriedades fisico-quimicas do solo, a produtividade do
trigo foi influenciada pelo tipo de agua (FW vs WW) (Wilcoxon, p= 0,028), mas nao
pelos tratamentos de desinfeccao (Kruskal-Wallis, p=0,642) (Tabela 4-5). A Irrigacéo
com WW aumentou quase 5 vezes a producdo de graos de trigo, em comparacao
com FW (Tabela 4-5). A producéo de graos de trigo foi, em média, 8,64 g vaso™ no
tratamento com WW e 1,78 g vaso “! em plantas irrigadas com FW.

Tabela 4-5: Rendimento médio da cultura de trigo por tratamento de irrigacdo

Rendimento da cultura

Tratamento Massa do grao Namero de grédos por
(g vaso™) pote

Fwa 1,9+0,5 44 + 12

W\ ab 8,6+41 195 + 93

AOPP® 6,4+15 157 + 38

HYP b 6,3+2,0 215 + 67

PAAP 7,9+6,2 188 + 147

uvb 54+16 127+ 38

aPara avaliagdo do tipo de agua, WW foi comparada com FW pelo teste exato Wilcoxon rank-sum, *p-
valor = 0,028

bPara avaliacdo do tratamento desinfetante, WW foi comparada com AOP, HYP, PAA e UV pelo teste
de Kruskal-Wallis p= 0,642

O aumento da produtividade agricola é frequentemente associado ao teor
de nutrientes do efluente utilizado para irrigacdo (BEDBABIS et al., 2010; CIRELLI et
al., 2012; GATTA et al., 2016; MARINHO et al., 2013, 2014; MARTINEZ et al., 2013).
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Assim, o maior rendimento obtido nos vasos irrigados com WW foi, provavelmente,
uma consequéncia do fornecimento de nutrientes. Enquanto as plantas irrigadas FW
nao receberam nenhum fertilizante, o total de N e P aplicados em cada vaso irrigado
com WW foi de cerca de 742,0 g e 43,0 g, respectivamente, durante todo o
experimento.

Nitrogénio e fésforo sdo os principais elementos limitadores da
produtividade do trigo. A oferta insuficiente desses elementos reduz o perfilhamento
e, consequentemente, o numero de espigas produzidas por metro quadrado,
interfere na iniciacdo do florete, diminuindo o nimero de gréos por cabeca; perturba
a divisdo e o crescimento celular normal, e diminui a taxa e a extensdo da sintese
proteica (JEUFFROY; BOUCHARD, 1999; ROMER; SCHILLING, 1986). Na Figura
4-2 podem ser observadas as diferencas fenotipicas entre as plantas irrigadas com
WW e FW.
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Figura 4-2: Diferencas fenotipicas entre as plantas irrigadas com (a) FW e (b) WW

Ha uma certa preocupacao em relacdo ao uso de agua de reuso cloradas

para irrigacdo de culturas alimentares, devido aos DBP potencialmente toxicos



109

geradas quando o cloro reage com a matéria organica dos efluentes (CLARK;
READ; HOFF, 1989). Lonigro, Montemurro e Laera (2017) relataram que pés de
alface irrigados com agua clorada apresentaram sintomas tipicos de estresse, como
clorose, necrose das folhas e reducdo da produtividade da cultura, principalmente
guando a concentragdo de cloro livre foi superior a 10,0 mg L -. Além do mais, a
adicdo de uma etapa de cloracdo também reduziu o rendimento e a qualidade de
plantas de tabaco e batatas irrigados com efluente (SONG et al.,, 2019). Neste
estudo, a irrigagcao com efluente clorado (HYP) ndo prejudicou o desenvolvimento ou
rendimento do trigo, provavelmente devido a baixa concentracdo de cloro livre
residual observada no reservatério de HYP (<1,0 mg L), de acordo com Lonigro,
Montemurro e Laera (2017) quanto maior a concentracao de cloro residual, pior é o
dano a planta.

A auséncia de efeito negativo sobre o rendimento do trigo ndo significa
que a irrigacdo HYP seja segura. O acumulo de DBP como clorato e compostos
organoalogenados foi relatado na parte comestivel de alface fresca e espinafre
irrigados com efluente clorado (GARRIDO et al., 2020; LONIGRO; MONTEMURRO;
LAERA, 2017; LOPEZ-GALVEZ et al., 2018). Nesta pesquisa, ndo avaliamos a
formacao de DBP, porém, é importante chamar a atencéo para o risco associado a
esses compostos quando aguas residuais cloradas sdo utilizadas para irrigacdo de
culturas. A cloracdo é o tratamento de desinfec¢cdo mais usado para producédo de
agua de retuso no mundo (USEPA, 2012), portanto, as doses de cloro devem ser
gerenciadas para maximizar a inativacdo do patdégeno e minimizar a formacao de
DPB.

Acido peracético, radiacdo UV, e recentemente, os processos oxidadivos
avancados tém sido estudados como alternativas a cloracdo para recuperacdo de
dguas residuais para diferentes propositos. Essas tecnologias mostraram
capacidades muito boas de desinfeccdo e nenhuma formacgédo DBP fitotdxicos até o
momento (ANTONELLI et al.,, 2013; CHEVREMONT et al., 2012b, 2013a; KITIS,
2004; LIBERTI; LOPEZ; NOTARNICOLA, 1999; LIBERTI; NOTARNICOLA;
PETRUZZELLI, 2003; RIZZO et al.,, 2020; SGROI; SNYDER; ROCCARO, 2021), e
no presente estudo, ndo prejudicaram a producgéo da cultura do trigo, demonstrando

serem boas opc¢Oes para tratar aguas residuais utilizadas para irrigacao de culturas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713520301997?via%3Dihub#bib39
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4.4.3. Caracterizacdo da comunidade microbiana do solo

Um total de 1.759.806 sequéncias foram geradas através do
sequenciamento do DNA das 24 amostras de solo analisadas. Apds o controle de
qualidade e a exclusdo de OTU raras, um total de 1.255.661 sequéncias, com um
namero medio de 52.319 sequéncias por amostra permaneceram para as analises
de diversidade microbiana (Figura 4-3). As sequéncias foram agrupadas em 1.857
OTU, com 97% de similaridade. A curva de rarefacdo das OTU alcangcou um platd,
demostrando que o numero de sequéncias obtidas foi suficiente (Figura 4-4)

Total number of sequences per sample
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Figura 4-3: Namero de sequéncias por amostra, pds controle de qualidade

Number of sequences
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Figura 4-4: Curvas de rarefacao indicando os nimeros observados de OTU por tratamento, de acordo
com o nimero de sequéncias obtidas por re-amostragem aleatéria

A riqueza (indice Chao 1) e a diversidade alfa (indices de Shannon e
InvSimpson) da comunidade microbiana ndo foram significativamente impactadas
pelo tipo de 4gua, nem pelos processos de desinfeccao (p >0,05) (Figura 4-5). Isso
estd de acordo com outros estudos, nos quais a qualidade da agua de irrigacéo teve
um impacto insignificante na diversidade e riqueza global da microbiota do solo
(BROSZAT et al., 2014; ELIFANTZ et al., 2011; FRENK; HADAR; MINZ, 2014;
IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018; KRAUSE et al., 2020).
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Figura 4-5: indices de riqueza e diversidade alfa por tratamento

As OTU foram afiliadas a 25 filos: 23 de Bactérias e 2 de Archaea.
Acidobacterias (23%), Proteobacterias (19%), Actinobacteria (15%) e Chloroflexi
(15%) foram os filos mais abundantes em todas as 24 amostras de solo, seguindo a
distribuicdo microbiana comum do solo (DANG et al., 2019; IBEKWE; GONZALEZ-
RUBIO; SUAREZ, 2018; KIM et al., 2016; KRAUSE et al., 2020; KULKARNI et al.,
2018; MIRANDA et al., 2018; REESE et al., 2017; SONG et al., 2019; UDDIN et al.,
2019; WANG,; LIU; BAI, 2018; ZOLTI et al., 2019). Os tratamentos de irrigacdo ndo

mudaram a abundancia relativa dos 10 filos dominantes (Figura 4-6).
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Figura 4-6: Abundancia relativa dos 10 filos principais filos por amostra.

No entanto, o indice de dissimilaridade de Bray-Curtis (diversidade beta)
demonstrou que o tipo de agua (PERMANOVA, Rz = 0,094; p = 0,0058) e os
tratamentos de desinfeccdo (PERMANOVA, R2 = 0,345; p = 0,0003) influenciaram a
composicdo da comunidade do solo. Estudos anteriores também observaram
diferencas na composicdo das comunidades entre solos irrigados com diferentes
fontes de agua (BASTIDA et al., 2017; DANG et al., 2019; FRENK; HADAR; MINZ,
2014; WAFULA et al., 2015; ZOLTI et al., 2019).

Removemos as amostras do tratamento FW e realizamos uma analise de
componentes principais (PCA) para visualizar o efeito dos desinfetantes sobre a
diversidade beta e identificar as principais variaveis do solo que explicaram a
variancia na estrutura microbiana. O biplot? resultante da PCA revela alguma relagéo
entre a comunidade microbiana e os tratamentos (Figura 4-7).

20 biplot € um grafico muito utilizado em andlises multivariadas, que representa tanto os pontos
amostrais, como as variaveis.
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Figura 4-7: Biplot da PCA ilustrando a composi¢cdo microbiana do solo baseada no tratamento de
desinfeccdo. Em azul, parametros fisico-quimicos do solo, como variaveis suplementares; OM:
Matéria organica; EC: Condutividade elétrica; P: fésforo; pH: potencial hidrogenidnico; NHs: Amonia,
NOs: Nitrato. Para esta andlise, as amostras do tratamento FW foram removidas. Apenas as 20 OTU
mais abundantes foram plotadas e suas afiliagdes taxondmicas mais explicativas sdo apresentadas.
As formas maiores indicam o baricentro de cada grupo correspondente.

Os dois primeiros eixos da PCA explicam 36,7% da variancia. Ao longo do
PC1 as amostras foram separadas de acordo com os tratamentos, com amostras de
WW e PAA no lado positivo e amostras de AOP, HYP e UV no lado negativo.

O biplot (Figura 4-7) mostra claramente que os parametros do solo estédo
relacionados composi¢cao da comunidade microbiana. Os parametros fisico-quimicos
estdo representados como variaveis suplementares, assim 0s vetores sao 0s
gradientes das variaveis do solo no plano 2D definido por PC1 e PC2.

OTU pertencentes aos taxons de bactérias Saprospiraceae
(Bacteroidetes), Anaerolineaceae (Chloroflexi), Rhodothermaceae (Bacteroidetes),
Tepidisphaeraraceae (Planctomyce), e uma familia ndo identificada de cada filo

Armatimonadetes (Classe Crononomonadetes) e Latescibacteria (classe nao
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identificada) estdo negativamente relacionadas a condutividade elétrica e matéria
organica e positivamente relacionadas a NHs e pH. E Bacillaceae (Firmicutes),
JG30-KF-CM45 (Cloroflexi) e Vininamibacterceae (Acidobacteria) séo o oposto.
Hyphomicrobiaceae (Proteobacteria), Termomicrobiales (Cloroflexi), Gemmataceae
(Planctomycetes), Isospharaceae (Planctomycetes), Xanthobacteraceae (Prote
bacterias), Oxalobacteraceae (Proteobacteria), duas familias ndo identificadas do filo
Cloroflexi (Classes TK10 e KD4-96) e uma familia n&o identificada do filo
Acidobacteria (Classe SubGrupo 6) estédo negativamente correlacionadas com P.

Para entender melhor o efeito do tipo de agua e dos tratamentos de
desinfeccdo na selecdo de tAxons dos dominios Bacteria e Archaea, realizamos uma
andlise diferencial dos dados da contagem das OTU, baseada na distribuicao
binomial negativa, comparando FW com WW e WW com AOP, HYP, PAA e UV,
individualmente. A Figura 4-8 mostra a abundancia relativa das OTU
diferencialmente abundantes (p< 0,05) em cada comparacdo. O impacto do tipo de
agua e do tratamento de desinfec¢éo foi mais significativo em OTU sub-dominantes,
gue correspondiam a menos de 15% da abundancia relativa da comunidade.
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Figura 4-8: Abundancia relativa de OTU diferencialmente abundantes (p<0,05), com base na
distribuicdo binomial negativa. (a) Comparacéo entre solo irrigado com WW e solo irrigado com FW;,
(b) Comparacéo entre solo irrigado com AOP e solo irrigado com WW; (¢) Comparacéo entre o solo
irrigado com HYP e o solo irrigado com WW; (d) Comparac¢éo entre solo irrigado com PAA e solo
irrigado com WW; (e) Comparacéo entre solo irrigado com UV e solo irrigado com WW.

FW OTU: OTU significativamente mais abundantes em solo irrigado com FW; WW OTU: OTU
significativamente mais abundantes em solo irrigado com WW; HYP OTU: OTU significativamente
mais abundantes em com solo irrigado com HYP; PAA OTU: OTU significativamente mais
abundantes em solo irrigado com PAA; AOP OTU: OTU significativamente mais abundantes em solo
irrigado com AOP; UV OTU: OTU significativamente mais abundantes em solo irrigado com UV.
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Para visualizar os taxons selecionados pelo tipo de agua e pelos
tratamentos de desinfeccdo foram construidos graficos de dispersdo baseados na
andlise diferencial de abundancia.

Comparando WW com FW, a maior parte das OTU diferencialmente
abundantes em solo irrigado com WW foram afiliadas a familias do filo
Proteobacteria (Figura 4-9), como Cellvibrionaceae, uma familia produtora de
celulose, geralmente encontrada em solos (RANALLI; ZANARDINI; SORLINI, 2019);
Micropepsaceae, uma familia envolvida no ciclo do carbono (BEHNKE et al., 2021);
Burkholderiaceae, uma familia degradadora de matéria orgéanica, onipresente em
diversos ambientes poluidos por esgoto, que também tem sido associada a
degradacdo de contaminantes na rizosfera (CARRION et al., 2018; KATOR;
RHODES, 2003; WORRICH; WICK; BANITZ, 2018); Sphingomonadaceae, familia
associada a solos enriquecidos com nutrientes (YANG et al., 2019);
Nitrosomonadaceae, familia de bactérias nitrificantes (PROSSER; HEAD; STEIN,
2014); Rhodanobacteraceae, com membros capazes de realizar desnitrificacdo
heterotrofica (DE ALMEIDA FERNANDES et al., 2018); e trés familias fixadoras de
nitrogénio, Rhizobiaceae, Devosiaceae e Xanthobacteraceae, pertencentes a ordem
Rhizobiales (FRANCHE; LINDSTROM; ELMERICH, 2009; OREN, 2014a).

Wu et al. (2021) observaram uma correlacéo positiva entre 0 aumento na
abundancia relativa das familias Sphingomonadaceae, Xanthobacteraceae,
Rhizobiaceae e o0s niveis adubacdo nitrogenada. Os autores também
correlacionaram a abundancia de Nitrosomonadaceae com a concentracdo de NOs3
no solo (WU et al.,, 2021). Neste estudo, o solo irrigado com FW nao recebeu
nenhum fornecimento de nitrogénio, enquanto a taxa de aplicacdo de nitrogénio no
solo irrigado com WW foi em média 742,0 g por vaso, ao longo do experimento, o
gue pode explicar a maior abundancia dessas familias no solo irrigado com WW.

Os membros do filo Proteobacteria sédo tipicamente copiotréficos e
abundantes em solos ricos em matéria organica facilmente disponivel (DANG et al.,
2019; NEMERGUT et al., 2010). O aumento em sua abundéncia é geralmente
observado em solos irrigados com aguas residuais (BASTIDA et al.,, 2017;
BROSZAT et al., 2014; DANG et al., 2019; FRENK; HADAR; MINZ, 2014; GUO et
al., 2017; IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018). No entanto, como um
grupo metabolicamente diverso, também observamos algumas OTU afiliadas a

familias do filo Proteobacteria mais abundantes em solo irrigado com FW (Figura
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4-9), como Thioalkalispiraceae, uma familia de oxidantes de enxofre (MARCOS et
al., 2018), Rhodocyclaceae, que oxida uma gama de acUcares simples e acidos
organicos (OREN, 2014b), Archangiaceae, bactérias fixadoras de nitrogénio
comumente distribuidas no solo (MASUDA et al.,, 2020); e duas familias nao
cultivadas das classes Gamma e Deltaproteobacteria.

Chloroflexi € outro filo metabdlica e ambientalmente diverso, com
membros identificados como diferencialmente abundante nos solos irrigados com 0s
dois tipos de tratamento (Figura 4-9). Membros da familia fotossintética autotréfica
Chloroflexaceae estavam mais abundantes em solo irrigado pela WW (GUPTA,
2013), e membros das ordens pouco conhecidas Ardenticatenales, SBR1031 e
RBG-13-54-9 e da familia Anaerolineacea foram identificados como mais
abundantes no solo irrigado com FW (Figura 4-9). Membros desses ultimos grupos
ja foram relacionados a solos com baixo teor de nutrientes (BEHNKE et al., 2021,
FREY et al., 2021).

Identificamos membros da familia Leptolyngbyaceae, pertencente ao filo
Cyanobacteria em solos irrigados com ambos os tipos de agua (Figura 4-9). O
género Leptolyngbya foi mais abundante no solo irrigado com WW. As espécies
deste género tém sido observadas em ETE e em biofilmes de gotejadores utilizados
em sistemas de irrigacdo com efluentes, e estdo associadas a tolerancia a
salinidade (FURTADO et al., 2009; LEQUETTE; AIT-MOUHEB; WERY, 2019; MAITY
et al., 2014). O género Oscillatoria, mais abundante no solo irrigado com FW, pode
promover a fixacdo de carbono e o acumulo de nutrientes (ZHANG et al., 2018). A
maior abundancia desse género no solo irrigado com FW pode ser uma estratégia
para superar as limitacbes N do solo, como observado anteriormente em solos de
cultivo de arroz pobres em N (HOQUE et al., 2001).

A familia Rubritaleaceae, era mais abundante em solos irrigado com WW,
enquanto a familia Opitutaceae estava em maior propor¢do em solo irrigado com FW
(Figura 4-9), ambas pertencentes ao filo do Verrucomicrobia. Este é um filo
encontrado em diversos biomas, incluindo o solo, no entanto, suas adaptacdes e
funcbes permanecem nédo esclarecidas, uma vez que a propor¢cao de membros
cultivados € baixa (BUNGER et al., 2020).

As OTU afiliadas aos membros do filo Actinobacteria foram mais
abundantes em solo irrigado com WW (Figura 4-9), ao contrario do observado por

outros autores, que relataram uma diminuigdo de Actinobacteria em solos irrigados
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com aguas residuais (BASTIDA et al., 2017; BROSZAT et al., 2014; ELIFANTZ et al.,
2011; FRENK; HADAR; MINZ, 2014; WAFULA et al, 2015). Entretanto, a
classificacdo a nivel de filo ndo indica processos metabodlicos especificos ou uma
resposta especifica aos padrdes espaciais, portanto, especialmente para um grupo
altamente diverso como Actinobacteria, uma classificacdo taxondémica mais
explicativa deve ser usada para entender melhor as mudancas na composicéo
microbiana (FRENK; HADAR; MINZ, 2014; VAN BERGEIJK et al., 2020). Analisando
taxons mais especificos, o0 resultado aqui observado € completamente
compreensivel. As OTU diferencialmente abundantes em solo irrigado com WW sé&o
afiliados as familias Nocardioidaceae, Intrasporangiaceae, e a uma familia néo
identificada da classe Acidimicrobiia, todas ja isoladas em ETE (HU; CHA; GAO,
2018; PENG et al., 2018; SWIATCZAK; CYDZIK-KWIATKOWSKA; ZIELINSKA,
2019). De acordo com Bastida et al. (2017), que relataram que alguns
microrganismos encontrados em aguas residuais e ETE podem persistir no solo.

OTU afiliadas a uma familia ndo identificada da ordem Frankiales também
eram mais abundantes em solo irrigado com WW. Alguns membros desta ordem séo
fixadores de nitrogénio simbiontes, encontrados em nodulos nas raizes de plantas
vasculares, mas, até o momento, nenhum estudo relatou sua associacao a raiz do
trigo (FRANCHE; LINDSTROM; ELMERICH, 2009; NORMAND; FERNANDEZ,
2020).

Do filo Gemmatimonadetes, a familia Gemmatimonadaceae estava em
maior nimero em solo irrigado com WW (Figura 4-9). Dentro dessa familia, ha
membros do género Gemmatimonas que sdo um organismo redutores de N20. N20
€ um potente gas do efeito estufa e agente destruidor da camada de ozénio,
produzido, principalmente, pela transformacdo biolégica do N presente em
fertilizantes aplicados em solos agricolas, mesmo quando a fertirrigacdo com
efluentes é usada (WAFULA et al., 2015; ZHOU et al., 2011). A nitrificacdo produz
N20O como subproduto da oxidacdo da amoénia, e a desnitrificacdo emite N2O como
um intermediario estavel ou produto final (PARK; KIM; YOON, 2017). Os organismos
redutores de N20 sdo os unicos dissipadores bioldégicos de N2O no ambiente,
desempenhando um papel importante no controle do aquecimento global. A maior
abundancia de Gemmatimonas em solo irrigado com WW pode indicar um equilibrio

no solo que recebeu nitrogénio, como relatado anteriormente, identificamos no
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mesmo solo familias de bactérias envolvidas nas fases anteriores do ciclo do
nitrogénio.

Ainda dentro do filo Gemmatimonadetes, a familia oligotrofica
Longimicrobiaceae (PASCUAL et al., 2016) foi observada em maior abundéancia em
solos irrigados com FW (Figura 4-9).

A ordem Saccharimonadales, do filo Patescibacteria, geralmente
correlacionada com locais ricos em nutrientes (MASON et al.,, 2021; SHI et al.,
2021), foi mais abundante em solos irrigados com WW. O mesmo foi observado para
a familia Vicinamibacteraceae, do filo Acidobacteria, um clado comum em solos
(HUBER et al., 2016), e para o filo de bactérias néo cultivadas WPS-2 (recentemente
proposto como Candidatus Eremiobacterota) (Figura 4-9).

OTU afiliadas a uma familia pouco conhecida do filo Planctomycetes
foram mais abundantes em solos irrigados com FW (Figura 4-9).

A familia arqueas oxidante de amdnia Nitrososphaeraceae, do filo de
Thaumarchaeota foram mais abundantes em solos irrigados com FW. Estudos
ecofisiolégicos deste taxon sugerem adaptacdo a baixas concentracdes de aménia e
demonstraram uma correlacdo negativa com carbono organico, o que justifica sua
abundéancia diferencial em solos irrigados com FW (FREY et al.,, 2021; KEROU,;
SCHLEPER, 2016; PESTER; SCHLEPER; WAGNER, 2011). Outra familia de
arqueas, Woesearchaeia, do filo Nanoarchaeaeota também estavam presentes em
maior niumero no solo irrigado com FW. Os membros dessa familia, geralmente,
estdo negativamente associados a salinidade, explicando sua distribuicdo neste
estudo (WANG et al., 2019).
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Figura 4-9: OTU diferencialmente abundantes (p<0,05) em solo irrigado com WW e em solo irrigado
com FW, baseado na distribuicdo binomial negativa, apresentados de acordo com sua filiacdo
taxonémica. Os valores positivos de log 2 fold change correspondem as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com WW e os valores negativos as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com FW.

Comparando HYP com WW, a irrigacdo com efluente desinfetado com
cloro (HYP) selecionou principalmente OTU dos filos Cyanobacteria e Cloroflexi
(Figura 4-10). Alguns membros desses filos podem degradar compostos
organoalogenados, como trialometano, um subproduto da desinfeccdo com cloro
(KASSOUF et al., 2018; KURITZ, 1998; MAILLARD; WILLEMIN, 2019; ROBERT et
al., 2001). Por exemplo, em ambientes com alta concentracdo de nitrato, membros
da familia de Cyanobacteria Nostocaceae usam seu sistema de reducéo de nitrato
para metabolizar compostos organicos clorados (KURITZ, 1998).

No solo irrigado com WW, identificamos a maior abundancia de duas
familias do filo Proteobacteria relacionadas ao ciclo do nitrogénio:
Rhodomicrobiaceae, fixadora de nitrogénio e Steroidobacteraceae, desnitrificante; e
também trés familias de Actinobacteria, geralmente relacionadas a adicdo de
nitrogénio inorganico no solo: Micromonosporaceae, Streptosporangiaceae, e

Pseudonocardiaceae (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2019; TRUJILLO; HONG;
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GENILLOUD, 2014) (Figura 4-10). O que pode sugerir uma reducédo da ciclagem de
nutrientes e potenciais problemas bioldgicos na saude do solo irrigado com HYP.

As OTU afiliadas ao grupo de bactérias ndo cultivadas S0134, do filo
Gemmatimonadetes, e a familia Archangiaceae do filo Proteobacteria eram mais
abundantes no solo irrigado por HYP e, OTU afiliadas a pouco conhecida familia
Vicinamibacteraceae do filo Acidobacteria foram diferencialmente abundantes no

solo irrigado com WW (Figura 4-10).
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Figura 4-10: OTU diferencialmente abundantes (p<0,05) em solo irrigado com HYP e em solo irrigado
com WW, baseado na distribuicdo binomial negativa, apresentados de acordo com sua filiacdo
taxonémica. Os valores positivos de log 2 fold change correspondem as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com HYP e os valores negativos as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com WW.

A comunidade do solo irrigado com efluente desinfetado com &cido
peracético (PAA) apresentou apenas seis OTU diferencialmente abundantes,
afiliadas aos filos Proteobacteria e Cyanobacteria, em comparagéo ao solo irrigado
com WW (Figura 4-11). As familias de Proteobacteria Sphingomonadaceae,
Burkholderiaceae, Rhodobacteraceaee e Azospirillaceae, sdo catalase-positivas
(CARRION et al., 2018; ONORI et al., 2018; PUJALTE et al., 2014; SHARMA et al.,
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2021). A catalase € a enzima responsavel pela protecéo, interceptacédo e reparacao
de microrganismos contra peroxido de hidrogénio (H202), um dos produtos da
decomposicado do &acido peracético. Dessa forma, a catalase pode ter contribuido
para a sobrevivéncia dos organismos em um ambiente submetido a desinfeccao
com acido peracético (PARDIECK; BOUWER; STONE, 1992).

Membros do filo Cyanobacteria também possuem mecanismos eficazes
de protecdo, como as enzimas catalase, peroxidase e superdxido dismutase para
evitar danos oxidativos de espécies reativas de oxigénio (ROS), que incluem o
radical hidroxila, um forte oxidante gerado pela dissociacdo fotocatalilica do H20:2
(RASTOGI et al., 2014). O que explica a abundancia diferencial desse grupo de
bactérias no solo irrigado com PAA, em comparagdo com o irrigado com WW (Figura
4-11).
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Figura 4-11: OTU diferencialmente abundantes (p<0,05) em solo irrigado com PAA e em solo irrigado
com WW, baseado na distribuicdo binomial negativa, apresentados de acordo com sua filiacdo
taxondmica. Os valores positivos de log 2 fold change correspondem as OTU diferencialmente mais
abundantes no solo irrigado com PAA e os valores negativos as OTU diferencialmente mais
abundantes no solo irrigado com WW.
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Da mesma forma, vemos 8 OTU afiliadas a membros do filo
Cyanobacteria mais abundantes no solo irrigados com as aguas residuais
desinfetadas pelo processo oxidativo avancado H202/UV-LED (AOP) (Figura 4-12).
Na verdade, todas as OTU diferencialmente abundantes no solo irrigado por AOP
foram afiliadas a taxons de bactérias que apresentam enzimas que atuam na
protecdo contra as ROS: Nocardioidaceae (Actinobacteria), Sphingomonadaceae
(Proteobacteria) Xanthomonadaceae (Proteobacteria), Blastocatellaceae
(Acidobacteria) (DENNER; KAMPFER; BUSSE, 2015; DU et al., 2020; WIRGOT et
al., 2017; YU et al., 2015).

Apenas trés OTU foram mais abundantes no solo irrigado pela WW, em
comparacao com o irrigado com AOP. Uma familia desconhecida do filo Chloroflexi e
duas afiliadas ao filo Firmicutes, Clostridiaceae (Clostridium) e Paenibacillaceae
(Aneurinibacillus) (Figura 4-12). Ambos o0s géneros sdo bactérias formadoras de
esporos, geralmente encontradas em ETE (NIKAEEN et al., 2015; SKARIYACHAN
et al., 2018). Sua maior abundéncia em solo irrigado pelo WW pode indicar que o
tratamento com o processo oxidativo avancado foi eficaz contra microrganismos
resistentes, presentes no efluente. Estudos anteriores também observaram a baixa
resisténcia de membros do filo Firmicutes a processos oxidativos avancados (DU et
al., 2020; WANG et al., 2017).
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Figura 4-12: OTU diferencialmente abundantes (p<0,05) em solo irrigado com AOP e em solo irrigado
com WW, baseado na distribuicdo binomial negativa, apresentados de acordo com sua filiacdo
taxonémica. Os valores positivos de log 2 fold change correspondem as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com AOP e os valores negativos as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com WW

A radiacdo UV-LED parece ter eficacia semelhante contra membros do
filo Firmicutes, uma vez que OTU afiliados a este filo foram significativamente mais
abundantes no solo irrigado com WW, em compara¢cdo com o irrigado com UV
(Figura 4-13). De acordo com Cui et al. (2020), que relataram uma diminuicdo dos
membros desse filo em efluentes desinfetadas com radiagao ultravioleta.

Por outro lado, no solo irrigado por UV, identificamos OTU afiliados a
bactérias resistentes a radiacdo ultravioleta, como os membros das familias
Microscillaceae e Saprospiraceae, de filo Bacteroidetes, e Phycisphaeraceae, do filo
Planctomycetes (ORDONEZ et al., 2009; VIANA; LAGE; OLIVEIRA, 2013) (Figura
4-13). O dultimo é geralmente encontrado em aguas residuais tratadas, mas
raramente detectado em solo agricola (BECERRA-CASTRO et al., 2015).

Além de Firmicutes, OTU identificados como mais abundantes no solo
irrigado com WW foram afiliados aos taxons: ordem Oxyphotobacteria (familias

Leptolyngbyaceae e uma familia ndo identificada), do filo Cyanobacteria; ordem
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TK10 (familia desconhecida) e a familia ndo cultivada JG30-KF-CM45 ambas do filo
Cloroflexi; a familia Gemmataceae, do filo Planctomycetes; e alguns taxons
relacionados  ao ciclo de nitrogénio: familias Intrasporangiaceae,
Streptosporangiaceae e Pseudonocardiaceae, do filo Actinobacteria; familia
Xanthobacteraceae, do filo Proteobacteria; familia Gemmatimonadaceae, do filo
Gemmatimonadetes; e a familia Nitrososphaeraceae, do filo de arqueas
Thaumarchaeota (Figura 4-13).

Curiosamente, o solo irrigado por UV apresentou mais OTU afiliados a
taxons pouco conhecidos, como a ordem Rokubacteriales (familia desconhecida) do
filo Rokubacteria; Subgrupo 17 (familia desconhecida), do filo Acidobacteria; familia
Geminicoccaceae, do filo Proteobacteria; ordem Ardenticatenales (familia
desconhecida), do filo Chloroflexi; grupo terrestre S0134 nao cultivado, do filo
Gemmatimonadetes; um membro néo identificado do filo Latescibacteria; familia
mlel-27 n&o cultivada do filo Proteobacteria; ordem AKAU4049 do filo

Gemmatimonadetes; e a familia Opitutaceae, do filo Verrucomicrobia (Figura 4-13).
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Figura 4-13: OTU diferencialmente abundantes (p<0,05) em solo irrigado com UV e em solo irrigado
com WW, baseado na distribuicdo binomial negativa, apresentados de acordo com sua filiacdo
taxonémica. Os valores positivos de log 2 fold change correspondem as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com UV e os valores negativos as OTU significativamente mais
abundantes no solo irrigado com WW

O diagrama de Venn ilustrado na Figura 4-14 ajuda a visualizar os taxons
diferencialmente abundante Unicos e compartilhados entre os solos irrigados com os
diferentes tratamentos de desinfeccdo. O tratamento com UV selecionou o maior
namero de tdxons; 19 taxons foram diferencialmente abundantes exclusivamente no
solo irrigado com UV. A possivel razdo pode ser que a mudanca da comunidade
bacteriana do efluente durante a desinfeccdo com radiagdo ultravioleta
desempenhou um papel importante na formacédo da estrutura da comunidade do
solo, através da eliminacdo de bactérias e arqueas sensiveis e enriquecendo as
resistentes, como observado por outros autores (HU et al.,, 2016; HUANG et al.,
2018; PULLERITS et al., 2020).
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Figura 4-14: Diagrama de Venn para resumir as OTU diferencialmente abundantes, Unicas e
compartilhadas entre os solos irrigados com efluente submetido aos diferentes desinfetantes

Apesar dos pequenos impactos causados pelos tratamentos de
desinfeccdo nas propriedades fisico-quimicas do solo e no rendimento do trigo, os
tratamentos desempenharam um papel importante na composi¢cdo da comunidade
microbiana, impactando principalmente os taxons menos abundantes.

Conforme relatado por Bastida et al. (2017), Broszat et al. (2014) e
Ibekwe, Gonzalez-Rubio, Suarez (2018), também observamos a persisténcia de
microrganismos provenientes de aguas residuais no solo. No entanto, o0s
tratamentos de desinfeccdo com processo oxidativo avancado H202/UV-LED e
radiacdo UV-LED tiveram um papel importante eliminando algumas bactérias
formadoras de esporos potencialmente patogénicas, pertencentes ao filo Firmicutes,
conhecidas pela alta resisténcia a cloracdo, geralmente encontradas em amostras
de aguas residuais. Ibekwe, Gonzalez-Rubio, Suarez (2018) ao detectarem a
presenca de Firmicutes potencialmente patogénicos em solos irrigados com
efluente, chamaram a atencado para o perigo da irrigagdo com aguas residuais sem
um tratamento adequado de desinfecgéo.

No geral, a irrigagdo com efluentes aumentou a abundancia de

organismos degradadores de matéria organica e, principalmente, familias envolvidas
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no ciclo do nitrogénio, seguindo estudos anteriores, devido ao aporte de compostos
nitrogenados, em comparacdo com a agua da torneira (FRENK; HADAR; MINZ,
2014; IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018; OVED et al., 2001; TSIKNIA,;
TZANAKAKIS; PARANYCHIANAKIS, 2013; WAFULA et al.,, 2015; ZHOU et al,,
2011). Entretanto, a irrigacdo com os tratamentos UV e HYP selecionaram algumas
bactérias relacionadas ao ciclo do nitrogénio, o que pode afetar a fertilidade do solo

a longo prazo.

4.5. CONCLUSOES

e As mudancas nas propriedades fisico-quimicas do solo foram mais evidentes
devido a irrigacao com efluente em comparacdo com a irrigagcdo com a agua
de torneira.

e A adicdo de uma etapa de desinfecgdo com cloro (na forma de hipoclorito de
calcio), acido peracético, radiagcdo UV-LED, ou com processo oxidativo
avancado H202/UV-LED néo interferiu diretamente nas caracteristicas
avaliadas do solo.

e Apesar do aumento do pH e da condutividade elétrica causados pela irrigacao
com efluente, a capacidade tampédo do solo manteve o pH dentro da faixa
ideal para o desenvolvimento da planta em todos os seis tratamentos e, ao
final do experimento, o solo foi classificado como néo-salino.

e O acumulo de nitrato no solo deveu-se a alta concentracdo de amdnia no
efluente utilizado para irrigacdo. A taxa de nitrificacdo do solo foi maior do que
a taxa de absorcdo de nitrato pela cultura de trigo, demonstrando a
importancia de considerar ndo apenas a demanda de agua da planta, mas
também a demanda de nutrientes, quando o efluente é usado para irrigacao.

e A irrigagdo com efluente teve um efeito positivo no desenvolvimento e na
produtividade do trigo. E os tratamentos de desinfeccdo n&o impactaram o
rendimento da cultura. A auséncia de acumulo de fésforo e nitrogénio total no
solo indica que a planta utilizou todo o nutriente fornecido pelo efluente para
seu desenvolvimento.

e A comunidade microbiana, principalmente os taxons menos abundantes,

foram mais sensiveis a acédo dos tratamentos sobre o solo, e tanto o tipo de
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agua, quanto os tratamentos de desinfeccdo influenciaram a composicdo da
comunidade microbiana dos solos que receberam os diferentes tratamentos.
A irrigacdo com efluente aumentou a abundancia de organismos
degradadores de matéria organica e, principalmente, familias envolvidas no
ciclo do nitrogénio, em comparacdo com a agua de torneira. Além disso,
observamos a persisténcia de algumas bactérias tipicas de esgoto no solo,
incluindo alguns potenciais grupos patogénicos.

A desinfeccdo com radiacdo UV desempenhou um papel importante na
formacao da estrutura da comunidade das bactérias do solo, 19 tdxons foram
diferencialmente abundantes no solo irrigado UV, a maioria pertencente a
grupos pouco conhecidos pela comunidade cientifica, o que dificulta a
avaliacdo das possiveis consequéncias dessa selecao.

Bactérias e arqueas com mecanismos de resisténcias aos desinfetantes
foram mais abundantes nos solos irrigados pelo efluente tratado com o
desinfetante em questéo.

A presenca de bactérias degradadoras de DBP em solos irrigados com HYP
acende o alerta para o uso de cloro para desinfeccéo de agua de redso

O uso de efluente tratado com cloro (na forma de hipoclorito de calcio) e
radiacdo UV-LED pode afetar a fertilidade do solo a longo prazo, em funcéo

da diminuicdo da abundéancia de bactérias relacionadas ao ciclo do nitrogénio.
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CAPITULO 5: CONSIDERACOES FINAIS

5.1. DISCUSSAO GERAL

Os desinfetantes aqui avaliados apresentaram um bom desempenho na
formacdo de danos na parede dos cistos de Giardia inoculados em amostras de
efluente. O POA H202/UV-LED (103 mJ cm? / 15 mg L) apresentou a melhor
eficacia, sendo capaz de danificar 78% dos cistos, seguido pelo acido peracético (40
mg L1, por 30 minutos), que causou danos a parede de 71% dos cistos e pelo cloro,
65% de cistos danificados (40 mg L, por 30 minutos). Mesmo o tratamento com UV-
LED (103 mJ cm™), que provavelmente teve a eficacia subestimada pelo método
utilizado para avaliacdo da viabilidade, apresentou 61% de efetividade.

A protecdo da saude da populacdo é uma das principais preocupacdes
referentes ao uso de efluentes para irrigacdo agricola. Guias e regulamentacdes
fornecem procedimentos especificos para reduzir os riscos de contaminacao
microbiana das culturas. Os regulamentos especificam processos de tratamento,
padrées de qualidade da agua e regimes de monitoramento que minimizam 0s riscos
do uso do efluente tratado para irrigacdo de plantacdes que sdo consumidas por
humanos (USEPA, 2012).

Embora algumas legislac6es sejam bastante restritivas, como na lItalia
(MINISTERO DELL'AMBIENTE E DELLA TUTELA DEL TERRITORIO, 2003), e nos
estados norte-americanos da California (CALIFORNIA DEPARTMENT OF PUBLIC
HEALTH, 2014) e da Flérida (FLORIDA ADMINISTRATIVE CODE, 2009), que
seguem uma abordagem de “risco zero”, os guias da OMS (WHO, 2006a), da EPA
(USEPA, 2012) e da Unido Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2018) usam a
abordagem “multiplas barreiras”, que enfatiza o papel de todas as etapas da cadeia
do redso na diminuicdo dos riscos aos quais usuarios, consumidores e populacéo ao
entorno estdo expostos. A restricdo de culturas e escolha de técnicas de irrigacao
especificas, dependendo da qualidade da 4gua de redso, também fazem parte das
medidas para diminui¢ao de riscos (WHO, 2006a).

Considerando que a concentracdo meédia de cistos de Giardia no esgoto
bruto da cidade de Campinas, reportada previamente na literatura, gira em torno de
10%-10° cistos L (CANTUSIO NETO et al.,, 2010; LEONEL et al., 2016) e que a
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concentracdo de cistos de Giardia no efluente da ETE Bardo Geraldo é em média
10° cistos L (Tabela 3-3), podemos inferir que o tratamento empregado na ETE
(UASB + Filtro Bioldgico Percolador) é capaz de reduzir a concentracao de cistos em
1-2 log. Com a adi¢éo da etapa de desinfecgdo, com um dos tratamentos utilizados
neste estudo, a eficiéncia do processo pode chegar a 2-3 log, considerando a
concentracdo de cistos viaveis obtidos contabilizados ao microscopio apos 0s
tratamentos de desinfeccéo (item 3.2.7).

O guia da OMS recomenda, para irrigagao irrestrita (culturas consumidas
in natura), uma reducéo de 6-7 log para virus, bactérias e protozodarios patogénicos
e, para irrigacao restrita (culturas consumidas apds algum tipo de processamento) a
reducdo de 2-3 log, para que a meta de 10°® DALY® (ano de vida ajustado por
incapacidade, sigla em inglés para Disability Adjusted Life-Year) seja atingida, e
dessa forma, assegurar o redso seguro do efluente. O guia ressalta que diferentes
combina¢cdes de medidas de protecdo a saude devem ser usadas para atingir a
meta, como a combinagdo entre tratamento do efluente e o uso de irrigacdo por
gotejamento, que pode garantir uma reducao de até 6 log, desde que o tratamento
utilizado reduza no minimo 2 log e a cultura irrigada nao cresca rente ao solo (WHO,
2006a).

O efluente produzido pelos tratamentos avaliados nessa pesquisa pode
ser usado seguramente, atendendo a meta de 10-® DALY para giardiase, para irrigar
culturas que crescam longe do solo, utilizando-se irrigacdo por gotejamento e/ou
culturas que sejam cultivadas em sistemas agricolas altamente mecanizados, com o
minimo de contato do trabalhador rural com o efluente.

Cabe destacar que a adicdo de uma etapa de desinfeccdo é
recomendada, independente de outras medidas protetivas, para evitar
consequéncias adversas a saude por contato inadvertido ou uso indevido acidental
ou intencional do sistema de reuso do efluente (USEPA, 2012; EUROPEAN
COMISSION, 2018; WHO, 2006a). O uso de desinfetantes em dosagens que sejam
eficazes contra patdgenos resistentes é importante para evitar uma falsa sensacéo
de seguranca quanto ao efluente em uso. Em uma pesquisa prévia realizada pelo

Nnosso grupo de pesquisa, com excecédo do POA que néo foi avaliado na ocasido, os

3 Disability Adjusted Life-Year (DALY) ou anos de vida perdidos ajustados por incapacidade
corresponde a um indicador para medir o efeito da mortalidade e dos problemas de saude de um
individuo apés um caso de doenca. Em outras palavras, 1 DALY é equivalente a 1 ano de vida sadia
perdido (WHO, 2006a).
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desinfetantes aqui avaliados alcancaram mais de 4 logs de inativacdo de bactéria
indicadoras de contaminacéo fecal, mesmo quando dosagens muito inferiores foram
avaliadas (SILVA, 2018, SILVA; LEONEL; TONETTI, 2020). Alguns autores afirmam
gue a inativagéo de 4 log de E. coli sdo suficientes para alcancar uma meta de carga
de doenca viral (rotavirus) menor que 10 DALY (BASTOS, 2008). O que indica que
o efluente produzido nesse estudo € seguro ndo s para Giardia, mas também
quanto a outros patdégenos resistentes.

Apesar da protecdo da salude humana contra a contaminagdo por
microrganismos patogénicos ser prioridade, os impactos ambientais causados pela
irrigacdo com efluente também devem ser considerados. Mudancas nas
caracteristicas fisico-quimica e na composicdo da comunidade microbiana do solo
estdo diretamente relacionadas a fertilidade e, consequentemente, a produtividade
dos sistemas agricolas.

Dessa forma, os guias e regulamentacbes também estabelecem
parametros de qualidade fisico-quimica para a &gua de reldso (Tabela 2-6).
Considerando os parametros fisico-quimicos monitorados nessa pesquisa (Tabela 4-
2), o efluente gerado pela ETE Bardo Geraldo atende aos padrBes estabelecidos
pelo guia da OMS (WHO, 2006a) para pH, condutividade elétrica, sélidos totais e
nitrogénio total. E, a adicdo da etapa de desinfeccdo ndo alterou significativamente
nenhum desses parametros, para nenhum dos tratamentos avaliados (Tabela 4-2).

Mesmo quando o efluente utilizado para irrigacdo atende aos padrdes
preconizados, o monitoramento das caracteristicas do solo faz parte do manejo
sustentavel do relso agricola, uma vez que cada sistema apresenta caracteristicas
Unicas (MAASS; GRUNDMANN, 2016).

A avaliagdo do solo ao final de um ciclo de cultivo do trigo demonstrou
gue a adicao da etapa de desinfeccdo com cloro (na forma de hipoclorito de calcio)
(40 mg L%?), A&cido peracético (40 mg L), radiacdo UV-LED (103 mJ cm?;
A=255/280/400 nm) ou POA (15 mg L* de H202 associado a 103 mJ cm2 de
radiacdo UV-LED) ndo impactaram as caracteristicas fisico-quimicas do solo, em
relacdo ao solo irrigado com efluente ndo desinfetado. Enquanto a irrigagdo com
efluente teve impactos no pH, condutividade elétrica e concentracdo de nitrato, em
comparacao ao solo irrigado com agua de torneira.

E importante destacar que apesar do aumento observado, o pH do solo

manteve-se dentro da faixa ideal para o desenvolvimento da planta em todos os seis
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tratamentos (RECHCIGL, 2017). JA4 o aumento da salinidade, mesmo ao final do
experimento o solo sendo classificado como nao-salino, acende um alerta. Como o
acumulo de sal pode aumentar com o uso continuo do efluente para irrigacéo, boas
praticas de manejo, considerando a taxa de precipitacdo, drenagem e taxa de
infiltracdo do solo, quantidade de matéria organica sdo essenciais para evitar a
salinizacado (WHO, 2006a). O acumulo de nitrato também pode ser um problema, em
virtude da lixiviagdo e consequente contaminacao das camadas profundas do solo e
das aguas subterraneas (LEONEL; TONETTI, 2021). Entretanto, € um problema que
pode facilmente ser evitado, basta que a demanda de nutrientes da planta seja
considerada e ndo apenas a demanda hidrica, ao se determinar a quantidade de
efluente a ser aplicado na plantacao (ELLIOTT; JAISWAL, 2012).

A produtividade da cultura de trigo também sofreu influéncia apenas do
tipo de agua utilizado para irrigacdo (agua de torneira ou efluente), em virtude do
suprimento de nutrientes proporcionado pela irrigacdo com efluente, ndo sofrendo
efeito do tipo de tratamento de desinfecgé&o utilizado.

E importante ressaltar que este foi um estudo inicial de curto prazo, com
pouca alteracdo nas propriedades fisico-quimicas do solo, mas pesquisas anteriores
demonstraram que os efeitos da irrigacdo com aguas residuais tornaram-se mais
fortes com o tempo (ADROVER et al., 2012; BASTIDA et al., 2017; EREL et al.,
2019; JARAMILLO; RESTREPO, 2017; MORUGAN-CORONADO et al., 2013;
PEDRERO et al., 2010; RUSAN; SAMI HINNAWI; ROUSAN, 2007; WAFULA et al.,
2015), chamando a atencado para a necessidade de monitoramento periddico do solo
gue recebe a agua de reuso, a fim de garantir a pratica sustentavel do reldso na
agricultura.

As diferencas observadas na composi¢cdo das comunidades microbiana
dos solos que receberam os diferentes tratamentos podem, inclusive, ser um
indicativo de possiveis problemas no caso de uma irrigagdo a longo-prazo. Como
por exemplo, a menor abundancia de certas bactérias relacionadas ao ciclo do
nitrogénio, observada em solos que receberam efluente desinfetado com radiacéo
UV-LED e cloro, o que, a longo prazo, pode afetar a fertilidade do solo. Inclusive, Li,
Li e Zhang (2014) relataram uma diminuicdo do acumulo de nutrientes no solo, em
funcdo da deposicao de cloro por meio da agua de irrigacao.

Comparando-se o solo irrigado com efluente e o solo irrigado com agua

de torneira, as alteragdes observadas na compsi¢cdo da comunidade microbiana sao
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benéficas para a fertilidade do solo, pois estdo basicamente relacionadas ao input de
matéria organica, com aumento de organismos copiotroficos, e, principalmente, de
nutrientes, com aumento de familias envolvidas no ciclo do nitrogénio (Figura 4-9).
Além disso, observamos a persisténcia de algumas bactérias tipicas de &aguas
residuais no solo, incluindo alguns potenciais grupos patogénicos (Figura 4-9), assim
como ja reportado na literatura (BASTIDA et al., 2017; BROSZAT et al.,, 2014;
IBEKWE; GONZALEZ-RUBIO; SUAREZ, 2018), endossando a necessidade de uma
etapa de desinfeccdo para o reldso agricola de efluentes. Cabe destacar que os
tratamentos com UV-LED e POA diminuiram a abundancia de bactérias
pertencentes ao género Clostridium, potencialmente patogénico, tipicamente
encontrado em efluentes domeésticos (Figura 4-12 e Figura 4-13).

Organismos que apresentam mecanismos de resisténcia contra
determinado agente desinfetante permaneceram em maior nimero no solo irrigado
com o efluente tratado com o desinfetante em questdo. Como a maior abundancia
de bactérias que possuem enzimas de protecdo contra as ROS nos solos irrigados
com efluente desinfetado com &cido peracético (Figura 4-11) e POA (Figura 4-12), e
de organismos resistentes a radiacdo UV, no solo que recebeu efluente tratado com
UV-LED (Figura 4-13).

No solo irrigado com efluente desinfetado com cloro foi observada a maior
abundancia de bactérias capazes de degradar compostos organoalogenados (Figura
4-10), que podem ser formados como subprodutos da desinfeccdo com cloro
(KASSOUF et al., 2018; KURITZ, 1998; MAILLARD; WILLEMIN, 2019; ROBERT et
al., 2001), o que pode ser um indicativo da presenca de DBP no solo. A presenca
desses compostos em solos irrigados com efluente clorado ja foi relatado por
Lonigro, Montemurro e Laera (2017).

Ha uma preocupacédo emergente com o uso de aguas residuais cloradas
para irrigacdo agricola, em funcdo de seus efeitos genotdxicos, considerando o
potencial acimulo dos DBP nas partes comestiveis das plantas (GARRIDO et al.,
2020; LONIGRO; MONTEMURRO; LAERA, 2017; LOPEZ-GALVEZ et al., 2018).
Inclusive algumas regulamentacdes para o redso agricola restringiram o uso de cloro
como agente desinfetante (ANTONELLI et al., 2013; KISTEMANN et al., 2008).

E importante salientar que apesar dos problemas referente aos DBP, em
regides sem recursos para implementacdo de tecnologias avancadas, como

radiacdo UV, POA, e mesmo o acido peracético, que apesar nao exigir instalacoes
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complexas para aplicacdo, seu alto custo ainda € um fator limitador para o uso em
grande escala, o cloro pode e deve ser usado para o controle da disseminacéao de
patégenos veiculados pela agua. O efeito de doencas diarreicas € muito mais
devastador sobre populacbes de regides subdesenvolvidas do que o0s potenciais
efeitos genotdéxicos dos DBP.

A escolha do sistema de desinfec¢édo para o tratamento da agua de redso
ndo é tarefa facil, deve haver um equilibrio entre efetividade na inativacdo de
patdgenos, custo e producdo de agua com qualidade adequada para irrigacéo. E
impossivel estabelecer um Unico agente desinfetante que seja adequado aos
diferentes contextos sociais, econémicos, politicos e epidemiolégicos observados
em diferentes partes do mundo. Cabe aos tomadores de decisdo valerem-se de
ferramentas como este trabalho no processo de escolha do tratamento que se
adapte melhor a sua realidade.

Considerando a regido onde este estudo foi desenvolvido, a regido
metropolita de Campinas, uma das regides mais ricas do Estado de S&o Paulo, com
grande problema de escassez hidrica, que apresenta areas de pratica agricola, solo
argiloso, e onde a giardiase € endémica, uma escolha adequada para a desinfec¢ao
do efluente para o reuso agricola € o POA (H202/UV-LED), em virtude da alta
eficacia apresentada contra cistos de Giardia e poucos efeitos colaterais observados
no sistema solo-planta.

Neste trabalho abordamos apenas o risco das doencgas gastrointestinais,
especialmente a giardiase e, brevemente, os DBP, mas muitos outros
contaminantes biolégicos e quimicos, como fitopatbgenos, bactérias resistentes a
antibiéticos, xenobibticos e farmacos podem ser transportados pelo esgoto,
ameacando a saude publica e o sistema solo-planta, também devem ser

considerados no planejamento de reuso agricola de efluentes.
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5.2. CONCLUSOES

Estratégias precisas de manejo, incluindo a aplicacdo de niveis adequados
de tratamento, monitoramento peridédico das propriedades do solo e da planta, bem
como praticas adequadas de irrigacdo, cultivo e colheita sdo imprescindiveis para
minimizar riscos ao homem e ao meio ambiente, garantindo que a pratica do redso
seja segura, sustentavel e rentavel.

Neste trabalho demonstramos a acao de quatro agentes desinfetantes, que
apresentam tecnologias e custos distintos, mas que mostraram eficdcia semelhante
contra um patdgeno resistente e nao prejudicaram o desenvolvimento e a
produtividade da cultura de trigo. Os potenciais impactos sobre as caracteristicas do
solo podem ser solucionados com o0 manejo adequado do sistema.

Diante dos resultados obtidos, as principais conclusdes desta pesquisa séo:

e Os 4 desinfetantes avaliados apresentaram ac¢ao eficaz contra os cistos de
Giardia, demonstrada pela formacédo de danos morfoldgicos na parede dos
cistos.

e A eficacia do cloro e do &cido peracético foi diretamente proporcional as
concentragOes utilizadas. Sendo que o melhor desempenho foi alcancado
utilizando-se 40 mg L' dos desinfetantes por 30 minutos, para ambos.

e O comprimento de onda de 280 nm usado na desinfecgdo com UV-LED teve
papel fundamental na formacdo de danos nas paredes dos cistos e
conseguentemente na inviabilizacdo dos mesmos.

e O POA que consiste na associacao do peréxido de hidrogénio a radiacao UV-
LED apresentou a maior eficacia na formacédo de danos a parede dos cistos
de Giardia, dentre os desinfetantes avaliados.

e A agua de reuso produzida pelo sistema UASB + filtro biol6gico percolador,
associado a qualquer um dos agentes desinfetantes avaliados, nas dosagens
aqui estabelecidas, pode ser utilizada para irrigacdo de culturas agricolas
assegurando a meta de 10 DALY para giardiase.

e Os tratamentos de desinfeccdo ndo alteraram significativamente as
caracteristicas fisico-quimicas do efluente da ETE Barédo Geraldo.

¢ Os impactos nas caracteristicas fisico-quimicas do solo observados ao final
do experimento foram decorrentes do tipo de agua utilizada para irrigacdo

(potavel ou de relso) e ndo dos tratamentos de desinfecgéo. A irrigacdo com
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efluente aumentou o pH, a salinidade e a concentracdo de nitrato do solo, em
comparacao com a irrigagcdo com agua de torneira. Outros parametros nao
foram impactados pelo uso do efluente a curto prazo. Os parametros
impactados podem facilmente ser neutralizados com praticas efetivas de
manejo do sistema.

Tanto o tipo de 4gua quanto os tratamentos de desinfec¢do influenciaram a
composicdo da comunidade de bactérias e arqueas do solo.

O solo irrigado com efluente apresentou maior abundancia de organismos
degradadores de matéria organica e, principalmente, familias envolvidas no
ciclo do nitrogénio.

Bactérias tipicas de efluentes e ETE, inclusive patogénicas, podem persistir
no solo irrigado com agua de reuso. Alertando para a importancia da etapa de
desinfeccéao.

Os tratamentos de desinfecgdo selecionaram organismos que apresentavam
algum tipo de mecanismo de resisténcia ao desinfetante em questéo.

A desinfeccdo com radiagdo UV-LED e POA eliminaram bactérias resistentes
formadoras de esporos potencialmente patogénicas tipicamente encontradas
em efluentes de ETE

A aplicagéo de efluente desinfetado com radiacdo UV-LED e cloro diminuiu a
abundancia de algumas bactérias relacionadas ao ciclo do nitrogénio, o que,
a longo prazo, pode afetar a fertilidade do solo.

O uso do efluente teve impacto positivo no desenvolvimento e na
produtividade da cultura de trigo, em comparacdo com a irrigacdo com agua
de torneira, em funcdo do aporte de nutrientes. Os tratamentos de
desinfeccdo ndo impactaram o desenvolvimento ou a produtividade das
plantas.

Para as condi¢cbes avaliadas, o melhor desempenho geral foi alcancado pelo
POA, em virtude da alta eficiéncia na inviabilizacdo de cistos de Giardia e 0s

poucos efeitos causados ao ecossistema do solo e a produtividade do trigo.
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5.3. SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

e Avaliacdo do efeito sinérgico de diferentes comprimentos de onda da radiacdo
UV-LED sobre cistos de Giardia

e Estudo para compreender a acdo da radiacdo UV-A sobre os cistos de Giardia.

¢ Implementacdo do estudo em escala real para avaliar o efeito da irrigagcdo com
agentes desinfetantes a longo prazo

e Avaliar a presenca de DBP nas plantas irrigadas com efluente tratado com cloro;

e Avaliacédo de contaminantes emergentes no solo irrigado com efluente

e Avaliacdo de genes de resisténcia a antibioticos no solo irrigado com efluente.
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