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RESUMO

O aproveitamento de residuos de sistemas de saneamento, em particular das excretas humanas,
tem como premissa a preservacgao dos recursos hidricos e a manutencao da fertilidade dos solos
agricultaveis. Entretanto, devido a carga patogénica presente nas fezes humanas, o uso deste
recurso pode oferecer riscos de contaminagdo aos agricultores e consumidores, tornando seu
uso limitado. Neste sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento de micror-
ganismos presentes em fezes humanas co-compostadas em cultivos de alface e o risco micro-
biologico na fertilizacdo manejo e consumo destas hortalicas. O estudo analisou o comporta-
mento dos micro-organismos: Escherichia coli, Salmonella e Adenovirus humano tipo 2(HAdV-
2) no solo e na parte interna do tecido vegetal, durante o periodo vegetativo da planta e apos
colheita. Os resultados do cultivo em vasos indicaram que quanto maior a concentragdo de E.
coli no biofertilizante, mais rapido ¢ o seu decaimento no solo. A estimativa de inativagao (T90)
foi de 13,74, 11 e 08,63 dias para fezes contaminadas em concentragdes de 6,58, 7,31 ¢ 8,01
Logi0.UFC.g"!, respectivamente. A bactéria E. coli foi encontrada nas folhas em concentragdes
maiores que nas raizes para as duas concentragdes mais altas durante as 3 primeiras semanas
do experimento. O HAdV-2, foi encontrado nas raizes em concentra¢do constante (2-3
Logio.UFP.g™!") durante as 5 semanas do cultivo mesmo em concentragdes menores em relagdo
a E. coli (5 Logi0.UFP.g™). O resultado do plantio em lisimetros indicou que o decaimento de
E. coli e Salmonella no solo sofrem influéncia quanto a presenga de raizes no sistema, apresen-
tando decaimento mais rapido em sistemas com plantas, com k (dia ') de -0,0244 para E. coli
e -0,0331 para Salmonella para sistema sem a presenca de raizes e k de -0,0728 para E. coli e -
0,07651 para Salmonella no sistema com raizes. O T90 foi de 16,46 dias para a Salmonella para
o sistema com plantas e 38,39 dias para o sistema sem plantas. Para E. coli, este valor foi de
13,24 dias e 40,85 dias, respectivamente. Os riscos anuais de infec¢ao envolvidos na fertilizagao
variaram entre 23,22% e 53,31% para E. coli e de 44 a 57 % para Salmonella. Para o HAdV-2,
a probabilidade de infec¢do anual no cendrio de fertilizagao foi de 100%. Para os cenarios de
manejo do sistema solo-planta o risco anual para E. coli variou entre 0,000000000009% e
0,00000005%. O risco para Salmonella variou de 0,0000027 a 0,000000013%. Para o HAdV-2
o risco observado foi mais alto e variou entre 3,19% e 94,83%. Para o cenario de ingestdo das
hortalicas, o risco anual para E. coli foi estimado entre 0,000000006% e 0%. O risco anual para
Salmonella foi de 0,0000000010% e para HAdV-2 de 0,0077% para todas as contaminagdes
testadas. As fezes co-compostadas apresentaram fitotoxicidade moderada para as sementes de
alface na concentrag@o de 10% com IG de 66,3% e alta fitotoxicidade para as concentragdes de
25% com IG de 10% e 50% com IG de 0%.

Palavras-chave: Biofertilizantes. Excretas humanas. Contaminagao das plantas. Internaliza¢ao

de patogenos. Avaligdo quantitativa de risco microbioldgico. Fitotoxicidade.



ABSTRACT

The use of waste from sanitation systems, particularly human excreta, is premised on preserving
water resources and supporting soil fertility. However, because of the pathogenic load present
in human excreta, this resource can offer contamination risks to farmers and consumers, limit-
ing its use. In this sense, this work aimed to evaluate the microbiological behavior of co-com-
posted feces in lettuce crops, the risk of fertilization, planting, management, and consumption
of lettuce, and the phytotoxicity of bio-fertilizer for lettuce seeds. The study set out to analyze
the behavior of the microorganisms: Escherichia coli, Salmonella, and human Adenovirus
(HAdV) in the soil and the internal part of the plant tissue during the vegetative period and after
harvest. The results of the pot culture showed that the higher the inoculated concentration, the
faster the decay in the soil. With decay coefficient k of -0.07279, -0.09092, and -0.115 for
inocula with 6.58, 7.31 and 8.01 Log10.CFU.g"!, respectively. The estimated inactivation (T90)
was 13.74, 11, and 08.63 days for 6.58, 7.31, and 8.01 Log10.CFU.g"!, respectively. E. coli was
found on leaves at higher concentrations than in the roots for the two highest concentrations
during the first three weeks of the experiment. HAdV-2 was found in the roots at a constant
concentration (2-3logs) during five weeks of cultivation, even at lower concentrations (5
Logio.UFP.g™"). Results from lysimeter planting showed that roots influence the decay of E. coli
and Salmonella in soil, showing k -0.0244 for E. coli and k -0.0331 for Salmonella in a system
without roots. In the soil-plant system, E. coli showed k -0.0728 and -0.07651 for Salmonella.
The T90 was 16.46 days for Salmonella for the system with plants and 38.39 days without
plants. For E. coli, this value was 13.24 days and 40.85 days, respectively. The annual risks
involved in fertilization ranged from 23.22% to 53.31% for E. coli, and 44 to 57 % for Salmo-
nella. The annual probability of HAdV-2 infection in the fertilization scenario was 100%. For
the soil-plant system management scenarios, the yearly risk for E. coli ranged from
0.000000000009% to 0.00000005%, and for the Salmonella 0,0000027 to 0,000000013%. For
HAdV-2, this value is higher and ranges from 3.19% to 94.83%. In the vegetable ingestion
scenario, E. coli annual risk was estimated between 0.00000000006% and 0%, 0,0000000010%
for Salmonella, and 0.0077% for HAdV-2. Co-composted feces showed moderate phytotoxicity
to lettuce seeds at the 10% concentration with GI of 66.3% and high phytotoxicity for the con-
centrations of 25% with GI of 10% and 50% with GI of 0%.

Keywords: Biofertilizers. Human excreta. Contamination of plants. Internalization of patho-

gens. Quantitative microbiological risk assessment. Phytotoxicity.
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1INTRODUCAO

O aumento populacional, aliado ao uso insustentavel dos recursos naturais geram im-
pactos negativos sobre todos os sistemas terrestres. O planeta Terra possui cerca de 7,7 bilhdes
de pessoas e ird ultrapassar os 9,5 bilhdes até 2050 (WORLDOMETERS, 2020). Tal desenvol-
vimento inerente as atividades humanas, em conjunto com o aumento populacional aumenta a
pressao sobre os recursos naturais, limitando o acesso a principios fundamentais, como segu-
ranca alimentar e sanitéaria, sobretudo aos mais pobres.

Estima-se que cerca de 820 milhdes de pessoas sofrem com a fome. Dentre estas, 113
milhdes sofrem com inseguranga alimentar severa, onde a falta de acesso a alimentos adequados
coloca em perigo a vida ou a subsisténcia do individuo. A demanda por alimentos também tende
a aumentar na mesma propor¢do, com estimativas de aumento de até 60% até 2050 (FAO,
2019). Ademais, cerca de 2 bilhdes de pessoas vivem sob estresse hidrico, em situagdes em que
a demanda por dgua excede a oferta de a4gua renovavel disponivel. Dentre estas, 1 bilhdo nao
tém acesso a abastecimento de agua. Concomitante com a limitagdo de oferta, a demanda de
consumo aumentou em 1% desde 1980 e deverd continuar aumentando em taxa similar até
2050, o que pode representar um aumento em torno de 20 a 30% considerando o consumo e as
projecdes de crescimento populacional (UNESCO, UN WATER, 2020).

Apesar dos problemas como a escassez hidrica e alimentar, a atual forma de gerencia-
mento dos sistemas sanitarios em todo o mundo ndo tem foco no reaproveitamento da dgua
utilizada e dos nutrientes gerados. Em sistemas convencionais, as excretas sdo consideradas um
material repulsivo que deve ser imediatamente afastado do local de geragdo (SCHONNING;
STEMSTROM, 2004). Paradoxalmente, este material rico em nutrientes ¢ afastado com quan-
tidades consideraveis de agua potavel e transportadas por grandes distancias até o tratamento e
finalmente, a destinagdo final da fase liquida em corpos hidricos e da fase solida em aterros
sanitarios, em casos de tratamento centralizado (LANGERGRABER; MUELLEGGER, 2005).

Embora a universalizacdo do saneamento seja uma area com crescente esfor¢o e in-
vestimentos de entidades governamentais e da sociedade civil, ainda ha muito a ser feito de
modo a alcancar a sustentabilidade economica e ambiental de tais sistemas. Conforme estima-
tivas da Organizacdo Mundial de Satde, as excretas de cerca de 4,5 bilhdes de pessoas, aproxi-
madamente 60% da populacdo mundial, sdo lancadas em corpos hidricos sem tratamento

(WHO, UNICEF, 2019). Desta forma, além do aspecto quantitativo, o aspecto qualitativo da
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dgua também se torna um problema, uma vez que esta intimamente relacionado com a dissemi-
nac¢ao de diversas doencgas entéricas.

Doengas entéricas sao transmitidas via fecal-oral e estdo intimamente ligadas com a
auséncia de saneamento basico. A disseminagdo dessas doengas ¢ um problema antigo que tem
acompanhado a sociedade até os dias atuais, sendo uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade por todo o mundo. Tais doengas podem ser transmitidas pela d4gua ou alimentos
contaminados e sdo causados por micro-organismos como virus, bactérias, protozodarios e hel-
mintos presentes no trato gastrointestinal humano, e ainda por toxinas produzidas por alguns
destes (WHO, 2015; PRADO, MIAGOSTOVICH, 2014).

Estimativas apontam que houve aproximadamente 600 milhdes de casos de doengas
entéricas transmissiveis causadas por 31 tipos de patdogenos em 2010, dos quais 550 milhdes
sdo doengas diarreicas, responsaveis por 230.000 mortes. Os patdgenos causadores das doengas
entéricas com maior mortalidade foram: Escherichia coli EPEC (37.000 mortes), E. coli ETEC
(26.000), norovirus (35.000) e Salmonella entérica nao-tifoide (59.000) (WHO, 2015). O do-
cumento também verifica que areas mais pobres sofrem mais com a mortalidade, mostrando
que das 59.000 mortes por S. entérica nao-tifoide, 32.000 foram em duas sub-regides da Africa.

Sistemas de saneamento sustentaveis podem desempenhar papel vital para a solucao
destes problemas, atuando no controle da polui¢ao de corpos hidricos, promovendo a satude e o
aumento na produg¢do de alimentos através da reciclagem de nutrientes que estdo presentes em
grande quantidade no esgoto e que seriam descartados. Diante deste cenario, o saneamento
ecologico (EcoSan) ¢ uma alternativa que visa a sustentabilidade no setor através do reaprovei-
tamento de subprodutos desses sistemas. Efluentes tratados, bem como o lodo fecal e urina sao
vistos sob a otica de reaproveitamento dos nutrientes para a fertilizacdo de solos agricultaveis
e areas de conservagdo (ESREY et al., 2001). Deste modo, a implanta¢ao deste novo paradigma
sanitario se faz profundamente necessario, principalmente em paises em desenvolvimento, que
podem se beneficiar com a economia de dgua potavel, a recuperagdo de nutrientes para a ferti-
lizagdo de lavouras, além da reducao de doencas de veiculagao hidrica (ESREY et al., 2001).

Embora as vantagens do EcoSan sejam inimeras, ¢ necessario atentar-se para a poten-
cial presenca de micro-organismos patogénicos em subprodutos de sistemas de saneamento.
Neste sentido, € necessario garantir que os biofertilizantes produzidos através de excretas sejam
seguros para o cultivo agricola, tanto no manuseio do produtor rural como no consumo final.

Portanto, torna-se imprescindivel estudar o comportamento destes fertilizantes no solo e nas
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plantas, para que se tenha uma visdo adequada sobre sua eficiéncia e os riscos que podem ofe-
recer para a satide humana em sua manipulagdo, bem como na ingestao de alimentos cultivados
a base desse tipo de fertilizante.

Com base nos argumentos apresentados, este estudo teve como premissa a investiga-
¢do da seguranca do uso de biofertilizantes produzidos a partir de excretas humanas em cultivos
de vegetais, investigando os riscos associados a contaminagao do solo e internalizagdo de pato-

genos nos alimentos cultivados com o uso desse biofertilizante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a potencial contaminagdo microbioldgica na utilizagdo de biofertilizantes pro-

duzidos a partir de excretas humanas em cultivos de vegetais consumidos crus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a fitotoxicidade das fezes co-compostadas em sementes de alface;

* Analisar a internalizacdo dos modelos patogénicos: Escherichia coli, Salmonella e Ade-
novirus humano tipo 2 (HAdV-2) em alface biofertilizado com fezes co-compostadas;

* Analisar a contaminacao e persisténcia dos modelos patogénicos no solo e lixiviado;

* Avaliar quantitativamente o risco microbioldgico da producdo e consumo de alface bio-

fertilizado com fezes co-compostadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SANEAMENTO FOCADO EM RECURSOS

Assim como os demais animais, o Homo sapiens tem a necessidade fisiologica de eli-
minar os residuos produzidos em seu corpo através da urina e das fezes. Durante a evolugdo de
nossa espécie, por muito tempo depositamos nossos excrementos no solo, devolvendo os nutri-
entes contidos nas excretas para o crescimento das plantas, fechando o ciclo. Tal pratica ja foi
comum em regides dos Estados Unidos e Europa e até o comego do século XXI podia ser en-
contrada em algumas culturas, como o Vietna, onde a populagdo camponesa fertilizava os cam-
pos de arroz com o uso das excretas (ESREY, 1998).

Entretanto, as excretas humanas sempre foram tema de grande polémica, devido ao
potencial de disseminagdo de doengas entéricas, uma vez que as fezes sdo a via de excregao da
maioria dos patdgenos do corpo (SCHONNING, STENSTROM, 2004). Na histéria, diversas
crises sanitarias envolvendo a falta de higiene e de acesso a saneamento ocorreram. Doengas
como: colera, febre tifoide, diarreias, dentre outras, foram responsaveis pela morte de
milhares de pessoas e até nos dias de hoje atingem em suma os mais pobres, principalmente,
mulheres e criangas. (UNESCO, UN WATER, 2020). Diante de tantos problemas, sistemas
sanitarios do tipo “Flushing and Discharging” e “Drop and Store” foram adotados para conter
a disseminagdo de doencas entéricas. Paradoxalmente, embora esses sistemas tenham colabo-
rado para a diminui¢do da disseminacdo de doengas, eles possuem custos elevados, principal-
mente se forem pensados de forma centralizada com necessidade de dilui¢do e transporte por
longas distancias até uma estagdo de tratamento, (ROCKEFELLER, 1998; ESREY et al. 1998;
ESREY et al. 2001).

Os sistemas em questdo podem ser considerados um problema do ponto de vista eco-
ndmico e ambiental por diversos fatores, sobretudo pelo fato de utilizar grande quantidade de
agua potavel para a diluicao de uma pequena quantidade de excretas, misturando-as com outros
tipos de 4guas servidas de outras residéncias e industrias, transformando-o em um efluente de
muito mais dificil tratamento, além de interromper o fechamento do ciclo de nutrientes (HAR-
DER, 2020).

Embora a mudanca de paradigma no modo de pensar sobre o saneamento na sociedade
esbarre em muitos obstaculos e seja um processo vagaroso, o beneficio tanto para a seguranca

alimentar através da fertilizagdo e condicionamento do solo, quanto com a economia de agua
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potavel, é consideravel. Deste modo, em sistemas de saneamento sustentavel, os banheiros se-
cos tém por objetivo a economia de agua e a diminui¢cdo da demanda por fertilizantes minerais
através do reciclo de excretas, partindo da premissa de higienizar e reciclar. Desta forma, as
excretas sdo sanitizadas ainda na fonte geradora, tornando-se um produto seguro para ser utili-

zado na agricultura (Figura 1).

Figura 1: Fluxo de nutrientes do sistema de saneamento ecoldgico aplicado na pesquisa.
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Recuperacdo de nutrientes
Fonte: Adaptado de Shimha, Zabaniotou e Ganesapillai (2018)

Estima-se que cada habitante gaste anualmente entre 15.000 e 20.000 L de dgua pota-
vel para levar suas excretas ao esgoto (ESREY et al. 2001, VINNERAS; JONSSON, 2003).
Em uma cidade do tamanho de Florian6polis, levando em consideragao a populacao de 500 mil
habitantes, haveria uma economia de valores significativos de 4gua potavel, na margem dos 7,5
bilhdes de L/ano, caso 100% da populacdo optasse por utilizar banheiros secos. Todavia, além

da economia de dgua poderiam ser gerados aproximadamente 2,25 milhdes de kg de nitrogénio
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e 250.000 kg de fosforo, seguindo as estimativas de produgao de nutrientes por habitante/ano
(VINNERAS, 2002; MAGRI, 2013). Deste modo, o saneamento sustentavel possui multiplos
beneficios, pois previne doengas, protege o meio ambiente, economiza dgua além de recuperar

e reciclar nutrientes e matéria organica (ESREY et al., 1998; HARDER et al., 2020).

3.2 CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DAS EXCRETAS HUMANAS

Para que o objetivo do Saneamento Ecologico seja alcancado, se faz necessario a com-
preensao de que a urina e as fezes sdo materiais diferentes que devem ser separadas ainda na
fonte. Enquanto as fezes sdo ricas em matéria organica e concentram a maior parte dos patoge-
nos, a urina concentra a maior parte dos nutrientes e micro poluentes, como farmacos ¢ hormo-
nios (ESREY et al. 2001; VINNERAS, 2002; MAGRI, 2013; NORDIN, 2010). Devido estas
caracteristicas distintas ¢ complementares das excretas, cada uma ¢ capaz de produzir um tipo
de biofertilizante diferente. Enquanto a urina ¢ recomendada para culturas que exigem maior
quantidade de nitrogénio, como milho e espinafre, as fezes sdo melhores utilizadas em culturas
com menor demanda de nitrogénio, como leguminosas (JONSSON et al., 2004).

Diante dessas particularidades, banheiros secos devem ter como base, a utilizagdo de
tecnologias que permitam a separagdo da urina e fezes na origem. Esse procedimento melhora
o gerenciamento das excretas de acordo com suas composi¢des individuais: a urina sendo tra-
tada como fonte de nutrientes na agricultura e as fezes como condicionante do solo e potencial
fonte de contaminagio por micro-organismos patogénicos (SIMHA et al., 2018; JONSSON,
2003, ESREY et al. 2001). Deste modo, ¢ necessario adotar tecnologias sanitarias adequadas
aos habitos dos usudrios, sempre levando em consideracao a coleta, transporte e tratamento das
excretas, para que o ultimo ocorra o mais proximo possivel da fonte geradora, tornando minimo
0 contato ao manusear as excretas em qualquer sistema (ESREY et al. 1998, SCHONNING,
STENSTROM, 2004).

Neste sentido, a pesquisadora Magri (2013), caracterizou e quantificou excretas huma-
nas com o intuito de verificar o potencial agronomico das fezes, analisando a quantidade de
nutrientes presentes e seus parametros microbiologicos de forma a otimizar métodos de higie-
nizagdo para a inativagdo de patdgenos, visando o uso posterior como biofertilizantes. Como
resultado de sua pesquisa, quantificou-se que uma pessoa adulta produz em média 47 kg de
fezes e 549 L de urina em um ano. Tais dados corroboram com a quantificag¢do realizada por

Vinneras (2002).
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Desta forma, a quantidade de nutrientes excretados por uma pessoa em um ano ¢ em
média de 550 g de nitrogénio (N) e 183 g de fosforo (P) nas fezes e 4000 g de N e 365 gramas
de P na urina, totalizando cerca de 4,5 kg de nitrogénio e 0,5kg de fosforo (P) por pessoa anu-

almente (VINNERAS, 2002; MAGRI, 2013).

3.3 BANHEIROS SECOS COM SEPARACAO DE URINA

Com a finalidade de separar a urina na fonte e facilitar o tratamento das excretas, os
banheiros secos separadores t€ém ganhado destaque no uso em sistemas ecologicos em diversas
partes do mundo, como Suécia, Africa do Sul, Zimbabue, Uganda e México. Atualmente, di-
versos modelos de banheiros com separacdo de urina tém sido utilizados, tais modelos costu-
mam variar de acordo com o padrdo socioecondmico dos usuarios do sistema, sendo diferentes
em cada regido de acordo com os hébitos e cultura dos usuérios (SIMHA; MATHEW; JAIN;
GANESAPILLAL 2016, ESREY et al. 2001).

Figura 2: Banheiros secos separadores em areas rurais

Fonte: MAGRI (2013)

O funcionamento dos banheiros secos separadores é simples. Como os sistemas ope-

ram sem agua, ¢ necessario que o usuario deposite um material com potencial desidratador nas
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fezes apos cada defecagdo, que pode ser cal, cinzas ou conchas de ostras trituradas. Ademais, o
uso ¢ similar ao de um sanitario comum, bastando o usuario se sentar corretamente para que as
excretas sejam separadas e acondicionadas em bombonas e/ou camaras, como pode ser exem-

plificado na Figura 4 :

Figura 4: Estrutura exemplificada de um banheiro seco separador.
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Fonte: Arquivo RReSSa (2020)

3.3.1 Tratamento da Urina

Acerca dos residuos produzidos pelas pessoas no ambito doméstico a maior propor¢ao
de nitrogénio, fosforo e potéssio esta concentrada na urina, cerca de 80-90% do total de nitro-
génio, 50-80% do total de fosforo e 80-90% do total de potassio (VINNERAS, 2002; NORDIN,
2010; MAGRI, 2013). Entretanto, embora o alto nivel de nutrientes, a urina humana nao apre-
senta patdgenos, a ndo ser em casos especificos de infeccoes (SIMHA, ZANANIOTOU, GA-
NESAPILLALI 2018).

A urina representa apenas 1% do volume total das dguas residudrias domésticas e con-
tém em média 95% de dgua (ESREY et al. 2001). Sua composi¢do pode variar de acordo com

fatores fisiologicos, como: idade, peso, género, habitos alimentares e condicdes ambientais.
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Neste sentido, Jonsson e Vinneras (2004) realizaram um estudo de quantificacdo dos nutrientes
presentes nas excretas em diferentes paises, demonstrando as diferengas nutricionais da urina

entre elas. Os resultados podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Nutrientes na urina em diferentes paises.

Pais Nitrogénio Fosforo Potassio
(kg/hab/ano) (kg/hab/ano) (kg/hab/ano)

China 3.5 0,4 1,3
Haiti 1,9 0,2 0,9
India 23 0,3 1,1
Africa do sul 3,0 0,3 1,2
Uganda 2,2 0,3 1,0
Brasil 3,0 0,6 -

Fonte: Adaptado de Jonsson et al. (2004); Magri (2013).

Diversos modos de tratamento podem ser utilizados para conservar os nutrientes da
urina, mas em suma, os tratamentos podem ser divididos de acordo com suas fung¢des: higieni-
zagdo, estabilizagdo, reducdo de volume, recuperagao de fosforo e de nitrogénio e remocgao de
nutrientes € de micro poluentes, como pode ser observado no Quadro 1.

Quadro 1: Processos de tratamento da Urina
Funcao Processo

Estocagem ou Armazenamento

Higienizacdo e/ ou estabilizacio Acidificagdo
Nitrificag¢ao

Precipitacdo da Estruvita

Recuperacio de nutrientes Troca Ionica

Stripping de amodnia

Evaporagao

Reducio de volume Congelamento
Osmose reversa

Eletrodialise

Remoc¢io de micro poluentes Nano filtragdo
Ozonizacgao e oxidagdo avangada
Fonte: Adaptado de MAGRI (2013)
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3.3.2 Tratamento das fezes

As fezes caracterizam-se pela elevada concentragdo de matéria carbonacea e pela pre-
senca de diversos micro-organismos, como bactérias, virus, protozoarios e helmintos. Estes pa-
tdgenos sao encontrados em altas concentragdes nas fezes e causam diversas doengas entéricas
(MAGRI, 2013). Dentre os micro-organismos presentes nas fezes, dois deles tém sido tradici-
onalmente considerados os principais causadores de doengas gastrointestinais, principalmente
em paises em desenvolvimento: os virus e as bactérias. Cerca de 120 diferentes tipos de virus
podem ser excretados pelas fezes, sendo os grupos de enterovirus, rotavirus, adenovirus, noro-
virus € hepatite os mais comuns. Em relagdo as bactérias, as mais comuns sdo Salmonella, E.
coli, Vibrio cholerae e Shigella. Ademais, protozoarios ¢ helmintos merecem atencao, sobre-
tudo em locais em desenvolvimento, com prevaléncia de doencas deste tipo na populacao
(SCHONNING; STENSTROM, 2004). Os principais micro-organismos presentes nas fezes e
suas doengas relacionadas podem ser observados no Quadro 2.

Diante o exposto, considerando os riscos, a exposi¢do as fezes ndo tratadas é sempre
considerada insegura, devido a presenga potencial de patdgenos (SCHONNING; STENS-
TROM, 2004). Deste modo, a inativacio dos patdgenos ¢ o principal desafio no uso das fezes
em sistemas agricolas.

Para preencher essa lacuna, diversos tratamentos vém sendo empregados nas fezes,
como: armazenamento, incineragdo, sanitizagdo com amonia, desidratagdo e compostagem
(MAGRI, 2013, NORDIN, 2010). O objetivo de tais tratamentos, € a prepara¢do de um material
que seja estavel em termos de atividade bioldgica e que esteja higienizado ou sanitizado para
que o reciclo das fezes possa ocorrer de forma segura (MAGRI, 2013). A desidratag¢do e a com-
postagem sdo os métodos escolhidos para a inativagdao dos patogenos nesta pesquisa devido a

eficiéncia e simplicidade dos processos envolvidos.



Grupo

Bactéria

Virus

Protozoarios

parasitarios

Helmintos
parasitirios

Patégeno
Aeromanas spp.

Campilobacter jejuniicoli

Escherichia coli (EHEC, EIEC, EPEC, ETEC)

Plesiomonas shigelloides
Salmonella typhi/paratyphi
Falmonella spp.
Shigella spp.

Vibrio choleare (01, 0139)
Yersinfa spp.
Adenovirus enterico
Astrovirus
Calcivirus

Coxsackievirus
Echovirus
Enterovirus tipos 68-71

Virus da Hepatite A
WVirus da Hepatite E
Poliovirus
Morovirus
Rotavirus
Balantidium coli
Cryptosporidivm parvim
Cvelospora cavetanensis
Entamoeba histolytica
Gigrdia intestinalis
Toxoplasma gondi

Axcaris lumbricoides

Ancylosioma duodenale/Necator americanus

Schisiosoma mansoni
Taenia solium/saginata
Trichuris trichivra

Fonte: MAGRI (2013)
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Quadro 2: Principais micro-organismos excretados nas fezes

Doengas relacionadas
Enterite
Enterite
Enternte
Enterite

Febre tifoide, paratifoide
Salmonelose
Shigelose
Colera
Enterite
Enterite
Enterite
Enterite
Dioenca respiratoria,

Enterite, Meningite viral

Meningite, Encefalite

Meningite, Encefalite,

Paralisias
Hepatite A
Hepatite E
Poliomielite
Entente
Enterite
Enterite
Criptosporidiase
Enterite
Amebiase
Giardiase
Toxoplasmose
Ascaridiase
Ancilostomiase
Esquistossomose
Teniase
Tricuriase
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3.3.2.1 Desidratacdo

Os micro-organismos sdo afetados pelo tempo e pelas condigdes predominantes no
meio ambiente, e, diversos fatores fisico-quimicos e biologicos tém influéncia sobre eles, como
temperatura, pH, umidade, nutrientes, radia¢ao solar, dentre outros. A maioria dos patogenos
presentes nas fezes preferem um pH neutro, em torno de 7. Isto significa que um pH alcalino,
em torno de 9 ou superior ¢ capaz de reduzir a carga de patdgenos com o tempo. A inativacao
dos patogenos ¢ proporcional a elevagdo do pH, ocorrendo de forma mais rapida em pH em
torno de 11-12 (SCHONNING; STENSTROM, 2004). Na desidratagdo diversos tipos de ma-
teriais sdo utilizados, como cal, cinzas e conchas de ostras. Tais materiais elevam o pH, dimi-
nuindo a umidade das fezes de acordo com o tempo. Esses materiais também reduzem o mau
cheiro e o risco de moscas, cobrindo o material fecal a cada defecagdo (ESREY, 1998).

A desidratacdo ¢ um método simples, que além de cobrir o material fecal, evitando
odores e moscas, inativa os micro-organismos de forma eficaz. Estudos realizados por Magri
(2013) apontam o potencial de inativagcdo dos patdgenos em banheiros secos separadores em
processos de desidratagdo com uma combinagdo de conchas de ostras e cinzas + ureia. Nesse
trabalho foram estudados a inativacdo das bactérias Salmonella Typhimurium, Enterococcus
faecalis, e bacteriofagos MS2 e @X 174 com inativacao de 7 unidades logaritmicas em 30 dias
para Salmonella Typhimurium, 6 Logio para Enterococcus faecalis em 100 dias, 6,5-7,5 Logio
em 130 dias para bacteriofagos MS2 e 5,2 Logio em 50 dias para @X. Para os helmintos, como
Ascaris summ e Ascaris lumbricoides o tempo de inativa¢do foi mais longo com cerca de 120

dias.

3.3.2.2 Compostagem

A Compostagem ¢ a biotransformagao de substratos organicos na presenca de oxige-
nio. Essa transformacdo bioldgica inclui a mineraliza¢do e humificacdo de materiais organicos
e a reducdo de sua massa e volume através da degradacdo microbiana, gerando um composto
estavel, de pH neutro e livre de patégenos (COFIE, 2016).

Os micro-organismos presentes nas fezes e nos residuos organicos sao responsaveis
pela metabolizagdo do carbono, liberando calor no processo. Desta forma, o processo de com-
postagem pode ser dividido em trés fases, de acordo com a variagdo de temperatura. Inicial-
mente o processo comeca na fase mesofilica (0-40°C), atingindo a fase termofilica (40-70°C)

no decorrer do processo até a reducdo da temperatura para temperatura ambiente na fase de
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maturacdo. A maxima decomposicdo e estabilizacdo da matéria organica é obtida na fase ter-
mofilica (BUZIE; KORNER, 2015). Além da temperatura, a qualidade do composto final de-
pende do controle de varios fatores, como: composi¢do nutricional da matéria-prima, relagao
C:N, tamanho de particula, pH, umidade, aeragdo e pardmetros operacionais, como revolvi-
mento do material e monitoramento (COFIE et al. 2016).

Na compostagem com excretas humanas, a maior preocupacao € a contaminagao do
material final com patdgenos. Entretanto, a maioria dos patdgenos se reproduzem em tempera-
turas de até 35°C, sendo o aumento da temperatura um fator limitante para viabilidade desses
organismos. Deste modo, o fato de a compostagem ocorrer em temperaturas acima dos 50°C
auxilia no objetivo de inativacdo dos patdogenos a um nivel seguro (VINNERAS; AGOSTINI;
JONSSON, 2010). Neste sentido, Vinneras (2002) expressa a importancia da manutengio da
fase termofilica por cerca de uma semana para garantir um composto estavel.

Por esta razdo, a compostagem de pequenas quantidades de material fecal pode ndo
ser indicada, devido a dificuldade de obten¢do da temperatura ideal. Desta forma, ¢ indicado na
compostagem com fezes, a adicdo de materiais volumosos como cascas de arvores, e lascas de
madeiras e materiais ricos em energia como restos de alimentos, de forma que permita a aeracao
do composto e o equilibrio entre as taxas de C:N para o sucesso do procedimento (VINNERAS,
2002).

Neste sentido, a propor¢ao de C:N ¢ um fator de grande importancia para o sucesso da
compostagem. E indicado que o teor de carbono seja de pelo menos 50% do peso seco total
(COFIE et al. 2016). Preferencialmente, o material deve ser passivel de decomposi¢do micro-
biana e de facil obtencdo. Desta forma, a inclusdo de materiais organicos, como restos de ali-
mentos pode ser uma opg¢ao viavel para a compostagem das fezes, uma vez que a mistura al-
canga temperaturas elevadas, assegurando a inativago de patogenos (VINNERAS, 2002).

Consoante o exposto, a compostagem oferece a possibilidade de reciclar nutrientes das
excretas humanas e residuos solidos urbanos organicos para o uso na agricultura. Tal pratica,
se adotada em grande escala, tem potencial de melhorar a gestdo dos residuos, aumentar a fer-

tilidade do solo, além de economizar e conservar a dgua potavel.

3.4 POTENCIAL AGRONOMICO DAS EXCRETAS HUMANAS
Todas as plantas necessitam de diversos elementos em seu ciclo de crescimento, tais
elementos sdo obtidos através do ar, da luz do sol, da 4gua, e principalmente, do solo. Para que

o crescimento ocorra de forma adequada, ¢ necessario que macro e micronutrientes estejam
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presentes no solo em quantidades ideais ao desenvolvimento da planta (JONSSON et al. 2004).
Os 6 principais macronutrientes requeridos pelas plantas sdo: nitrogénio, fosforo, potassio,
magnésio, calcio e enxofre. Da mesma forma, os principais micronutrientes, sao: ferro, zinco,
cobre, manganés, boro e molibdénio (ESREY et al 2001).

Os nutrientes nitrogénio, fosforo e potassio, sdo essenciais para o equilibrio da planta,
cada um com seu papel dentro do ciclo de crescimento. O nitrogénio ¢ essencial para o cresci-
mento das folhas e do caule, e ¢ responsavel pela cor verde escura do caule das plantas. O
nitrogénio ainda afeta o acesso dos demais nutrientes as plantas. O fosforo por sua vez, ajuda a
tornar as plantas mais resistentes a seca, acelera a maturacdo, ajuda na formagao de sementes e
frutos e estimula o crescimento das raizes. O potassio, ¢ o responsavel por aumentar a resistén-
cia das plantas a pragas e doencas (ESREY et al. 2001). Tais nutrientes passam do solo para os
vegetais e sdo consumidos pelas pessoas, parte destes nutrientes sdo excretados através da urina
e das fezes. Desta forma, como as excretas humanas possuem os principais nutrientes para o
crescimento das plantas, elas podem ser classificadas como compostos fertilizantes e para sus-
tentabilidade deveriam retornar ao solo (MAGRI, 2013).

Paradoxalmente, estima-se que no periodo entre 2015 e 2019 houve o aumento na de-
manda por nutrientes fertilizantes a base de N, P e K. Conforme dados da FAO cerca de 199
milhdes de toneladas de fertilizantes foram consumidos em todo mundo em 2019. Desta quan-
tia, foram 118 milhdes de toneladas de nitrogénio, 45,5 milhdes toneladas de fosforo e 35,5
milhdes toneladas de potassio. Considerando as excretas de 7,7 bilhdes de pessoas e a quanti-
dade de nutrientes que as excretas possuem podem ser obtidos cerca de 35 milhdes de toneladas
de nitrogénio e 3,85 milhdes de toneladas de fosforo. Desta forma, cerca de 30% da demanda
por fertilizantes minerais poderia ser suprida com o uso de excretas humanas provindas de sis-

temas de saneamento EcoSan (FAO, 2016; WORLDOMETERS, 2019).

3.5 USO DE BIOFERTILIZANTES NA AGRICULTURA

A comunidade cientifica tem demonstrado interesse no potencial fertilizante de pro-
dutos de sistemas de saneamento ecoldgicos. Neste sentido, diversos autores estudaram o po-
tencial fertilizante de excretas humanas em diferentes culturas. Tal fato enfatiza a diversidade
de combinagdes possiveis entre os produtos de sistemas ecoldgicos presentes na literatura, con-

forme Quadro 3:
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Quadro 3: Autores que investigaram o uso de produtos de sistemas de saneamento na produgdo agricola ¢ as

culturas utilizadas.

Autor Ano Biofertilizante Cultura

Guzha; Nhapi; 2005 Urina e Fezes Milho

Rockstrom

Jovita Triastuti et 2009 Serragem, urina e fezes Pinhao manso

al. (Composto Bio-Toilet)

Kutu et al. 2011 Urina e Fezes separadamente e Espinafre
Combinadas

Chrispim et al. 2017 Urina Milho; Alface

Amoah, Adamtey, 2017 Urina, Lodo fecal Repolho

Cofie

Kassa; Zewdie, Ali 2018 Urina Milho

Viskari et al. 2018 Urina Cevada

Girija; Shettigar; 2019 Lodo de esgoto compostado Batata doce, Feijao
com residuos organicos.

Parama et al.

Moya et al. 2019 Digestato, Composto e Milho

Vermicomposto

Fonte: A autora (2020)

Desta forma ¢ de suma importancia destacar os bons resultados obtidos através do uso

das excretas. Os biofertilizantes apresentaram rendimentos maiores se comparados aos contro-

les negativos e rendimento similar ao de fertilizantes minerais. Autores como Guzha, Naphi e

Rockstrom (2005), apresentam ainda, resultados de melhora no condicionamento do solo e na

eficiéncia hidrica em cultivos fertilizados com excretas humanas.

3.6 RISCOS ASSOCIADOS AO USO DE BIOFERTILIZANTES PRODUZIDOS A PAR-
TIR DE EXCRETAS HUMANAS

O maior risco na producdo e no uso de biofertilizantes produzidos a partir de excretas

humanas s3o os organismos patogénicos que podem estar presentes neste tipo de produto. Os

patogenos entéricos podem acumular no solo tendo como consequéncia a contaminagao da agua
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e dos cultivos (FONGARO et al., 2017). Deste modo, ¢ de suma importancia, analisar como
esses agentes patogé€nicos podem se comportar quando em contato com o solo € com os cultivos,
quais sao as rotas usuais de contaminagdo, qual ¢ o tempo de decaimento, além dos processos
envolvidos na internalizacao dos micro-organismos nos tecidos vegetais antes que esse tipo de

produto seja amplamente difundido na agricultura.

3.6.1 Percolacao dos micro-organismos patogénicos

A percolacdo, sobrevivéncia e lixiviagdo de micro-organismos patogénicos no solo
depende de diversos fatores, entre eles o pH, tipo de solo, teor de matéria organica, precipitacao
e principalmente, dos niveis de saturagcao do solo (FONGARO et al., 2017).

Deste modo, o estudo de Fongaro et al. (2017) avaliou o comportamento de quatro
micro-organismos no solo, sendo eles: Escherichia coli, Salmonella Enterica, X, e mengovi-
rus em solos argilosos e arenosos a fim de verificar a percolagdo, lixiviagdo e sobrevivéncia
dos micro-organismos apos a aplicacao de digestato suino como biofertilizante. Para isto, foram
inoculados 7 Logi0.UFC.g"! de bactérias E. coli e Salmonella e 5 Logio.UFP.g"! dos virus ®X e
mengovirus. Como resultado, o estudo concluiu que os virus tiveram sobrevivéncia maior que
as bactérias utilizadas, sendo observada a sobrevivéncia do ®X ap6s 120 dias. Assim, ele pode
ser utilizado como biomarcador em estudos de persisténcia dos patégenos no solo. A Escheri-
chia coli por sua vez, demonstrou percolacao e lixiviagdo para as camadas mais profundas do
solo, servindo como potencial biomarcador microbioldgico em estudos de percolagdo e lixivi-
acdao. Como conclusdo, o estudo demonstrou que o coeficiente de lixiviacao foi maior em solos
arenosos para os 4 organismos analisados e maior para as duas bactérias.

Os dados obtidos no trabalho de Fongaro et al. (2017) corroboram com os dados obti-
dos por Johannessen et al. (2005), que inoculou Escherichia coli junto ao fertilizante na con-
centracio de 3,8x10% UFC.g! e obteve amostras positivas de E. coli até a 8* semana, sendo a

completa inativacdo estimada entre 10 e 12 semanas.

3.6.2 Internalizacio dos patdgenos no tecido vegetal

Ha basicamente trés modos dos micro-organismos interagirem com a planta. O pri-
meiro € a aderéncia na superficie (Epifitico), onde o micro-organismo pode ganhar acesso ao
interior da planta através de danos fisicos no tecido ou por meio dos estomatos (Internalizacao).

Por fim, o modo endético, onde os patdgenos podem se internalizar as plantas através de colo-
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nizacdo das raizes (WARRINER et al., 2003). O mais comum ¢é que os micro-organismos fi-
quem aderidos na superficie dos vegetais, no entanto, os patogenos também podem adentrar
nos tecidos vegetais, em um processo de internalizacao, que pode ocorrer através das sementes,
do solo, do fertilizante ou esterco e da agua de irrigagdo utilizados durante todo o processo de
crescimento (NDUIHIU et. al., 2018; BERNSTEIN et al., 2007, SOLOMON, YARON,
MATTHEWS, 2002).

O crescimento das bactérias na superficie vegetal ¢ suportado pelos aminoacidos de-
positados durante a transpiracdo. Assim, os patdgenos humanos, tendem a se agregar entre as
ranhuras das camadas epidérmicas e como a superficie da folha tem numerosos estdmatos, isto
pode proporcionar a entrada na cavidade subestomatal, onde as bactérias passam a residir, pro-
tegidas de tratamento de lavagem biocida (WARRINER et al., 2003; DEERING; MAUER;
PRUITT, 2012).

Os virus por sua vez, devido a suas diferengas intrinsecas entre as bactérias, como
tamanho, estrutura da superficie, podem se comportar de forma distinta das bactérias no pro-
cesso de internalizagdo. Outros fatores como persisténcia viral e motilidade também podem
afetar os resultados de internalizag@o pelo sistema de raizes em solos ou em sistemas hidropo-
nicos (HIRNEISEN ET AL., 2011).

As rotas de internalizacdo normalmente sdo: raizes, folhas, aberturas naturais nos es-
tomatos e danos fisicos, como fissuras e cortes em toda extensdo do tecido vegetal. O processo
depende ainda de diversos fatores, como idade e condi¢@o nutricional da planta, além da con-
centracdo de exposicao aos patdogenos e condi¢des ambientais (NDUIHIU et al., 2018; DEE-
RING; MAUER; PRUITT, 2012; MITRA et al., 2009). A lavagem dos vegetais ap0s a colheita
também pode intervir na aderéncia e internalizacdo dos patdogenos (IBARRA-SANCHEZ et al.,
2004).

Ademais, a internalizacao de patogenos tem defini¢des diferentes, dependendo da area
em que ¢ utilizada. Nas ciéncias biologicas, refere-se ao processo pelo qual um item atravessa
a superficie de uma massa e ¢ incorporado dentro dessa massa. A classificagdo de que um item
¢ internalizado depende da metodologia utilizada para discriminar entre a superficie e os diver-
sos locais possiveis de internalizacdo (ERICKSON, 2012).

De modo a evitar a influéncia de patdgenos aderidos na superficie vegetal no resultado
de internalizagdo, o emprego de diferentes produtos para a desinfeccdo do tecido vegetal € re-

portado na literatura, como: nitrato de prata (MURPHY et al., 2016), hipoclorito (NDUHIU et
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al., 2018), cloro, dodecilsulfato de sodio, sulfato de sodio (ERICKSON, 2012), e etanol (SO-
LOMON; YARON; MATTHEWS, 2002; JOHANNESSEN et al., 2005). Neste sentido, o ni-
trato de prata ¢ um desinfetante efetivo da superficie, com eficacia de 99,9993% (ERICKSON
et al., 2014).
3.6.3 Fitotoxicidade das fezes co-compostadas

Para além da seguranga microbioldgica dos biofertilizantes produzidos a partir de ex-
cretas, a avaliacao de seus efeitos nos seres vivos e comunidades naturais, ¢ de suma importan-
cia antes da aplicagao deste tipo de produto em cultivos. Uma forma utilizada na literatura para
avaliar a toxicidade de compostos, incluindo biofertilizantes, sdo ensaios de fitotoxicidade que
podem ser conduzidos utilizando sementes de diversas plantas. Sementes de Lactuca sativa,
popularmente conhecido como alface ¢ uma das plantas mais indicadas para este tipo de teste
devido a alta sensibilidade a baixos niveis de toxicidade (MENDES et al., 2021).

O teste consiste em analisar a germinagao relativa das sementes da amostra de biofer-
tilizante (GRS) e calcular o comprimento relativo da raiz (CRR) em relagdo a um controle (dgua

mineral) (PRIAC et al., 2017).

3.7 REGULAMENTACAO DO USO DE EXCRETAS HUMANAS NA AGRICULTURA

O uso de excretas na agricultura apesar dos riscos, tem fundamento na recuperacao dos
macronutrientes € matéria organica que sao imprescindiveis ao crescimento das plantas. Desta
forma, ao regulamentar o uso das excretas animais e humanas na agricultura, as normas definem
0s requisitos minimos para que estes biofertilizantes sejam aplicados de forma segura. E de
suma importancia salientar que embora as normas abordadas ndo tratem exclusivamente de ex-
cretas humanas, estas podem servir como norte para a utilizacao deste tipo de residuo, além de
fornecer diretrizes para classificagdo do biofertilizante de origem humana.

A nivel mundial, a agéncia de prote¢io ambiental estadunidense (USEPA) regulamen-
tou o reuso de lodo de esgoto em 1994. Esta norma, classifica o lodo de esgoto em classe A e
B. Sendo como requisito para aplicacao no solo ou disposi¢ado, a reducao da carga patogénica.
Mais de 10 anos mais tarde, em 2006, a OMS produziu dois manuais com diretrizes para o reuso
de excretas, aguas cinzas e dguas negras na agricultura. Além das diretrizes, o documento
aborda temas como impactos ambientais e socioecondmicos, riscos a saude humana e monito-
ramento (WHO, 2006).

Neste sentido no Brasil, a regulamentacdo das excretas de forma especifica ¢ ainda

hoje, inexistente. Em relacdo ao lodo de esgoto, em 2005 foi criada a Resolugdo n° 369 de 2006,
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do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que define os critérios para seu uso
agricola e disposi¢do. Nesta resolu¢do o lodo ¢ definido como biossdlido e classificado de
acordo com a concentragdo de patogenos em A (contaminacdo até 103 UFC.g!) e B (1074 —
1076 UFC.g"). Sendo os bioss6lidos classe A mais restritos em relacio a presenca de colifor-
mes, Salmonella, ovos de helmintos e virus entéricos (CONAMA, 2006).

A resolugdo apresentava diversas restricdes quanto ao uso, local e tempo de disposi-
¢do. Em relagdo ao local, era proibido o uso em areas de preservacao permanente, unidades de
conservagao, proximidade de pogos rasos e areas de lengol freatico com profundidade inferior
a 1,5m. Quanto ao uso, era vedado a aplicagdo de biossoélidos de qualquer classe no cultivo de
olericolas, tubérculos, pastagens, raizes, culturas inundadas, bem como culturas cuja parte co-
mestivel entre em contato com o solo. Ademais, a resolucao ainda previa restrigdes em relacao
ao tempo de aplicagdo. Sendo vedada a utilizagdo em pastagens 24 meses antes do pastoreio e
48 meses antes do plantio de culturas olericolas, tubérculos, raizes e demais culturas. Respeita-
das as condi¢des acima, o lodo classe A poderia ser utilizado em qualquer cultura, enquanto o
lodo de classe B ficaria com seu uso reservado ao cultivo de café, silvicultura e culturas para
fabricacao de fibras e 6leos com aplicacdo mecanizada (CONAMA, 2006).

Apoiada em estudos de avaliagdo quantitativa de risco microbioldgico (AQRM) apli-
cados ao uso de biossolidos, em 2020 foi sancionada a resolugdao n° 498 da Conama, revogando
aresolucao 369/2006. De forma geral, a resolugdo n® 498/2020 ¢ menos restritiva que a resolu-
¢do anterior, o que pode ampliar as possibilidades de reuso do lodo. Nela ¢ previsto que para
ser enquadrado como classe A o lodo deve atender ao limite de Escherichia coli de 10"3
UFC.g.ST-! e classe B de 1076 UFC.g.ST!, além do cumprimento dos requisitos de tratamentos
previstos para cada classe.

Dentre os processos de tratamento do lodo fecal previstos na legislagdo, destaca-se a
compostagem. As exigéncias minimas do processo variam de acordo com a classe do lodo,
sendo os requisitos minimos para obtencao do lodo de classe A: Compostagem confinada ou
em leiras aeradas (3 dias a 55°C no minimo) ou com revolvimento das leiras (15 dias a 55°C no
minimo, com revolvimento mecanico da leira durante pelo menos 5 dias, ao longo dos 15 do
processamento) e para o lodo classe B: compostagem por qualquer um dos métodos citados
anteriormente, desde que a biomassa atinja uma temperatura minima de 40°C, durante pelo
menos cinco dias, com a ocorréncia de um pico de 55°C, ao longo de quatro horas sucessivas

durante este periodo. Deste modo, ¢ interessante ressaltar que as fezes co-compostadas atendem
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os requisitos apresentados para o lodo classe A, como leiras aeradas, temperatura e padrao mi-
crobioldgico estabelecido pela legislagao.

Em relacao ao uso, o biossolido classe A pode ser utilizado em cultivos de alimentos
consumidos crus ou que a parte comestivel entre em contato com o solo, desde que aplicados
no minimo 30 dias antes da colheita. O biossolido classe B permanece com a restrigao de utili-
zacdo em alimentos consumidos crus, bem como a restricdo de 4 meses entre aplicagdo ¢ a
colheita de produtos nao consumidos crus, 4 meses antes da colheita de forrageiras e 2 meses
antes do pastejo. As alteracdes em relagdo ao local de uso também sao menos restritivas, sendo
a aplicacdo permitida em areas degradas e areas protegidas ¢ vedada em area de preservacao
permanente e de recursos hidricos (CONAMA, 2020).

Deste modo, para nortear a criacdo de normas especificas ao reuso de excretas huma-
nas proveniente de banheiros secos, avaliacdes quantitativas de riscos microbioldgicos devem
ser desenvolvidas para os cenarios que envolvem a coleta, tratamento e o uso desse material na
agricultura, de forma a estimar os riscos para a saude humana em toda a cadeia de reuso deste

produto.

3.8 AVALIACAO QUANTITATIVA DE RISCO MICROBIOLOGICO (AQRM)

A Avaliacdo Quantitativa de Risco Microbioldgico (AQRM) ¢ uma metodologia que
oferece a possibilidade de estimar risco de efeitos adversos na satide (infec¢do ou doenga) que
determinados patdgenos oferecem com base em cenarios de exposi¢do e informagdes sobre a
dose-resposta (HAAS, ROSE, GERBA, 2014).

A metodologia foi criada por volta da década de 70, para estimar os riscos ambientais
no uso de compostos quimicos e auxiliar o governo na elaboragdo de leis de protecao ambiental.
Em 1983, com os métodos e principios da metodologia ja refinados, a NRC publicou o “Red
Book - Risk Assessment in the Federal Government Managing the Process” livro que marca as
diretrizes da avaliagdao de risco. A partir da necessidade de estabelecer diretrizes para riscos
associados a agentes microbioldgicos como bactérias, protozoarios, helmintos e virus, a avali-
acdo de riscos ecoldgicos foi estabelecida pela EPA em 1992 (HAAS, ROSE, GERBA, 2014).

Embora seja uma area relativamente nova, a AQRM ¢ uma importante ferramenta de
apoio na tomada de decisoes, sejam elas na area ambiental ou de satide. A metodologia pode-
se utilizar de dados quantitativos ou qualitativos, sendo denominada Avaliacdo Semiquantita-
tiva de Risco Microbioldgico quando utilizada com dados qualitativos e quantitativos conjun-

tamente (FAO, 2009).
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Estabelecidos os cenarios de forma criteriosa e consistente, € de suma importancia que
o sistema seja abastecido por informagdes que representem a realidade local de estudo de forma
fidedigna. O processo envolve quatro etapas principais: identificacao do perigo, avaliacdo da

exposicao, avaliagdo da dose-resposta e caracterizagdo do risco.

Figura 5: Figura esquematica das etapas da Avaliagdo Quantitativa de Risco Microbiologico (AQRM)

FORMULAGAO DO PROBLEMA

Quais sdo os problemas de satide publica com a aplicagéo
de biofertilizantes feitos a partir de excretas humanas?

\
®

IDENTIFICAGAO DO PERIGO

Quais sdo os patogenos podem ser transmitidos
/ através da aplicagdo e manuseio deste material? \
AVALIAGAO DA EXPOSIGAO DOSE RESPOSTA
Rotas de exposicdo, frequéncia Relagao entre dose e
e dose. infecgao
CARACTERIZAGAO DO RISCO
@ Definigao do risco para os cendrios estabelecidos
Reavaliagao do ‘
problema e exposigao

O)

\ GERENCIAMENTO DO RISCO
Comunicagdo com o publico e definigdo
de medidas de mitigagdo dos riscos

Fonte: Adaptado de Sano, Haas, Rose (2019)

3.8.1 Identificacao do Perigo

A caracterizacao do risco consiste na identificacdo do agente patogé€nico bem como do
espectro de doencas associadas a este patogeno especifico. Os resultados clinicos da infecgao
podem variar de assintomaticos até a morte. Tais dados podem ser definidos através de dados
obtidos em ensaios laboratoriais, bem como dados obtidos a partir da literatura. Para identificar
o0 risco ¢ necessario conhecer a patogenicidade e viruléncia do agente, espectros de doengas
causadas por este agente, a resposta do hospedeiro (imunidade), vias de exposi¢do, além de
modelos indicadores adequados ao estudo e impactos humanos causados.

Para este trabalho, o risco sera caracterizado com base nos micro-organismos: Esche-

richia coli ATCC, Salmonella spp. e Adenovirus Humano tipo -2 (HAdV-2).
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3.8.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli ¢ uma bactéria da familia Enterobacteriacea que faz parte do grupo
de Coliformes Totais, na qual abrange bastonetes Gram negativos de 2 um de comprimento ¢
1 um de largura. Dentro deste grupo hd um subgrupo chamado de coliformes termotolerantes,
de ocorréncia mais restrita as fezes humanas e animais homeotermos no qual a E. coli esta
inserida, sendo a integrante mais numerosa desse subgrupo (CEBALLOS; DINIZ, 2017).

Os coliformes termotolerantes, sao bactérias que fermentam a lactose em temperaturas
de 37°C a 44,5° C, com producao de acido, aldeidos e gas. Sao consideradas oxidases negativas
e reduzem nitratos a nitritos. Em razdo de sua abundancia no intestino como comensais e mu-
tualistas e por serem eliminadas em grande quantidade nas fezes, coliformes termotolerantes
tém sido empregados como indicadores ambientais nos tltimos 120 anos, sendo a E. coli a inica
do grupo dos coliformes termotolerantes que confirma a contaminagao fecal.

A E. coli caracteriza-se pela presenga da enzima [-glucuronidase, que age sobre o
substrato 4-Methyl-Umbilipheril-3-D-Glucoronosideo (MUG) liberando 4-Methyl-Umbiliphe-
ril que produz luminescéncia azul sob luz UV de A 360 nm, auxiliando na identificac¢do através
de testes cromogénicos. Ademais, produzem Indol a partir do aminoacido triptofano (CEBAL-
LOS; DINIZ, 2017). Embora as espécies de E. coli que fazem parte da biota intestinal ndo
sejam patogénicas, existem linhagens ou cepas patogénicas, veiculadas por sistemas hidricos,
alimentos e contato pessoa a pessoa que podem causar doengas no trato urinario e sepse, além
de diversos surtos diarreicos associados a estirpes de E. coli, diferenciados pela presenca de
fatores de viruléncia, tais quais: adesinas fimbriais e afimbriais, toxinas e invasinas (SOUZA et
al, 2016). As estirpes patogénicas diarreicas atualmente conhecidas sdao: EPEC: E. coli entero-
patogénica, EHEC: E. coli enterohemorragica, EAEC: E. coli enteroagregativa, ETEC: E. coli
enterotoxigénica, DAEC: E. coli aderente difusa e EIEC: E. coli enteroinvasora (NATARO;
KAPER, 1998). A excrecdo da E. coli nas fezes giram em torno de 10° a 10°(HAAS, ROSE,
GERBA, 2014).

3.8.1.1.1 EHEC: E. coli enterohemorrdgica

E. coli enterohemorragica também ¢ conhecida como produtora da toxina Shiga ou
STEC. Essa estirpe foi descrita pela primeira vez em 1982, apds um surto de colite no EUA.
Um sorotipo conhecido de EHEC ¢ a E. coli O157:H7. Esse organismo produz toxinas chama-

das de verotoxinas I e II. A producao desta toxina depende da presenga de um bacteridfago, que
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insere seu DNA dentro do cromossomo bacteriano codificando o plasmideo para um novo tipo
de fimbrias que se aderem na parede intestinal iniciando a doenc¢a. Sua forma de transmissao ¢
através de alimentos, contato pessoal, dgua e transmissao por animais (HAAS, ROSE, GERBA.
2014). O periodo de incubacdo ¢ de 72 a 120 h. A duragdo da doenga ¢ de 2-12 dias. A Infecti-
vidade ¢ de ID 50: 2.11E+06 e a: 1.55E-01.

3.8.1.2 Salmonella

A Salmonella faz parte da familia Enterobacteriaceae e existem mais de 1800 serovares
conhecidos. A bactéria se caracteriza por um bacilo gram-negativo anaerdbico facultativo que
esta presente nos humanos e animais. Nos seres humanos, a contaminacao por Salmonela as-
sume a forma de uma intoxicagcdo alimentar autolimitada (gastroenterite). Ocasionalmente,
pode se manifestar como uma infec¢do sistémica grave (febre entérica). Espécies de Salmonella
ndo tifoide tem os animais como o principal reservatorio, e a doenga ¢ geralmente de origem
alimentar, embora possa ser disseminada de pessoa para pessoa. As salmonelas que causam a
febre tifoide e outras febres entéricas propagam-se principalmente de pessoa para pessoa atra-
vés da via fecal-oral e ndo tém reservatorios animais significativos (GIANNELLA, 1996).

O periodo de incubagdo da Salmonella gastroenteritis (intoxicagdo alimentar) depende
da dose. Os sintomas comecam geralmente 6 a 48 horas ap6s a ingestdo de alimentos ou agua
contaminados e geralmente tomam a forma de nduseas, vomitos, diarreia, e dores abdominais.
Sintomas como: mialgia, febre (38°C a 39°C), cdibras abdominais, calafrios e dor de cabega
s30 comuns; no entanto, a principal manifestacao ¢ diarreia. A duragao dos sintomas ¢ de 2 a 7
dias.

Para a Salmonella typhi, causadora da A febre tifoide, os sintomas comegam apds um
periodo de incubacdo de 10 a 14 dias. As febres entéricas podem ser precedidas por gastroen-
terite. Os sintomas nao sdo especificos e incluem febre, anorexia, dores de cabeca, mialgias e

obstipacao (CDC, 2022). A infectividade ID50 ¢ de: 1.11E+06 e a: 1.75E-01

3.8.1.3 Adenovirus

O adenovirus € um virus pertencente a familia Adenoviridae, dividida em 4 filos de
acordo com seus hospedeiros: masteadenovirus (mamiferos), aviadenovirus (aves), atadenovi-
rus (ruminantes, répteis e marsupiais) e siadenovirus (aves, anfibios e peixes). Possui formato

icosaédrico, sem envelope. Mede cerca de 70 a 100 nm de didmetro e ¢ formado por um DNA
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de fita dupla. Existem cerca de 90 diferentes sorotipos de adenovirus (AdV), dos quais 57 afe-
tam exclusivamente humanos (HAdV) (SMITH, 2015).

Os Adenovirus humanos foram inicialmente isolados por Rowe et al. (1953) em tecido
adenoide removidos cirurgicamente de criancas em estados febris. Ele foi descrito como um
agente patogeno causador de degeneragdo espontanea em células epiteliais, podendo se replicar
no trato respiratério € na mucosa do olho, trato intestinal e urindrio. Dentre as doengas associ-
ados ao Adenovirus estdo: gastroenterites, diarreias, doencas do trato urinario, conjuntivite, fe-
bre aguda, infecgdes em imunodeprimidos além de infecgdes respiratdrias, como: pneumonia,
faringite febril aguda e meningoencefalite (HAAS, ROSE, GERBA, 2014).

Os AdEVs sao a terceira causa mais comum de gastroenterite viral em criangas. Sua
concentragdo nas fezes de infectados por chegar a 10"11 por grama de fezes (SRIWANNA et
al., 2013). A transmiss@o ocorre por ingestdo de 4gua contaminada, contato direto e aerossois.
Seu periodo de incubagdo ¢ de 8-10 dias e a duragdo da doenga ¢ de 8 dias. A infectividade

ID50 é de: 1.14E+00 e a: 6.07E-01

3.8.2 Avaliacao da exposiciao

A avaliagdo da exposicao consiste na determinagdao do tamanho e natureza da popula-
¢do exposta, bem como a rota, concentragoes, distribui¢cdes dos micro-organismos e duragao da
exposicao. A defini¢do da exposi¢do ndo se baseia apenas na concentragao € sim na prevaléncia
(quao frequentemente os micro-organismos sao encontrados) e em sua distribui¢do no tempo e
no espaco. A andlise de exposicdo depende dos métodos corretos para recuperar, detectar e
quantificar a viabilidade e os marcadores de viruléncia. Destarte, sdo necessarios estudos sobre
0s micro-organismos e suas fontes no ambiente, taxas de sobrevivéncia, transporte, capacidade
de recrescimento, destino e em casos de algumas bactérias, a resisténcia a fatores ambientais
(temperatura, umidade, salinidade, incidéncia solar), bem como o movimento através do ar,
solo e agua (HAAS et al. 2014).

Para este estudo, o modelo de exposigao € aplicado ao uso agricola de biofertilizantes
produzidos a partir de excretas humanas no plantio e manejo, bem como do consumo das hor-
talicas fertilizadas com esse tipo de produto. Desta forma, os cenarios sdo estipulados com base
nos grupos de risco associados a tal pratica e compreensdo da dindmica de contato do material
patogeno com os envolvidos do plantio até a colheita. Assim, para a estimativa da dose através
do plantio de vegetais biofertilizados com excretas humanas, se torna necessaria a obtencao dos

seguintes dados: (i) concentragdo de patdogenos no biofertilizante; (ii) taxas de aplicacdo (iii)
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decaimento no solo; (iv) modo de aplicagdo (manual ou mecanizada); (v) ingestao acidental de
particulas de biofertilizante durante aplicacdo e (vi) ingestdo acidental de particulas de solo
durante o manejo do sistema solo-planta, (vii) quantidade de solo aderido na cultura, (viii) re-
dugdo apos processo de lavagem, (ix) quantidade de hortalica consumida por dia (MAGA-

LHAES, 2012).

3.8.3 Analise da Dose-Resposta

O objetivo do modelo de dose-resposta ¢ a caracterizacdo matematica da relacdo entre
a dose administrada e a probabilidade da infec¢do, doenga ou morte na populagdo exposta.
Desta forma, a dose ingerida (d) e o risco (Pi) s@o calculados com base na relagdo de dose-
resposta, resultando na probabilidade de infec¢ao decorrente da exposi¢do (REGLI et al., 1991;
HAAS et al., 2014).

A principio na literatura, sustentava-se o conceito de “dose minima infectante”. Dados
obtidos por meio de estudos experimentais levavam a ideia de que era necessario um nivel
minimo de patégenos a ser ingerido para desencadear uma infec¢do ou doenga. No entanto, em
abordagens mais recentes, os modelos sdo baseados no fundamento que mesmo um Unico or-
ganismo viavel € capaz de causar uma infec¢ao ou doenga, devido ao potencial de se multiplicar
no hospedeiro (MAGALHAES, 2012).

Matematicamente, a probabilidade de um patdgeno superar as barreiras impostas pelo
hospedeiro e desencadear uma infec¢do ou doenca tem valor (r) diferente de zero. Desta forma,
admitindo que o comportamento de cada patogeno seja independente dentro do hospedeiro, a
probabilidade de infec¢do pode ser descrita como um processo binomial, ou seja, infec¢do ou
ndo infec¢do. Logo, se a probabilidade de infecgdo € r, a probabilidade de ndo infecg¢do pode
ser definida como 1-r. Desta forma, em uma série de ensaios (n) independentes de acordo com
o numero de micro-organismos ingeridos a probabilidade de ndo infecg¢ao (1-r) ". A partir destas
equagoes basicas que expressam a possibilidade binomial de infec¢do, uma série de modelos de
dose resposta foram criados, sendo os modelos Exponencial e Beta-Poisson os mais utilizados

(HAAS et al, 2014).

3.8.3.1 Modelo Exponencial:
O modelo exponencial assume que os micro-organismos patogénicos sao distribuidos
aleatoriamente no ambiente. E que para um dado patégeno, cada organismo dentro do hospe-

deiro tem a mesma possibilidade constante de sobrevivéncia. Assim, neste modelo, ignora-se a
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probabilidade de cada organismo de sobreviver e iniciar uma infec¢do, considerando que todo
organismo tem a mesma probabilidade infecciosa (HAAS et al., 2014). O modelo ¢é represen-
tado de acordo com a Equacgao 1:
Pi(d)=1— e "(eq. 1)
Onde: Pi(d): probabilidade de infec¢ao associada a uma tnica exposi¢ao a dose d; d

= dose ingerida de patdgenos; e r = parametro caracteristico da interagdo agente- hospedeiro.

3.8.3.2 Modelo Beta-Poisson
O modelo Beta-Poisson, por sua vez, assume que ha variagao na probabilidade de so-
brevivéncia e reproducdo do micro-organismo dentro do hospedeiro. Essas variabilidades po-
dem ser relacionadas ao patogeno (infecciosidade, patogenicidade e viabilidade), bem como ao
hospedeiro (imunidade, estado nutricional e condigdes socioecondomicas) (HAAS et al., 2014).
Desta forma, o parametro r deixa de ser constante e assume uma variabilidade de
acordo com a distribui¢ao de probabilidade. Essas variabilidades sdo representadas matemati-

camente pelos pardmetros o e  conforme modelo matematico expressado pela equagao 2:
—-a

PG =1- (1 + %) (eq.2)

Onde P(i) = probabilidade de infec¢do; d = dose ingerida; a e B =parametros caracte-
risticos da interagdo agente- hospedeiro.

Para obter os dados necessarios para mensuragdo da dose resposta, os micro-organis-
mos devem, preferencialmente, serem mensurados em ensaios laboratoriais através meios de
cultura em agares seletivos para bactérias, culturas celulares para virus e contagem direta em

microscopio para protozoarios e helmintos, além de técnicas moleculares como PCR.

3.8.4 Caracterizacao do risco

A caracterizagdo de risco ¢ uma integracao dos dados das etapas anteriores € a estimativa
da magnitude do problema de satide ptiblica com base na probabilidade de que ocorra a infec¢ao
ou doenc¢a com base nos cenarios estabelecidos, bem como a variabilidade e incerteza dos re-
sultados preditivos. Durante a avaliacao de risco as incertezas e variabilidades devem ser leva-
das em consideragdo. As incertezas podem estar relacionadas ao modelo escolhido, parametros

da andlise, concentracdo dos micro-organismos € o volume ingerido em cada exposicdo. As
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variabilidades, por sua vez, podem estar relacionadas com as caracteristicas dos individuos e
dos micro-organismos patogé€nicos.

A probabilidade de distribui¢des alcangadas com a AQRM abrange principalmente 4
entradas principais (HAAS et al., 2014):

I- O espectro dos efeitos adversos na saude: A populacdo pode ser assintomadtica ou
sintomatica, pode ainda procurar ou nao um servigo de saude, desenvolver ou ndo doengas cro-
nicas ou motrer.

II- Os intervalos de confianca que baseiam a dose-resposta: Limitados por dados expe-
rimentais utilizados para desenvolver os modelos.

III- A distribuicdo e a ocorréncia dos micro-organismos patogénicos que podem elevar
a dose inicial, sejam elas mudancas espaciais e temporais, sobrevivéncia, recrescimento, inati-
vacgao e recuperagao.

IV- A distribuicao da exposi¢do: A quantidade de 4gua ou comida ingerida, ar ou solo
inalado.

A estimativa de risco ¢ normalmente interpretada em base anual, através de curvas de
probabilidade de infec¢do ou através do DALY (Disability Adjusted Lost Years). Entretanto,
pode se referir ao risco de um periodo mais curto ou mais longo. Por exemplo: um niimero n de
exposi¢des durante x meses (MAGALHAES, 2012).

O DALY ¢ uma medida proposta pela OMS que pode expressar a quantidade de anos
de vidas que sdo perdidos em decorréncia de uma contaminagdo microbiologica. O DALY varia
entre 0 e 1, sendo 0 a representacao do melhor cenario, onde nenhum ano de vida € perdido e 1
o0 pior cendrio, onde ocorre o Obito em decorréncia da contaminacao. O DALY se baseia no
conceito de carga de doenga, ou seja, possibilita a transformagdo de uma incapacidade vivenci-
ada em decorréncia de uma doenca (ex. quatro dias de internagdo por diarreia ou 6bito) em anos
de vida saudaveis perdidos através da soma dos anos de vida perdidos por morte precoce (YLL
— Years of Life Lost) e dos anos de vida vividos com alguma limitagdo de satde (YLD — Disa-
bility Life Years). A carga tolerdvel de doenca estipulada pela OMS é de 1 x 10° DALY pppa
(WHO, 2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa esta inserida na area de tratamento de efluentes domésticos, agro-
pecuarios e industriais, voltada para a recuperacao de recursos desses sistemas de forma segura.
O grupo de pesquisas em Recuperacao de Recursos de Sistemas de Saneamento (RReSSa) esta
localizado no Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS) do Centro Tecnol6-
gico (CTC) na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), campus de Floriandpolis-SC.
O laboratorio foi idealizado pela pesquisadora Dra. Magri como continuacao da pesquisa de-
senvolvida em sua tese, intitulada: Aplicagdo de processos de estabilizacao e higienizacao de
fezes e urina humanas em banheiros secos segregadores (2013). O laboratério esta em operagao
desde 2017 e neste periodo tem desenvolvido pesquisas sobre o potencial agronomico das ex-
cretas humanas, contaminacao e inativagao dos micro-organismos patogénicos ao longo do pro-
cesso de tratamento e posterior uso no solo como fertilizante.

Dentre os trabalhos produzidos pelo grupo, destaca-se a pesquisa de Franco (2020), que
analisou o processo de inativagdo de patdgenos durante o processo de precipitacao da estruvita.
A pesquisa de mestrado de Carlon (2021) e o trabalho de conclusdo de curso de Silveira (2021),
que testaram o potencial agrondmico dos biofertilizantes produzidos a partir de excretas huma-
nas e a contaminagdo do solo e lixiviado apo6s a aplicacdo. Além do trabalho de conclusao de
curso de Andrade (2020), que estudou o processo de co-compostagem das fezes com residuos
organicos ¢ a inativagdo dos patdogenos durante o processo.

Para a realizacdo deste estudo, a presente pesquisa foi dividida em etapas, totalizando
dois experimentos de cultivo para obten¢ao de dados microbiologicos do solo e plantas, avali-
acao da fitotoxicidade das fezes co-compostadas e avaliacao quantitativa de risco microbiolo-
gico. O fluxograma com distribuicao de atividades ao longo do tempo pode ser visto na figura

6.
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Figura 6: Fluxograma de distribui¢do de atividade no tempo aplicado a pesquisa
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Fonte: A autora 2022

4.1 COLETA E TRATAMENTO DAS FEZES CO-COMPOSTADAS COM RESIDUOS
ORGANICOS

A co-compostagem foi realizada em parceria com o grupo RReSSa no Hotel SESC,
localizado no bairro Cacupé em Florianopolis, sob as coordenadas geograficas de referéncia:
27°32'34.8" de latitude (S) e 48°31'25.3" de longitude (O). O pétio de compostagem esta loca-
lizado na area de Educacao Ambiental do hotel e possui capacidade para compostar 500 kg de
residuos organicos diariamente.

As excretas foram coletadas no banheiro seco localizado no espaco de Educacdo Am-
biental (Figura 7). O modelo utilizado ¢ uma cabine adaptada que conta com um mictdrio para
os homens e um vaso sem separacao para as mulheres. Sendo assim, ¢ considerado um banheiro
seco sem separacao de urina. O material utilizado para recobrimento foi a serragem. As fezes
foram coletadas entre outubro de 2018 e dezembro de 2019 e foram armazenadas em bombonas
fechadas, a sombra para posterior co-compostagem. No total, foram 960 kg de fezes com ser-
ragem distribuidas em 30 bombonas. Os residuos organicos, por sua vez, eram provenientes do
restaurante também localizado no hotel (ANDRADE, 2020).

A compostagem foi realizada através do método UFSC de compostagem (INACIO,
MILLER, 2009). Para isto, foi utilizada uma area de 40 m?, onde foi realizada a limpeza do

terreno e o assentamento de uma leve inclinag¢ao para coleta de lixiviado junto a um contentor.
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Entdo, foram instaladas lonas para a impermeabiliza¢do da area, de modo a evitar a contamina-
¢ao do solo.

Foram montadas 3 leiras de 3,00 m de comprimento por 1,5 m de largura. A montagem
das leiras, respeitou a ordem estabelecida pelo método UFSC, iniciando a leira com materiais
fibrosos como galhos e folhas, seguida por palha que servira de base. Em seguida, ¢ adicionada
amaravalha. A partir deste ponto, foi realizada a primeira adi¢ao de residuos organicos, seguida

por uma camada de maravalha, e, por fim, a palha como telhado da leira.

Figura 7: Banheiro seco sem segregacdo de urina, Hotel SESC, Cacupé, Florian6polis-SC.

Fonte: ANDRADE, 2020

As leiras receberam residuos organicos do dia 06 de dezembro até o dia 16 de dezem-
bro (2019), a cada 3 dias. Ap6s este periodo, quando as leiras atingiram a fase termofilica, as
excretas puderam entdo ser inseridas no sistema. Assim, trés adicdes de excretas foram realiza-
das seguindo um intervalo de 11 dias entre elas. Durante os intervalos, 6 bombonas de residuos
organicos foram adicionadas, seguindo a propor¢ao de residuos organicos e fezes de 4:1, com
ultima adicao de residuos em 16 de janeiro de 2020. No total, cerca de 4 mil kg de residuos
foram utilizados no processo de co-compostagem. O processo de reviramento teve duracao
aproximada de 5 semanas, seguido pelo processo de maturacdo, que consiste na regulacio do

pH e temperatura do composto, oscilando de acordo com as condi¢des ambientais.
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Figura 8: a) Leira de compostagem de residuos organicos e fezes humanas. b) Bombonas de armazena-
mento de fezes para co-compostagem com residuos organicos, Hotel SESC — Cacupé, Florianépolis.

Fonte: ANDRADE, 2020

Ao final do processo de maturacdo, se obteve um material estdvel, sem odor, com pH
5,8, 37,6 gkg! de Nitrogénio, 53,20 g.kg™! de P»Os e 33,48 g.kg! de Potéssio. As andlises dos

teores de N P K foram realizadas pelo laboratério Solanalise, em Cascavel/PR.

4.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DO BIOFERTILIZANTE

As analises microbioldgicas das fezes co-compostadas foram realizadas no laboratorio
de microbiologia do Grupo RReSSa para os seguintes micro-organismos: Escherichia coli, Sal-
monella Typhimurium, Enterococcus faecalis e bacteriofagos Colifago somatico e RNA F-es-
pecifico. Para a preparacdo das amostras, foi realizada a diluicdo de 1 g de biofertilizante em 9
mL de solucdo salina peptonada, seguida de diluig¢do seriada e plaqueamento em agares especi-
ficos. As bactérias E. coli e Salmonella foram plaqueadas em agar MacConkey e dgar XLD
(Xilose Lisina Desoxicolato), respectivamente, e incubadas a 37°C£2 por 24 h. Enterococcus
faecalis foram plaqueadas em dgar SLABA (Slanetz-Bartley) e incubadas a 44,5 °C & 2 por 48
h.

Para as analises dos bacteriofagos foi utilizado o método de duplo agar de Adams
(1959). As bactérias hospedeiras foram cultivadas em caldo nutriente por 3- 5 h a 37°C. Coli-

fagos somaticos foram cultivados utilizando a hospedeira Escherichia Coli e plaqueados em
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placas de agar MSA (Modified Scholtens’ Agar), RNA F-especifico foram cultivados utilizando
a hospedeira Salmonella entérica e plaqueados em placas de agar TYGA (Tryptone Yeast Ex-
tract Glucose Agar), ambos incubados a 37°C £ 2 por até 18 h. As andlises foram realizadas
conforme metodologia prevista na ISO 10705-2 (2000) e ISO 10705-1 (1995). Os resultados
foram obtidos em unidades formadoras de colonias para as bactérias (UFC.g-", e unidades for-

madoras de placa por grama de amostra para os bacteriofagos (UFP.g™!).

4.3 ENSAIO DE FITOTOXICIDADE DAS FEZES CO-COMPOSTADAS

O teste foi conduzido utilizando placas de petri de 90mm forradas com papel filtro
quantitativo com 10 sementes de alface (Lactuca Sativa) de tamanhos idénticos distribuidas de
forma uniforme. Como as fezes co-compostadas se encontram na forma sélida com peso espe-
cifico baixo, o biofertilizante foi misturado em 4gua mineral nas proporc¢des de 10, 25 e 50 %
para obtencao da solucdo utilizada no teste. A solucdo foi filtrada e entdo uma aliquota de 2 ml
de cada concentracdo foi utilizada nas placas. Um controle foi realizado com dgua mineral, em
conformidade com a ISO 17126. A incubagdo das sementes ocorreu por 5 dias a 22 °C. Ao
final a contagem das sementes germinadas e do tamanho das raizes foram conduzidas (PRIAC
etal. 2017). Os célculos para a determinagao da germinagao relativa das sementes (Equagao 3),
calculo do comprimento relativo da raiz (CCR) (Equacao 4) foram conduzidos através do sof-
tware Excel. Os dados foram tratados estatisticamente através de analise de varidncia ANOVA,
de forma a verificar a diferencga estatistica entre as diferentes concentragdes e o controle. E teste

de Tukey para verificar as diferengas estatisticas entre as médias.

n? sementes germinadas na amostra
GRS(%) = — . (eq.3)
n? sementes germinadas no controle

Onde: GRS: Germinacao relativa das sementes.

Comprimento total das raizes germinadas na amostra

CRR (%) = A4
(%) Comprimento total das raizes germinadas no controle (eq.4)

Onde: CRR: Crescimento relativo das raizes.

IG% = GRS CRR (eq.5)

100

Onde: 1G: Indice de germinago.
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4.4 CALCULO DA DEMANDA DE BIOFERTILIZANTE

A demanda de fertilizacao foi calculada conforme os teores nutricionais indicados para
a cultura analisada e de acordo com os teores nutricionais do solo. Assim, a adubagao foi reali-
zada em func¢do do nutriente limitante, ou aquele que primeiro atinge as demandas de fertiliza-
¢do. Para as fezes co-compostadas o nutriente limitante é o fosforo. Ademais, o fosforo é o
nutriente com menor motilidade no solo, se comparado ao nitrogénio e potassio e seu excesso
pode ser prejudicial a absor¢ao dos nutrientes pelas plantas (LOURENZI; SCHERER; CE-
RETTA, 2016).

4.4.1 Adubacio dos vasos para o primeiro experimento

Uma vez que os célculos de adubacdo consideram a drea em m?, e que a profundidade
para aplicagdo ¢ de 0,2m, a adubagdo para os vasos foi dimensionada considerando que 1 ha
corresponde a 2000 m* ou 2¢ dm?®. Assim, ¢ realizada a conversio dos valores necessarios de
nutrientes de quantidade de N ou P por vaso para quantidade de biofertilizante em g por vaso
(Equagdes 6 e 7). Para garantir o crescimento das alfaces até o final do ciclo de cultivo sem a
perda de nenhuma planta, a quantidade de fezes co-compostadas neste experimento foi maior,

totalizando 550 kg de P por hectare.

g biof .ha=l.xarea vaso(dm?)
= (eq.6)
2.000.000 dm3.ha~1.

Quant.necessaria de N ou P / vaso =

1000 X Quant.de nutriente por vaso

g de biofertilizante /vaso = (eq.7)

Quant. nutriente no biof.x Indice de eficiéncia

4.4.2 Fertilizacao dos lisimetros para o segundo experimento

Para realizar o célculo de demanda de biofertilizantes do segundo experimento, foi
utilizado o valor em g em relagdo a massa do biofertilizante. Assim, 1 kg de fezes co-compos-
tadas possui 53,20 g de P>Os. Deste modo, os valores devem ser convertidos para o teor nutri-
cional sugerido para a cultura com base nos teores nutricionais do solo que constam no Manual
de Adubagdo e Calagem (2016). O calculo de fertilizante por hectare pode ser visto na equacao
8.

100 X teor nutr.sugerido para a cultura
P05 (%)

g de biofertilizante por hectare = (eq.8)
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O resultado é obtido em quilo por hectare (kg. ha™'), sendo necessério a conversio para

a area do lisimetro que ¢ de 1,8 m?, conforme equacgao (9):

kg biof.ha™! X area lisimetro(m?)
10.000 m?/ha

kg de biofertilizante por lisimetro = (eq.9)

E importante ressaltar que devido as diferencas de solubilidade e disponibilidade dos
nutrientes os resultados obtidos na equagdo acima devem ser divididos pelo indice de eficiéncia
do biofertilizante. Como os fertilizantes produzidos a partir de excretas nao possuem indice de
eficiéncia optou-se por admitir indice de eficiéncia de 0,8 (80%) para fosforo, 0,6% (60%) para
nitrogénio e 1,0 (100%) para potassio para as fezes co-compostadas, conforme biofertilizantes

correlatos que constam no Manual de Calagem e Adubag¢ao dos Estados de SC e RS (2016).

4.5 INOCULACAO DOS MICRO-ORGANISMOS NOS BIOFERTILIZANTES

Neste estudo optou-se por realizar a inoculagdo dos micro-organismos nos biofertilizan-
tes, ao invés da agua de irrigacdo ou no solo. O motivo € a possivel simulagdo do comporta-
mento dos patogenos presentes em um biofertilizante contaminado e aplicado na adubagao de

culturas agricolas. Para isto, foram utilizados os micro-organismos modelos: Escherichia coli

ATCC13706, Salmonella entérica WG49 NCTC12484, e Adenovirus Humano tipo 2(HAdV-2).

4.5.1 Preparacao da solu¢io indculo

O indculo das bactérias Escherichia coli ATCC13706 e Salmonella entérica WG49
NCTC12484 foram produzidos no Laboratorio do RReSSa, no Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental da UFSC.

A propagacao das bactérias foi realizada por meio da adi¢do de uma aliquota de 2 mL
da bactéria congelada em aproximadamente 50 mL de meio MSB (Modified Scholtens’ Broth)
para Escherichia coli ATCC13706 e TYGB (Tryptone Yeast Extract Glucose Broth) para Sal-
monella entérica WG49 NCTC12484, com posterior incubacao a 37°C £+ 2 °C com agitagdo a
40 s-1 overnight, com nova adi¢do de meio 12 h apds o inicio do crescimento.

A propagacao do Adeno virus humano tipo 2 (HAdV2) foi realizada no Laboratorio
de Virologia Aplicada (LVA) no Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
(MIP) da UFSC, conforme metodologia proposta por Moresco (2016). Para a produgao do es-
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toque viral € necessario realizar o cultivo celular. Para isto foram utilizadas células A549 (cé-
lulas epiteliais derivadas de carcinoma de pulmao humano). O crescimento € manutengao foram
realizados em garrafas de cultura celular com meio de crescimento DMEM (Dulbecco’s modi-
fied Eagle medium), suplementado com 5% de soro fetal bovino [(SFB) (Gibco)] e 1% de an-
tibidticos e antifiingico [PSA (penicilina 100 ug mL™'; sulfato de estreptomicina 100 ug mL™;
anfotericina B 0,25 pg mL™") (Cultilab)]. As células foram entdo mantidas em estufa a 37°C,
sob atmosfera de 5% de CO2.

Para a producao do estoque viral, foi realizada a infec¢do in vitro de 1mL de fluido
original (estocado a -80°C) de HAdV-2 em uma monocamada confluente de células A549 cul-
tivadas em garrafas de 75 cm?. A infecc¢ao foi monitorada em microscopio invertido para visu-
alizacdo dos efeitos citopaticos e deteccdo de mudangas morfoldgicas ocorridas nas células de-
vido a infeccdo viral e lise celular. Estes efeitos ocorrem em cerca de 80% da monocamada
celular. As garrafas foram entdo congeladas (-80 °C) e descongeladas trés vezes de forma a
liberar os virus intracelulares. O fluido foi entdo centrifugado (350xg, Smin) para remog¢ao dos
restos celulares e entdo aliquotado e congelado a -80°C (MORESCO, 2016).

A determinagao do titulo do estoque viral de HAdV-2 foi realizada por meio de ensaio
de formacgao de placa de Lise de acordo com metodologia de Cromeans et al. (2008). Os valores

obtidos estdo expressos em Unidades Formadoras de Placa por mL (UFP mL™).

4.5.2 Incorporacao das solucdes de inoculo nos biofertilizantes

A incorporagdo dos micro-organismos nos biofertilizantes foi realizada de forma ma-
nual. Apds a incorporagdo, foram deixados 24 horas a 20 °C, em local escuro para aclimatacao
e posterior aplicacdo nos lisimetros (MURPHY et al., 2016). Apos aclimatacao os biofertilizan-

tes contaminados foram incorporados no solo manualmente. (JOHANNESSEN et al., 2005).

4.6 PLANTIO EXPERIMENTAL 1: RELACAO ENTRE OS NiVEIS DE CONTAMINA-
CAO DO BIOFERTILIZANTE E A CONTAMINACAO NO SOLO E PLANTAS.

Na fase inicial da pesquisa foi realizado o primeiro cultivo experimental cujo objetivo
foi analisar a relagdo entre a concentragdo de micro-organismos no biofertilizante e o processo

de internalizagdo ¢ a contaminacao do solo durante o ciclo de cultivo.
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4.6.1 Localizagido e Design experimental

O experimento foi realizado na casa de vegetacao do Departamento de imunologia e
parasitologia (MIP) da UFSC, localizado em Florian6polis sob as coordenadas 27° 34° 51,0”
de latitude (S) e 48° 30’ 24,0” de longitude (O) (Figura 9).

O experimento consistiu em 36 vasos com capacidade de 2,5 kg cada, biofertilizados
com fezes co-compostadas e inoculados com 3 concentragdes distintas dos patégenos modelos:
Escherichia coli e Adenovirus Humano (HAdV-2). As solugdes de indculo nas devidas concen-
tracdes foram definidas e produzidas em laboratorio por meio de cultivo/propagag¢do, e inocu-
ladas nos vasos onde foram transplantadas as mudas de alface da subespécie Vera com 33 dias
de idade. A distribuicdo dos vasos e da amostragem semanal foi definida através de randomi-
zagdo simples realizada com o programa Microsoft Excel®. As amostras foram destrutivas,

portanto, ndo houve andlise de produtividade ao final do experimento.

Figura 9: Casa de v

Fonte: A Autora (2021)

O cultivo foi realizado entre os meses de abril e maio de 2021, sendo a temperatura
média do periodo registrada em 19 °C. A irrigacdo do cultivo foi realizada conforme as neces-
sidades das plantas. Assim, as regas eram realizadas apenas nos vasos que apresentavam o solo
seco. Eram dispensados cerca de 100-200 mL de 4gua potavel por vaso em cada rega. As ana-
lises microbiologicas de internalizacao foram conduzidas de forma semanal nas folhas e raizes
das 3 concentragdes em duplicata, totalizando 6 amostras (vasos) por semana, durante 6 sema-

nas de experimento (Figura 10). No mesmo periodo, foram conduzidas analises microbioldgicas
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do solo de forma a determinar o decaimento da bactéria E. coli entre o plantio e a colheita.

Analises relacionadas aos parametros fisico-quimicos do solo, pH e umidade foram conduzidas

na mesma frequéncia. Os circulos coloridos abaixo de cada vaso indicam a semana em que ele

foi analisado (Figura 10).

Figura 10: Layout ensaio de defini¢do da relagdo entre o processo de internalizag@o e concentracao.
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Fonte: A autora (2021)

4.6.2 Solo

O solo utilizado possuia CTC de 4,09, pH 6,9 e teores de célcio (Ca) e magnésio (Mg)

1,7 e 1,5 cmolc.dm?®, respectivamente. Teores de fosforo (P) de 2,3 mg.dm?, potassio (K)

18mg.dm?® e matéria organica 0,7 mg.dm?. conforme Manual de Adubacdo e Calagem Dos Es-

tados de Santa Catarina e Rio Grande Do Sul (2016), os niveis nutricionais no solo eram con-

siderados como muito baixo. O calculo da demanda de biofertilizante foi realizado conforme

calculo descrito na sessdo 4.3.1. Considerando a area do vaso de 11 cm de altura e 17 cm de

diametro e o teor de fosforo do biofertilizante em 53,20 g.kg. A quantidade de fosforo sugerido

para a cultura segundo manual de adubagio e calagem era de 240 kg. ha™'. Entretanto, visando

garantir o crescimento das alfaces apenas com o uso do biofertilizante, optou-se por utilizar no
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experimento em vasos a taxa de aplicacdo de 550 kg. ha!. Assim, a quantidade de fezes co-

compostadas necessaria para fertilizar cada vaso de 2,5 kg foi de 22g.

4.6.3 Inoculacao das fezes co-compostadas para obtencio de diferentes concentracoes de
contaminagao.

Para a produc¢do dos in6culos de E. coli e HAdV-2, o procedimento foi realizado con-
forme sessdo 4.5.1. Para se obter diferentes concentragdes, os micro-organismos foram inocu-
lados em diferentes porcentagens em relagdo ao peso do biofertilizante. O volume de cada mi-
cro-organismo utilizado para inoculacdo foi de 0,44 mL, 1,11 mL e 5,6 mL alcangando as por-
centagens de 2% (C1), 5% (C2) e 25% (C3). As concentragdes finais de patdogenos nos biofer-
tilizantes foram de: 3,47 x 10"06, 2,06 x 10°07 e 1,03x10"08 UFC.g"! para E. coli e 6,50 x
10703, 9,50 x 10703 ¢ 8,50 x 1005 UFP.g'lpara HAdV-2 nas concentragoes C1, C2 e C3 res-
pectivamente. Apds a inoculacdo, os biofertilizantes atingiram 68,22%, 65,64% e 48% de soli-

dos totais para as concentragdes C1, C2 e C3, respectivamente.

4.7 EXPERIMENTO 2 - CONTAMINACAO DO SOLO E INTERNALIZACAO DE PA-
TOGENOS NO PLANTIO DE ALFACE COM FEZES CO-COMPOSTADAS

O segundo experimento de campo foi elaborado e implementado pelo grupo de pes-
quisa de Recuperacao de Recursos em Sistemas de Saneamento (RReSSa) em 2020 para o tra-
balho de Carlon (2021). Este experimento teve como objetivo testar a seguranga das fezes co-
compostadas no cultivo de alface através de um plantio em um ambiente aberto simulando o

plantio em canteiros e solos.

4.7.1 Localizacao
O experimento de plantio foi instalado no Centro de Treinamento da Empresa de Pes-
quisa e Extensdao Rural de Santa Catarina (CETRE/Epagri), em Florianopolis/SC, sob as coor-

denadas 270 34’ 51,0 de latitude (S) e 480 30’ 24,0” de longitude (O), conforme Figura 11.
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Figura 11: Campo experimental (18 lisimetros) - Centro de Treinamento da EPAGRI.
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Fonte: A autora, adaptado de Google Earth (2020)

4.7.2 Clima

Conforme a classificagdo de Koppen, o clima de Florian6polis ¢ definido mesotérmico
umido, ja na classificagdo NIMER o clima ¢ definido como sendo clima do tipo Tropical Tem-
perado subsequente, super umido, apresentando verao quente e inverno ameno, sub-seco. A
insola¢do anual pode variar entre 2.200 e 2.400 horas, dependendo da regido analisada e a plu-
viosidade apresenta um indice de precipitacdo anual de 1600 mm no norte da ilha e 1400 mm
no sul. A umidade relativa anual ¢ de 85%, com aproximadamente 140 dias de chuva ao ano
enquanto a temperatura média anual situa-se em torno de 20°C (ELETROBRAS, 2020; SE-
CRETARIA MUNICIPAL DE HABITACAO E SANEAMENTO AMBIENTAL — SMHSA,
2010).

4.7.3 Lisimetros

Os lisimetros foram construidos utilizando caixas d’agua de 1000 litros conforme me-
todologia da FAO (1982). Cada lisimetro possui 1 m* de volume, 1,78 m? de 4rea superior e
0,8m de profundidade. O experimento foi construido de forma a recolher o lixiviado do fundo
e do meio da caixa. Para isto, o fundo foi composto por cerca de dez centimetros de brita nimero
dois, coberto com manta geotéxtil (bidim) de forma a impedir a passagem de so6lidos para a
tubulagdo de drenagem, que conta com uma torneira no fundo e no meio da caixa para coleta
do lixiviado. O solo foi colocado até o meio da caixa e entdo foi montada e acomodada uma

calha no interior, que consiste em canos PVC com diametro de 50 mm cortados em formato de
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calha, preenchido com brita e envolto em bidim, conectados também a uma torneira no meio
da caixa (Figura 12). Foram construidos 18 lisimetros no campo experimental, divididos em 3
blocos de 6 lisimetros cada (Figura 14). Cada lisimetro possui sistema de irrigagdo composto

por mangueiras com gotejadores (Figura 13).

Figura 12: Esquema de drenagem lisimetros.
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Figura 13: Esquema de irrigagdo lisimetros
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4.7.4 Solo
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O solo dos lisimetros foi retirado do municipio de Antonio Carlos e transportado até o

47,6% de areia e 52,4% de silte. Os teores de fosforo, potassio e matéria organica e granulome-

tria do solo foram analisados pelo Laboratorio de Anélise de Solos da EPAGRI, em Itupo-

ranga/SC. Assim, as condic¢des iniciais do solo do presente trabalho sdo apresentadas na Tabela

2.

Tabela 2: Teores nutricionais, pH e interpretagdo dos teores de fosforo conforme Manual de adubagéo e calagem
para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina 2016.

Tratamentos Fosforo Potassio  Interpretacio M.O pH
mg.dm? mg.dm? (P) %
Controle 1 3,1 19,8 muito baixo 0,9 7,54
Controle 2 2,3 13,9 muito baixo 0,2 7,61
Lisimetro 1 9,3 21,8 baixo 1,3 7,31
Lisimetro 2 18,0 27,7 médio 04 747
Lisimetro 3 3 11,9 muito baixo 0,6 7,51

A autora (2021)
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4.7.5 Esquema Experimental e amostral

Os lisimetros T4.1, T4.2 e T4.3 correspondem a um sistema de triplicata, denominados
lisimetros 1, 2 e 3. O lisimetro T1.1 consistiu em um controle com fertiliza¢ao ¢ indculo sem
plantas e T1.2 um controle com sistema de plantas e fertilizacdo sem indculo, denominados de
controle 1 e 2, respectivamente (Figura 14). O plantio aconteceu entre novembro e dezembro
com o transplantio de mudas da espécie Vera de aproximadamente 33 dias de idade. A espécie
escolhida ¢ uma variedade de alface crespa, com ciclo de aproximadamente 65 dias entre a
semeadura e colheita. As mudas utilizadas no experimento foram produzidas pela floricultura

Flor & Cultura, localizada em Florian6polis — SC.

Figura 14: Vista superior lisimetros CETRE
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Sem escala. Cota em metros.

A amostragem das plantas foi realizada através de um sorteio, onde as plantas eram
enumeradas de 1 a 16. Semanalmente, 3 plantas de cada lisimetro eram retiradas com luvas
estéreis. Cada um dos lisimetros correspondeu a uma parcela experimental, composta por 16
plantas (Figura 15). O composto foi inoculado com os modelos patogénicos: Escherichia coli,
Salmonella spp. e Adenovirus humano tipo 2 (HAdV-2) na concentracdo de 10°6 UFP.g’!. A
adubacado foi realizada conforme condi¢do do solo em cada lisimetro, assim de forma a igualar
a aplicacdo do inoculo a menor necessidade de aplicagdo (120 kg. ha™' P para o lisimetro 2) foi

aplicada uma corregdo de adubagio 15 dias antes do plantio, equivalente a 120 kg.ha-! de P para
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controle 1 e 2 e para o lisimetro 3. Para o lisimetro 1 foram aplicados 40 kg. ha™! de P na

corregao.
Figura 15: Layout experimental e amostral do 2° experimento
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Fonte: A autora (2022)

4.8 ANALISE DE LIXIVIACAO E PERCOLACAO DOS MICRO-ORGANISMOS PATO-
GENICOS

4.8.1 Percolacio e persisténcia de micro-organismos patogénicos

Para analisar a percolagdo e persisténcia dos micro-organismos patogénicos no solo, as
amostras foram coletadas semanalmente com uma colher esterilizada a cada vaso para o pri-
meiro experimento e por um trado do tipo holandés na profundidade de 10 cm para o segundo
experimento. Entre uma coleta e outra, o trado era higienizado com uma solug¢do de hipoclorito
de sddio a 0,05%. As coletas foram realizadas semanalmente durante 5 semanas.

Para a analise, realizou-se a diluicdo de 10 g de amostra de solo em 90 mL de solucao

salina peptonada (1:9 m/v). Em seguida, foram realizadas as dilui¢des seriadas de base 10 e
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entdo semeadas aliquotas de 0,1 mL em placas de dgares especificos. Para a bactéria E.coli foi
utilizado o Agar MacConkey e para Salmonella o Agar XLD com incubagdo a 37° C + 2 °C por
24 horas e quantificacdo em Unidades Formadoras de Colonia por grama (UFC.g™!) conforme

ISO10705-1 parte um (1995) e parte dois (2000).

4.8.2 Lixiviacdo dos micro-organismos patogénicos

A coleta de lixiviado ocorreu apenas no segundo experimento. Para a coleta, o liquido
da drenagem principal dos lisimetros foi coletado semanalmente em garrafas plasticas de 500
ml, devidamente higienizadas. Para as andlises microbiologicas do lixiviado foram realizadas
as dilui¢des seriadas de interesse e o procedimento de analise ¢ 0 mesmo descrito na sessao

4.8.1

4.9 ANALISE DE INTERNALIZACAO DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS
NOS TECIDOS VEGETAIS

4.9.1 Tratamento da amostra vegetal e analise de internalizacdo nas raizes e folhas

No laboratorio, a planta foi lavada com agua destilada para retirar qualquer resquicio
de solo ou fertilizante, 1g de amostra da folha e da raiz foram cortadas assepticamente com
lamina estéril, pesadas em balanga de precisao e armazenadas em sacos estéreis separadamente.

Para a verifica¢do da internalizagdo através de meios de cultura, as plantas foram tra-
tadas seguindo a metodologia proposta por Murphy et al. (2016) e Erickson et al. (2014). As
superficies vegetais analisadas foram esterilizadas em solugdo de 1% de nitrato de prata
(AgNO3) por 10 s e em seguida enxaguadas em agua destilada. As amostras foram entdo ma-
ceradas em mortar de porcelana e suspensas em 9 mL de solugdo salina peptonada estéril e
depois transferidas em tubos estéreis de 15 ml. A cada maceragdo o mortar e pistilo eram de-
sinfectados com solucao de Hipoclorito de S6dio a 10% e em seguida, enxaguadas com agua
destilada. As amostras foram homogeneizadas mecanicamente por um agitador orbital durante
15 minutos a 200 rpm. As dilui¢des relevantes de cada amostra foram realizadas de acordo com
a necessidade. Para controle microbioldgico da efetividade da desinfeccdo no tecido vegetal e
da esterilidade do mortar e pistilo entre as amostras, a 4gua de enxague das plantas e do mortar
foram recolhidas para analise.

Para as bactérias as amostras foram analisadas conforme metodologia ja indicada na

sessdo 4.8.1. Para amostras sem detecgao através do método direto, foi utilizado o método de
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enriquecimento. Uma aliquota da amostra (1 ml) era adicionada aos meios seletivos ou solugao
salina peptonada (9 ml) e incubadas por 24 h e entdo, plaqueadas. Os resultados foram expressos
em presen¢a ou auséncia do micro-organismo na amostra e para fins estatisticos considerados
como 1 Logio.UFC.g! (MURPHY et al., 2016).

Para anélise do patogeno HAdV2 as amostras foram analisadas através do ensaio de
formacgao de placa de lise conforme metodologia proposta por Cromeans et al. (2008). As célu-
las A549 foram semeadas na concentragio de 2,5 x10"5 células mL™! em placas de seis cavida-
des. Apo6s a confluéncia (24 h) as cavidades foram infectadas com 250 pL de amostra por cavi-
dade com as dilui¢des (em meio MEM) das amostras, em replicata. As amostras foram entao
incubadas por 1 h 37 °C para a adsorcdo viral. Posteriormente o indculo foi removido delicada-
mente com aspiracdo e a monocamada celular foi recoberta com uma camada contendo 0,6%
de Bacto Agar diluida em meio DMEM com alta concentragio de glicose 2x concentrado, su-
plementado com 2% de SFB, 0,1 mM piruvato de s6dio, 1% de antibidticos e antifingico [PSA
(penicilina 100 pg mL; sulfato de estreptomicina 100 ug mL"!; anfotericina B 0,25 pg mL™1)]
e 26 mM de MgCl.

As amostras foram entdo incubadas a 37 °C, 5% CO2 pelo periodo de 6-7 dias. Durante
esse periodo as placas foram monitoradas diariamente em microscopio Optico invertido para a
avaliacdo da formacao das placas de lise e controle da citotoxicidade. Apds este periodo, a
camada de bacto agar foi removida e as monocamadas celulares coradas com cristal violeta
(0,4%). As placas formadas foram contadas macroscopicamente sendo os valores de HAdV-2
infecciosos expressos em Unidades Formadoras de Placas por mL (UFP mL™), utilizando a

equagao 10.

Média n® placas X reciproca da diluigio

UFP = (Eq.10)

inoculo inicial semeado na amostra (0,25 mL)

4.10 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS OBTIDOS NOS CULTIVOS EXPERI-
MENTALIS.

Os dados de pH, umidade do solo, decaimento bacteriano no solo e internaliza¢do nas
folhas e raizes foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade da
série de dados através do software BioEstat®. Para determinar os coeficientes de decaimento
bacteriano no solo foram realizadas anélises de regressdo linear através do software Gra-

phPad®.
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4.11 ANALISE QUANTITATIVA DE RISCO MICROBIOLOGICO APLICADO (QMRA)
Para realizar uma estimativa de risco do plantio de alface fertilizado com fezes co-
compostadas, a metodologia de avaliagao quantitativa de risco microbioldgico foi aplicada aos
dados obtidos no plantio experimental. Nesta etapa experimental foram recolhidos os dados de
contaminagao inicial do biofertilizante e realizada uma simulagdo de contaminacao em diferen-
tes concentracgdes através da inoculagao de micro-organismos de interesse. Os dados de decai-
mento da bactéria Escherichia coli no solo entre o plantio e a colheita foram obtidos por ensaios
experimentais e utilizados para o calculo da dose de patdégenos ingerida nos cendrios estipula-
dos. Para o calculo de dose do HAdV-2, bem como os célculos de dose resposta para E. coli e
Salmonella, os pardmetros microbiologicos de decaimento foram estimados a partir da literatura
(QMRAWIKI, 2022). Ademais, dados como: frequéncia de exposicao, tempo de exposicao,
quantidade de particulas ingeridas de forma involuntaria via solo ou aerosso6is também foram
definidos através da literatura. A metodologia AQRM foi conduzida através das quatro etapas

apresentadas na sequéncia.

4.11.1 Identificacio do perigo

Para a identificacao do perigo, o estudo buscou encontrar grupos de patdogenos que
tenham como hospedeiro humanos e que normalmente sdo transmitidos via fecal-oral, inalacao
e através de alimentos. Assim, foram escolhidos os patégenos: Escherichia coli, Salmonella e
Adenovirus humano tipo 2.
4.11.1.1 Escherichia Coli:

Das doencas transmitidas via fecal oral, a diarreia € a que causa mais anos de vida
perdidos (DALY’s), principalmente em criangas e idosos (BUTTE, NIWAGABA, NORDIN,
2021). Desta forma, este estudo buscou a cepa de E. coli com mais casos associados de inter-
nacoes e mortalidades. Assim, conforme dados da WHO (2018) a cepa STEC ¢ a maior causa
de internagdes e obtidos entre cepas. Esta cepa pode ser representada pela estirpe O157:H7, que
¢ responsavel por 40% de internagdes e morte nos EUA.

Para esta avaliagao de risco, utilizou-se os valores de contaminag¢ao obtidos na inocu-
lagdo do biofertilizante nos dois experimentos. Portanto, as concentragdes iniciais de E. coli no
biofertilizante do experimento do MIP foram de 3,4E+06, 2,06E+07 e 1,03E+08 (6,54, 7,31 ¢
8,01 Logio.UFC.g!, respectivamente) e do experimento do CETRE de 7,0E+06 (6,85
Logio.UFC.g"). As taxas de decaimento decimal (K) obtidas pelo estudo foram de -0,1054, -
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0,1154 e -0,1424 (dia™"), respectivamente, para cada uma das concentracdes utilizadas no MIP
e de -0,06117 (dia') para a concentragdo utilizada no CETRE. Os valores de dose infectante
média (N50) e dose infecciosa em 50% dos hospedeiros (ID50) sdo de 2,11 E+06 (QMRAWiki,
2021). Cabe salientar, que conforme dados fornecidos pela WHO (2016) considera que 95%
dos coliformes termotolerantes sdo E. coli e desta porcentagem, cerca de 8% sdo patogénicas.
Em relacdo a CEPA O157:H7, conforme Haas, Rose e Gerba (1999) a proporgao ¢ de 1:0.08.
Portanto, nos calculos de dose esse percentual serd utilizado. Em relagdo ao HAdV-2, modelos

conservadores consideram a propor¢do de 1:1 (WHO, 2016).

4.11.1.2 Salmonella typhi

A Salmonella ¢ um grande problema de saude publica devido ao seu grande e variado
reservatorio em animais. Segundo estimativas do CDC (2022), a febre tifoide ¢ a forma mais
severa de Salmonelose. Causada pela Salmonella thypy, afeta cerca de 17 milhdes de pessoas
anualmente, com cerca de 600.000 mortes. Casos nio tratados resultam em taxa de mortalidade
de 12-30%, enquanto casos tratados adequadamente tem taxa de sobrevivéncia de 99%. A
transmissdo ocorre via fecal-oral de individuos contaminados para individuos saudaveis. Falta
de higiene e a ingestdo de alimentos e 4gua contaminada ¢ a maior via de transmissao de Sal-
monella.
O periodo de incubagdo ¢ de 4 a 7 dias, A dose infectante IDsp e Nso sdo de 1.11E+06 e o
parametro microbiologico (a) € igual a 1.75E-01 (QMRAWI ki, 2022). O decaimento microbi-
ologico da Salmonella no solo foi obtido através dos cultivos de alface nos lisimetros, sendo

K=-0.0575.

4.11.1.3 Adenovirus humano tipo-2

Um total de 428 infecgdes respiratdrias foram estudadas de 1991 a 2007 em criangas
coreanas. A taxa de mortalidade foi de 5,1% conforme estudos de Lee, Choi e Lee (2010).
Criangas mexicanas nao hospitalizadas com mais de cinco anos de idade apresentaram uma taxa
de infec¢do pelo AdV de 23% (ROSETTE et al. 2010). Ademais, a foi definido em 0,61 e IDso
em 1,14E+00 (QMRAWIiki, 2021). Para taxa de decaimento no solo, foi considerado o valor
obtido através de cultivo experimental nas mesmas condi¢des de fertilizagao e solo deste expe-
rimento para o bacteriofago RNA F-especifico MS2, realizado por Carlon (2021). Portanto, o
K ¢ definido em: -0.045
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4.11.2 Avaliacao da exposicao

Nesta etapa o objetivo foi a defini¢ao da populagdo exposta ao risco, cenarios de ex-
posic¢do ao risco e dose de micro-organismos ingerida por um individuo em determinado cenario
estabelecido. Neste trabalho, os cenarios foram definidos para simular a manipulagao do bio-
fertilizante no processo de fertilizagdo, plantio € manejo do sistema solo-planta em cultivos nao
mecanizados de alface em pequenas propriedades rurais, além do consumo da hortaliga apos

processo de desinfecgao.

4.11.2.1 Populagado exposta e cenarios aplicados

A populagao exposta ao cenario foi definida como um adulto de 18-65 anos. Os cena-
rios escolhidos para a aplicacdo da AQRM sao:

I - Aplicacao do biofertilizante: Durante a aplica¢ao do biofertilizante, estima-se que
sejam ingeridas acidentalmente cerca de 50 a 150 mg de particulas (HAWLEY, 1985; EISEN-
BERG et al., 2008). Considerando um ciclo de 60 dias para a alface, a estimativa neste trabalho
¢ que o trabalhador rural seja exposto de 4- 6 vezes ao ano na pratica de fertilizacao.

IT - Plantio e atividade de manejo: Durante o cultivo de alface adubada com as fezes
co-compostadas foi assumido que o trabalhador estaria sujeito a ingestao de 50- 150 mg de solo
por exposi¢ao. Considerando que o agricultor esteja exposto de 3 a 5 dias por semana, temos
entre 160 e 260 dias de exposi¢do anual.

IIT — Consumo das hortalicas fertilizadas com excretas humanas: O processo de
desinfeccdo das hortalicas, seguida de enxague com agua potavel pode reduzir cerca de 2 logs
de micro-organismos presentes nas plantas (WHO, 2016). Conforme Nag et al. (2022) a quan-
tidade média de sélidos aderidos na cultura € de 2 mg por grama de alface. No brasil, a média
do consumo de alface gira em torno 2,6 g.dia! para habitante urbano e 2 g.dia™! para habitantes
rurais com frequéncia de 6,7 a 4%. (POF — IBGE, 2018).

No segundo cenario, o tempo de decaimento dos patdgenos no calculo foi estipulado
com base na resolugdo CONAMA 498/2020, que considera um intervalo de 4 meses entre a
aplicacdo e a colheita para lodo de classe B, lodo que se enquadra na simulagdo de contamina-
¢do realizada neste trabalho. Deste modo, para a constru¢ao do modelo utilizado para o célculo
da dose do cenério 2, o tempo considerado foi de 120 dias, que se refere ao periodo de espera
entre a aplicacdo do biofertilizante e a colheita prevista pela resolucao, ao invés de 45-60 dias

referente ao ciclo da alface.
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4.11.2.2 Dose:

Os célculos foram definidos através de uma adaptacao do trabalho de Eisenberg e co-
laboradores (2004) e Magalhaes (2012) para aplicagao de fezes co-compostadas no solo e ma-
nejo do plantio, e adaptados de Nag et. al. (2022) para o consumo das hortaligas.

Os modelos matematicos que representam os cendrios construidos sdo descritos atra-

vés das equagdes 11,12,13 e 14.

d = C pat.biof x I.biof (Eq.11)

Onde: d = dose, Cpat.biof = concentragdo de patégenos no biofertilizante, L.biof =

quantidade de biofertilizante ingerida acidentalmente.

d = C pat.solo x 107%t x I. solo (Eq.12)

Onde: d = dose de patogenos ingerida por evento de exposi¢do; C pat.solo = concen-
tragdo de patdgenos no solo em org.(gST)! (5 dias apds a aplicagdo do biofertilizante); K =
coeficiente de decaimento dos patdgenos no solo (d!) e t = tempo entre aplicacdo do biofertili-
zante e colheita previsto pela CONAMA 498/2020 (120 dias); Isolo = ingestdo acidental de
particulas de solo (g).

No segundo cenario a concentragdo de patdogenos no solo foi estimada em laboratério
apenas para E. coli. Para o HAdV-2 a dose foi estimada utilizado a concentragao final no bio-
fertilizante multiplicado pelo fator de dilui¢do do biofertilizante no solo e fatores de decaimento

€ tempo

Cpat.cultura = S.aderido x Cpat.solo x 107%t R. lavagem (Eq.13)

d = Cpat.cult.x Chort. (Eq.14)

Onde: C pat.cultura: concentracdo de patdégenos na cultura em org.(gST)!, S. ade-
rido: Quantidade de solidos aderidos na cultura no momento da colheita (mg.g-'), Cpat.solo:
concentragdo estimada de patdogenos no solo apos 40 dias de aplica¢do do biofertilizante, K:
coeficiente de decaimento no solo, t: tempo de restricao entre aplicacdo e colheita menos 40

dias referente a analise da concentragao patogénica no solo (80 dias), R.lavagem: Redugdo dos
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micro-organismos ap6s desinfec¢do e lavagem com agua potavel em Logio.UFC.g-!' d: dose de
patoégenos ingerida por evento de exposicao; C hortalicas: Consumo anual de hortalicas em
g.hab.ano™.

Neste cenario, a concentragdo de patdgenos na cultura foi calculada através da estima-
tiva da quantidade de solo aderida na cultura e da concentragdo de patdégenos encontradas no
solo ap6s 40 dias de plantio. Como a concentracdo no solo foi avaliada apenas para a E. coli,
os valores encontrados foram extrapolados para o HAdV-2, considerando contaminagdo no solo
apos 40 dias de plantio entre 5,0 x10702 e 1,0 x10702 UFC.g-!. De forma a apresentar conso-
nancia com a Resolugao 498/2020, no calculo de dose o tempo de decaimento dos patdgenos
no solo foi estipulado em 80 dias, uma vez que dados da contaminac¢do do solo foram obtidos

apos 40 dias da fertilizagdo, totalizando os 120 dias entre aplicacao e colheita requeridos pela

CONAMA.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE FITOTOXICIDADE DAS FEZES CO-COMPOSTADAS

Apos 5 dias de incubacao, as sementes germinadas e seus respectivos tamanhos foram
analisados. Os valores médios para a quantidade de sementes germinadas, o indice de germina-
¢ao das sementes (GRS), e o comprimento relativo das raizes (CRR) para as 3 concentragdes

de biofertilizantes as quais foram expostas, e o controle podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3: Média de sementes germinadas e do tamanho das raizes com desvio padrdo, GRS (%), CRR (%) e IG
(%).

Controle 10% 25% 50%
ls/zzdla de sementes germina- 084044 8.6+ 15 24141 0
GRS (%) - 87,75% 20,40% 0%
Média do tamanho das raizes 140+0,12 106 +0,22 70 £ 0,24 0
CRR (%) - 75,85 % 50,35% 0%
1G (%) 100% 66.55% 10.27 % 0%

Fonte: A autora (2022)

A distribuicao da série de dados foi considerada normal para os dados de germinacao
das raizes (p > 0,05) e para o tamanho das raizes (p > 0,05). Desta forma, para a analise estatis-
tica foi utilizado andlise de varidncia ANOVA One Way e teste post hoc de Tukey para com-

paracao entre as médias. Para os dados de germinagdo das sementes, houve variancia entre as
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concentragdes (p < 0,001). Na comparacao entre as médias a varidncia esta entre o controle e a
concentragdo 25% (p < 0,01) e entre a concentragdo 10 % e 25% (p < 0,01) Entre o controle e
a concentragdo de 10 % ndo houve diferenca estatisticamente significante (p: 0,3961). Em re-
lagdo ao tamanho das radiculas houve variancia significativa entre as concentracdes (p < 0,01).
As variancias se referem ao controle e a concentragao de 25% (p <0,01) e entre as concentragdes
10% e 25% (p <0,05). Nao houve variancia entre o controle e a concentracao 10%.

E possivel observar que as fezes co-compostadas na concentragdo de 10% ja foram ca-
pazes de diminuir o indice de germinacdo em cerca de 33%. Aumentando a concentragdo para
25%, temos uma reducdo de cerca de 89% na germinagdo. As fezes co-compostadas na concen-
tracdo de 50% apresentaram alta fitotoxicidade neste ensaio, sem a germina¢ao de nenhuma das

sementes (Figura 16).

Figura 16: Indice de germinagdo fezes co-compostadas.
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Fonte: A autora (2022)

Estes valores estdo compreensiveis dentro dos reportados na literatura. Consoante o ex-
posto no trabalho de Manas e De las Heras (2018), efluentes brutos de estagdes de tratamento
de esgoto na concentragdo de 10% apresentaram indice de germinagado de 53,6 % para sementes
de alface e de 1,4 % para sementes de agrido. Os valores de indice de germinagdo sdo menores
que os obtidos neste trabalho para as fezes co-compostadas na mesma concentragao.

Venegas et al. (2019) em um estudo com diferentes tipos de lodo de esgoto aplicados

no solo, alcangaram indices de germinacdo menores que 50% para a aplicacao de lodo de esgoto
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ndo digerido e indices maiores que 70% para aplicagdo de lodos de esgoto com digestdo anae-
rébia convencional e avancgada, nas concentragdes de 5 e 50g por kg de solo. Entretanto, para a
aplicacdo de 100 g.kg™!' de solo, o indice de germinagdo caiu para menos que 10% para o lodo
nao digerido. Tais valores, corroboram com os obtidos neste trabalho, com indice de germina-
¢do superior a 60% para a concentracao de 10%, e menor que 10% para a concentragdo de 25%.

No trabalho de Priac e colaboradores (2017), além de testar a sensibilidade de diversas
espécies de sementes de alface e diversos tipos de dgua para a germinagdo, os autores analisa-
ram também 4 concentragdes de 3 tipos de efluentes. Obtiveram, para a variedade Appia e
efluente industrial tratado através de eletrdlise, taxa de germinacao de 47% para a concentragao
de 25%, 7% para 50%, e 2% para 75%, valores proximos aos obtidos neste trabalho, mesmo
com um diferente tipo de efluente.

Para interpretagdo dos resultados, o indice de germinagdo ¢ classificado em: efeito
benéfico (IG > 100), sem presenca de substancias fitotoxicas (100> IG >80), toxicidade mode-
rada (80 > IG > 50) e alta toxicidade (50 > IG) (Roig et al., 2012). Conforme essa classificacao,
as fezes co-compostadas na concentracdo de 10% apresentam toxicidade moderada, enquanto
as demais concentracdes apresentam alta toxicidade. Deste modo, sugere-se para ensaios futu-
ros o teste em concentragdes menores, variando de 1 — 10% para melhor compreensao dos efei-

tos fitotoxicos.

5.2 EXPERIMENTO DE CULTIVO EM VASOS: CASA DE VEGETACAO MIP
5.2.1 Contaminacao microbiologica das fezes co-compostadas, solo e mudas de alface an-
tes do plantio

De modo a verificar o nivel de contaminacdo microbioldgica antes do processo de
inoculacdo e plantio e garantir um amplo entendimento das condigdes de contaminac¢do iniciais,
analises microbioldgicas foram conduzidas nas amostras em triplicata. As fezes co-composta-
das ndo apresentaram contaminacdo para as bactérias E. coli e Salmonella e para bacteriofagos
RNA-f especificos e colifagos somaticos. O solo ndo apresentou contaminagdo para E. coli,
Salmonella e bacteriofagos RNA-f especificos e colifagos somaticos. Em relagdo as plantas,
foram conduzidas analises nas raizes e folhas, além do substrato de crescimento das mudas
presente na rizosfera. Todas as amostras de raizes e folhas foram negativas para E. coli e Sal-
monella. A contaminacdo média por E. coli no substrato presente na rizosfera das mudas com
33 dias foi de 2,72 x10"3 UFC.g!, a bactéria Salmonella por sua vez, nio foi detectada no

substrato.
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5.1.2 Temperatura da estufa, pH e umidade do solo durante o plantio

O primeiro cultivo experimental foi realizado no outono com média de temperatura de

19 °C. A temperatura durante o experimento variou de 16°C a 24°C. A variagdo durante os dias

do cultivo pode ser observada na Figura 17.

Figura 17: Média de temperatura na casa de vegetacdo do MIP durante o primeiro cultivo.
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Fonte: A autora (2022)

Com relacdo ao pH do solo, no dia do plantio, a média foi de 6,9 para as concentragdes
Cl e C3, e de 7,1 para C2. Na primeira semana de cultivo o pH variou de 7,1 paraCl e C2 e
6,9 para C3. Na segunda semana a média do pH foi de aproximadamente 7,5 para todas as
concentragdes. Na terceira, quarta, quinta e sexta semana as trés concentragdes mantiveram a
média de 7,4 a 7,5 de pH (Figura 18).

Em relagdo a normalidade dos dados de pH, as concentracdes C1 e C2 apresentaram
normalidade dos dados (p > 0,05). Os valores de p foram de 0,99 e 0,85, para C1 e C2 respec-
tivamente. A concentragdo 3 nao apresentou normalidade dos dados (p <0,05) com p de 0,0094.

Os valores minimos e maximos das médias das concentragdes C1, C2 e C3 com desvios padrdes

podem ser observados na figura 19.
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Nao houve variancia significativa entre o pH das concentragdes (p > 0,05). Em relagao
ao fator tempo, a variancia foi significativa, com p = 0,0038. Variancias significativas foram
encontradas entre as médias dos dias: 5 e 12 (p <0,05),5¢26 (» <0,05),5¢33 (p<0,0l)e5
e 40 (p<0,01).

Figura 18: Média dos valores de pH para o solo dos vasos do cultivo na casa de vegetagdo do MIP
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Fonte: A autora (2022)
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Figura 19: Grafico tipo blox-pot com os valores minimos e maximo das médias (barras) e desvio padrao (caixas)
do pH no solo das concentragoes C1, C2 e C3.
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Em relagdo a umidade do solo durante o experimento, a umidade média das duplicatas
na primeira semana de analise foi de 23,4% para C1 e 25% para C2 e C3. Na segunda semana
de analise, a umidade esteve proxima de 25% para todas as concentragdes. A partir da terceira
semana, as duplicatas apresentaram grande variacdo de umidade, com valores de 19,42% para
Cl1, 23,8% para C2 e 17,6 para C3. Na quarta semana as amostras apresentaram os valores de
22,43 % para C1, 25,82% para C2 e 27% para C3. Na quinta semana, C1 apresentou umidade
de 27,8%, C2 24,39% e C3 29%. Na tltima semana de analise C1 e C2 apresentaram umidade
média de 32% e C3 de 26,5%. Estas variagdes a partir da terceira semana se devem ao fato de
arega nao ter sido padronizada durante todo o experimento, levando em consideragdo apenas a
condic¢do visual do solo e da planta e ndo a efetiva evapotranspiragao.

Em relacdo a normalidade dos dados de umidade das concentragdes, C1 e C3 apresen-
taram normalidade dos dados (p = 0,9787 e 0,1087, respectivamente), para C2 o valor de p foi
de 0,0118. Em relacdo a variancia do teor de umidade, ndo houve variancia significativa entre
as concentracdes (p > 0,05). Entretanto, houve variancia entre o fator tempo (p =0,0152). Neste
sentido a variancia significativa refere-se as diferencas entre as médias da 3% e da 6* semana (p

<0,01).
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Figura 20: Média dos valores de umidade do solo nos vasos do cultivo na casa de vegetagdo do MIP
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Fonte: A autora (2022)

Figura 21: Grafico tipo blox-plot com valores minimos ¢ maximos das médias (barras) ¢ desvios padrdes (cai-
xas) da umidade no solo das concentragdes C1, C2 e C3.
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5.1.3 Decaimento da bactéria E. coli no solo

As amostras de solo foram analisadas nos dias 5, 12, 19, 26, 33 ¢ 40 do ciclo da planta.
Em relagao a normalidade da distribui¢ao dos dados, a concentracgao 1 apresentou série de dados
fora da normalidade (p = 0,0375) enquanto as concentragdes 2 e 3 apresentaram distribui¢ao
normal p =0,2731 e p= 0,3404, respectivamente. Os valores do erro padrdo e as minimas e

maximas podem ser observados no grafico blox-plot (Figura 22)

Figura 22: Grafico tipo Blox-plot com erro padrio (caixas) e minimas ¢ maximas (barras) para a contaminagao
de E. coli no solo das concentragdes C1, C2 e C3, respectivamente.
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Fonte: A autora (2022)

Considerando a concentracdo inicial de E. coli nas fezes co-compostadas de 3,47 x
10706 (6,54 Logio.UFC.g!), 2,06 x 10707 (7,31 Logio.UFC.g") e 1,03 x 10708 (8,01
Logio.UFC.g™") para C1, C2 e C3, respectivamente. Cinco dias apds a aplicagio do biofertili-
zante contaminado houve uma redu¢do de 2,12 unidades logaritmicas para C1, 2,44 logs para
C2 e 1,5 logs para C3. Apos 40 dias do transplantio a E. coli ndo foi detectada no solo nas
amostras C1 e C3 e detectada em 4,0 x10"2 UFC.g! para C2. O decaimento ao longo do ciclo
foi de 3,42 unidades logaritmicas para C1, 2,18 logs para C2 e 5,55 logs para C3, mostrando

decaimento mais rapido para concentracdes mais altas de E. coli.
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O comportamento log linear de decaimento possibilita examinar a relagdo linear entre
duas variaveis continuas: a concentracao (y) ¢ o tempo (x). Desta forma, a relagdo entre estas
duas variaveis tornam possivel predizer o comportamento do micro-organismo analisado ao
longo do tempo, possibilitando assim, o calculo do periodo necessario para o decaimento de 1
unidade logaritmica, denominada de T90, bem como conhecer as taxas dos coeficientes de de-
caimento (K) para cada concentracdo analisada

As taxas de coeficiente de decaimento (K), valores de 12 e p, tempo de inativagdo de 1
unidade logaritmica (T90), e o tempo para inativacao de 99,99% (4 logs) estdo apresentados na
tabela 4. As retas de decaimento também foram tragadas para cada concentracdo (Figura 23),

bem como os valores de R? e as equagdes da reta.

Tabela 4: Coeficiente de decaimento, T90, intervalo de confianga 95% para T90 e tempo de decaimento de 4
unidades logaritmicas para as trés concentragdes de E. coli.

Concentracio R? P K T90 (dias) 4 Logio
3,47.1076 (C1) 0,8954 0,0043 -0,07279 13,74 54,96
2,06.1077 (C2) 0,8340 0,0110  -0,09092 11,00 44,00
1,03.10"8 (C3) 0,8490 0,0090 -0,1158 08,63 34,52

Fonte: A autora (2022)

Ao observar os dados ¢ possivel correlacionar o aumento da concentracdo com o de-
caimento da E. coli. Sendo que quanto maior a concentragdo, mais rapido o decaimento. Estes
dados sdo corroborados com os valores dos coeficientes de decaimento e T90 que seguem a
mesma tendéncia (Figura 23). Neste sentido, Jiang e colaboradores (2002) testaram a diferenga
na adubagdo com compostos contaminados em solos autoclavados e nao autoclavados. O decli-
nio da bactéria E. coli O157:H7 foi mais rapido em solos ndo autoclavados, o que pode ter
ocorrido devido as interagdes antagonicas entre as cepas utilizadas no estudo e os micro-orga-
nismos ja presentes no solo. Ainda conforme Jiang e colaboradores (2002) aplicagdes intensivas

de composto no solo também tendem a aumentar a inativagao de E. coli O157:H7.
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Figura 23: Retas de decaimento da bactéria E. coli no solo e equacdo da reta para cada concentragao.
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Islam e colaboradores (2004), estudaram o decaimento da bactéria E. coli O157:H7 no
solo circundante as raizes de alface e salsinha que foram fertilizados com biofertilizantes pro-
duzidos a partir de fezes bovinas e de aves inoculados com 10"8.UFC.g"! de E. coli O157:H7.
Os resultados obtidos pelos pesquisadores, diferem deste estudo que obteve amostras positivas
no solo apenas até o 33° dia. Os pesquisadores obtiveram amostras positivas no solo que cir-
cundava as raizes para ambos os biofertilizantes até o 154° dia em cultivos realizados entre o
outono e inverno.

Conforme Oliveira e colaboradores (2012). As condi¢des de temperatura também po-
dem influenciar no decaimento microbiano, sendo o decaimento mais lento em periodos mais
frios. Cabe ressaltar que o experimento de Islam et al. (2004), foi conduzido no estado da Ge-
orgia-EUA, com temperaturas no outono que variam de 10 a 26° C e no inverno -1°C a 10° C,
temperaturas mais baixas que as observadas neste experimento (16 -24°C) (SPARK, 2022).
Ademais, as condi¢des iniciais do solo ndo foram descritas, podendo haver diferencas do solo
utilizado neste trabalho, além da cepa utilizada pelos autores, que também pode apresentar com-

portamento distinto daquela analisada neste experimento.
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5.1.4 Internalizacio da E. coli nas raizes da alface

A bactéria E. coli ATCC foi encontrada nas raizes da concentracdo C2 através do mé-
todo de detecgio direta na ordem de 1,0 x10*2.UFC.g™! apenas na terceira semana, sendo este
o limite de deteccao do método. Em relacdo ao enriquecimento das amostras, na segunda e
terceira semana, as concentracdes C2 e C3 apresentaram presenga de E. coli. Na quarta semana
apenas C2 apresentou presenca de E. coli através do enriquecimento. Nas demais concentra-
¢oes e analises ndo foram encontradas E. coli ATCC nas amostras de raizes apds a desinfecgao.

Os valores médios (Logio.UFC.g™") entre as duplicatas podem ser observados na tabela
5. O valor de 1 unidade logaritmica se refere a deteccdo através de enriquecimento da amostra
em ambas as duplicatas. O valor de 0,5 log refere-se a presenga de E. coli em apenas uma das

duplicatas.

Tabela 5: Concentragdo de E. coli ATCC nas raizes ao longo do periodo de cultivo.

TEMPO (DIAS) C1 C2 C3
5 0 0 0

12 0 1 0.5
19 0.5 1 0.5
26 0 1 0.5
33 0 0 0

40 0 0 0
Média 0,08 0,5 0,25

Fonte: A autora (2021)

Nenhuma das concentragdes apresentaram distribuicdo normal de dados para a inter-
nalizacdo nas raizes. Com p = 0,0070 para C1, 0,0096 para C2 e 0,0096 para C3. Os valores

de erro padrao e minimas e maximas podem ser observados através da Figura 24.
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Figura 24: Grafico tipo blox-plot com erro padrio (caixas) e minimas e maximas de concentragdo de E. coli in-
ternalizadas nas raizes das alfaces.
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Entretanto, embora a presenga de E. coli ATCC tenha sido baixa, as raizes apresentaram
contaminagao por bactérias indigenas nas trés concentragdes ao longo das analises. Na primeira
semana de andlise, foram detectadas nas amostras da C1 bactérias indigenas na ordem de 6,92
x1072. Nas concentragdes C2 e C3 os resultados ndo apresentaram contamina¢do. Na segunda
semana as amostras foram negativas para as trés concentragdes. Na terceira semana, foram de-
tectadas bactérias indigenas nas raizes nas trés concentragdes. Sendo: 9,52 x10"3 UFC.g"! para
C1, ,37 x10"3 UFC.g"! para C2 e 2,35 x 10703 UFC.g"! para C3. Na quarta e quinta semana
foram detectadas bactérias indigenas para a concentragdo C2, sendo 2,0 x10"2 UFC.g"!' na
quarta semana e 5,20 x10"2 UFC.g"! na quinta semana. Na sexta e tltima semana ndo foram
detectadas bactérias em nenhuma das amostras. Para as amostras da d4gua de lavagem da planta
e da lavagem do mortar entre as amostragens todos os resultados foram negativos para o cres-

cimento de bactérias.

5.1.5 Internalizacio da bactéria E. coli nas folhas de alface
A internalizacdo da E. coli nas folhas foram observadas na primeira semana para as

concentragoes de 2,06 x10"°07 e 1.03 x10708, C2 e C3, respectivamente. Sendo a contaminagao



77

da C2 de 1,50 x10*2 UFC.g"! em apenas uma das duplicatas e C3 com média de 3,75 x10"3
UFC.g! entre as duplicatas. Na segunda semana nenhuma concentragio apresentou contamina-
¢do através da deteccdo direta. Apds o enriquecimento apenas uma duplicata da concentragdo
C3 foi positiva para a presenca de E. coli. Na terceira semana, através da detecgao direta, apenas
uma duplicata da concentragdo C3 apresentou contaminagio de 2,0 x10"2 UFC.g"!. Entretanto,
no enriquecimento as concentragdes C1, C2 e C3 apresentaram presenca de E. coli em pelo
menos uma das duplicatas. Na quarta semana, através da deteccao direta, apenas a concentragao
C2 apresentou contaminagio média 1,0 x10°2 UFC.g"! entre as duplicatas. No enriquecimento,
a concentracdo C1 apresentou amostra positiva em uma das duplicatas e a concentragdo C3
apontou a presenca de E. coli em ambas as duplicatas. Na quinta ¢ sexta semana nao houve
amostras positivas através do método de deteccao direta e enriquecimento. A média da conta-
minagio nas folhas durante todo o experimento foi de 0,25 UFC.g™! para C1, 2,93 x10"1 para
C2¢7,95x10"1 para C3, considerando a média das 6 analises realizadas no decorrer do cultivo.
Em relagdo as amostras da agua de lavagem da planta e da lavagem do mortar, todos os resul-
tados foram negativos para o crescimento de bactérias. Os valores ao longo do cultivo sdo apre-
sentados na tabela 6. Para fins estatisticos, para as amostras positivas através de enriquecimento

é considerado o valor de deteccdo de 1 Logio UFP.g™! (1,0 x10*1 UFC.g™!).

Tabela 6: Concentragdo de E. coli ATCC nas folhas durante o cultivo.

TEMPO (DIAS) C1 C2 C3
5 0 1.08 2.47
12 0 0 0.5
19 1 0.5 1.65
26 0.5 2 1
33 0 0 0
40 0 0 0
Média 0,25 0,59 0,93

Fonte: A autora (2021)

Os dados apresentaram distribuicao normal para as concentragdes C2 e C3 (p=0,0932
e p=0,4430, respectivamente). Para a concentragdo 1 (C1) o valor de p foi de 0,0098, portanto
sem normalidade na distribui¢do. Os valores do erro padrdo e minimas e maximas podem ser

observadas no grafico tipo blox-plot (Figura 25).
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Figura 25: Grafico tipo blox-plot com erro padrdo (caixas) e minimas e maximas (barras) da internalizacdo de E.
coli na folha de alface.

Logl 0 UFC.g Teste de ShapiowWilk

25

20

1.0

05 T

Fonte: A autora (2022)

Diferentemente de outras pesquisas reportadas na literatura, neste estudo buscou-se
analisar o processo de internalizagdo da E. coli via adubacdo do solo durante todo o ciclo de
cultivo de forma a garantir um completo panorama da contaminag¢do interna com o uso deste
biofertilizante. Alguns autores como Bernstein et al 2007; Ge et al, 2012 e Gorbatsevich et al.
2013 obtiveram resultados de internalizacao na estrutura das raizes e translocagdo para partes
comestiveis da planta. Outros, entretanto, reportam a inabilidade de internalizagdo dentro das
plantas de alface (Johannessen et al, 2005; Erickson et al 2014).

Assim como no presente estudo, Muphy e colaboradores (2016) ao analisar a interna-
lizagdo de E. coli O157:H7 em folhas e raizes de alface obteve grande variacao de resultado.
As amostras de residuos s6lidos compostados e digestato anaerdbico inoculadas na concentra-
cdo de 5 Logio CFU g. Nesse estudo, a bactéria E. coli foi encontrada até o 50° dia no solo em
concentragcdes médias de 3 log para o composto feito a partir de residuos organicos composta-

dos. As plantas de alface apresentaram contaminacao para E. coli nas folhas e raizes durante o
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experimento com grande variagdo. O digestato anaerobio apresentou amostras positivas nas
raizes nos dias 7, 21 e 50. Ja para as folhas os resultados foram positivos nos dias 7, 21, 28, 42
e 50 em pelo menos uma das replicatas.

NDUHIU e colaboradores (2018) testaram fezes humanas tratadas e inoculadas com
duas concentragoes diferentes de E. coli, Campylobacter Jejuni e Salmonella entérica (10"3 e
10710) em cultivos de alface e coentro. Como resultado, apenas as plantas inoculadas com
concentragdo de 10*10 apresentaram amostras positivas para todos os patogenos testados. Para
a bactéria E. coli, as folhas apresentaram contaminagao interna média de 0,57 logs e as raizes
apresentaram internalizagdo de 0,67 logs quando analisadas ap6s a colheita. Em um compara-
tivo com este trabalho, valores semelhantes de internalizagdo média foram encontrados nas fo-
lhas (0,25 logs para C1, 0,59 logs para C2 e 0,93 logs para C3).

As variacdes dos resultados obtidos neste estudo podem ser devidas a diversos fatores,
entre eles a variedade utilizada, maturidade das plantas, além de danos fisicos no tecido vegetal
ocasionados pela manipulagdo dos cultivos no plantio, ao longo do periodo ou na retirada das
plantas para analise. Neste sentido, Mitra e colaboradores (2009), estudaram o efeito das rotas
de exposi¢do aos patdgenos E. coli O157:H7 e o processo de internalizagdo em folhas de espi-
nafre de diversas variedades. Neste estudo foram testados diferentes tipos de inoculagao como
agua de irrigagdo, inoculagdo no solo e cortes e/ou pressao nas folhas com material contendo
in6culo. Como resultado plantas inoculadas através de insercao do inoculo no tecido vegetal
por pressdo, apresentaram contamina¢do similar a concentracdo utilizada para inoculacdo. En-
quanto as plantas que haviam recebido o indculo pelo solo apresentaram baixa contaminagao,
plantas inoculadas através de gotas aspergidas com indculos ndo apresentaram contaminagao.
Segundo os autores, a pressdo exercida para a infiltragdo do indculo causa danos na superficie
das plantas, o que forga a bactéria a adentrar no interior dos espacos intracelulares. Os autores
também observaram que os niveis de contaminacao decairam em todos os tipos de inoculacao,
exceto por pressao. Esse decaimento suporta a ideia de que a rizosfera pode ser um ambiente
com menos suporte para os patégenos humanos. As variedades testadas também apresentaram
diferentes niveis de contaminacao nesse estudo.

Neste sentido, o estudo de Wright e colaboradores (2017) mostra que a internalizagdo
esta fortemente relacionada ao tipo de planta cultivada e os niveis de contaminagdo aplicados
no indculo. Nesse estudo em questdo, os pesquisadores obtiveram resultados que mostram ni-
veis de internalizagdo diferentes para a alface, espinafre e tabaco sob concentracdes de 10"3 e

1077. Enquanto as raizes e folhas de espinafre apresentaram 2,31 e 3,66 unidades logaritmicas,
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respectivamente, as alfaces apresentaram contaminagao de 2,19 logs para as raizes, com indculo
de 107. Como pode ser observado, nesse estudo, as folhas apresentaram contamina¢ao mais
alta que as raizes, corroborando com os dados de internalizagdo das raizes apresentados na se-
¢do 5.1.4 deste trabalho, o que pode sugerir que a internalizagdo ndo ocorre somente a partir
das raizes.

Ainda em relagdo com a variedade da planta e o processo de internalizacao, Jacob e
Melotto (2020) testaram 11 tipos de alfaces e a diferenca de contaminacao entre as espécies.
Uma solucao bacteriana com 10"8 UFC.mL foi utilizada nos potes de plantio para o estudo. As
plantas foram submersas em 50 ml de 4gua com in6culo. Os autores observaram que a Salmo-
nella e E. coli foram significantemente afetadas pela diversidade genética da planta. A popula-
¢do de bactérias localizadas no apoplésto decairam significantemente em 9 das 11 espécies de
alface. A variedade genética estd ligada a diferencas no sistema de respostas imunologicas das
plantas. Os autores concluiram que os tragos morfolégicos dos poros estomatais, como area ¢
densidade, contribuem para a penetragdo bacteriana nas folhas de alface. As variedades genéti-
cas da alface possuem extensivas variagdes nos tragos das folhas, como fendis superficiais,
proteinas, ceras e agucares, angulo de contato e densidade estomatal que afetam significante-

mente o processo de internalizacao dos patdgenos.

5.1.6 Internalizacio do virus HAdV-2 nas folhas e raizes

O Adenovirus humano tipo — 2 (HAdV-2) ndo foram detectados nas folhas de alface
durante o ciclo de cultivo em nenhuma das concentragdes apds a desinfeccao das folhas. As
raizes por sua vez, apresentaram contaminagdo apenas para a C3 em 5 das 6 semanas analisadas.
A Figura 26 mostra a contaminacao da raiz no decorrer do experimento. Os resultados estao
expressos em log de micro-organismos viaveis. Os dados ndo apresentaram distribui¢cdo normal

na série (p = 0,0070).



81

Figura 26: Internalizacdo HAdV-2 nas raizes das alfaces durante o ciclo de cultivo com erro padrao.
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Fonte: A autora (2021)

Resultados semelhantes foram reportados por Hirneisen e colaboradores (2010), que
analisaram os virus da Hepatite A e Murinovirus na cebola e espinafre em solo e em sistemas
hidroponicos. Para esse estudo, houve internalizagdo em apenas uma amostra de espinafre no
sistema com solo de 10 amostras analisadas. Em sistemas hidroponicos ambos os virus foram
encontrados em ambas as plantas na concentracdo de 4 log CG/planta.

Carducci e colaboradores (2015) analisaram a possivel internalizagdo de virus entéri-
cos nas folhas de tomates cultivados em sistemas hidropdnicos. Para esse estudo, os autores
inocularam trés concentracdes do virus Coxsackie B2 na solucao de nutrientes utilizados para
o cultivo hidropdnico do tomate, atingindo as concentracdes: 11, 9 e 7 unidades logaritmicas.
Os virus foram observados nas folhas no primeiro dia p6s inoculacdo para as duas maiores
concentragdes nas analises analiticas na concentra¢io de 3 e 2 Logio UFP.mL™'. A contamina-

¢do apresentou leve decaimento até o quarto dia em que foram detectados virus apenas para a
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concentragdo mais alta. Embora os autores ndo tenham analisado as raizes do tomate, as folhas
mostraram contaminagao nos quatro dias analisados para as duas concentragcdes mais altas. En-
tretanto, os dados obtidos por Carducci e colaboradores diferem dos obtidos neste trabalho,
onde a concentragdo viral nas raizes se manteve entre 2 e 3 unidades logaritmicas durante 5
semanas do ciclo de cultivo. Tal diferenga ¢ esperada e se deve ao tipo de cultivo, planta, con-
centragoes virais e forma de inoculag¢ao. Desta forma, conforme Hirnesein et al 2012, sistemas
hidroponicos podem apresentar maior internalizagdo se comparados a sistemas com solo com a

mesma quantidade de inoculagao.

5.3 EXPERIMENTO DE CULTIVO EM LISIMETROS CETRE
O segundo experimento de cultivo das alfaces nos lisimetros do CETRE durou 35 dias,
compreendendo 6 semanas de andlises microbioldgicas do solo e 5 semanas de analises micro-

biologicas nas plantas.

5.3.1 Contaminacio microbioldgica das fezes co-compostadas, solo e mudas de alface an-
tes do plantio

As fezes co-compostadas ndo apresentaram contaminagdo para as bactérias E. coli e
Salmonella. O solo nao apresentou contaminagao para E. coli e Salmonella nos cinco lisimetros
(1, 2, 3, controle 1 e controle 2).

Em relacdo as plantas, foram conduzidas analises nas raizes e folhas além do subs-
trato de crescimento das mudas presente na rizosfera. Todas as amostras de raizes e folhas foram
negativas para E. coli e Salmonella, através dos métodos de detecgdo direta e enriquecimento.
A contaminagdo média por E. coli das triplicatas de substrato presente na rizosfera das mudas

com 33 dias de idade foi de 4,43 x10"3 UFC.g™'.

5.3.2 Condigoes climatologicas do plantio

Os dados de radiagio solar (w.m?. dia™!), temperatura (° C), precipitagdo diaria acumu-
lada (mm) e umidade relativa do ar (%) do segundo cultivo foram obtidos através da estacao
meteoroldgica 1006, localizada no Centro de Treinamento da Epagri — CETRE em Florian6po-

lis/SC (Figura 27).
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Figura 27: Radiag@o solar e umidade relativa do ar durante o plantio.
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Fonte: A autora, adaptado de EPAGRI (2022)

A radiacio solar variou de 21 w.m?. dia"! a 364,64 w.m?. dia™! durante o periodo do
cultivo, mantendo uma média de 220 w.m?. dia! durante o segundo cultivo das alfaces. A umi-
dade relativa do ar variou entre 60% e 90%, com média de 80% durante todo o ciclo (Figura
27). A temperatura do ar variou de 18° C a 25°C, com média de 22,5 °C. Durante o cultivo
apenas 8 dias tiveram precipitacdo maior que 5 mm.

A precipitagdo no periodo variou de 0 mm a 69,80 mm. Este evento de precipitagdo
ocorreu no 8° dia do ciclo. A soma acumulada de precipitagao foi de 174 mm. Nos dias em que
a precipitagdo era insuficiente para suprir a demanda hidrica das alfaces, laminas de agua eram
aplicadas nos lisimetros. As laminas de a4gua foram calculadas em razdo da vazao dos goteja-
dores dos lisimetros e o tempo de irriga¢do para cada dia de cultivo (Figura 28). Os valores
apresentados sdo estimativas aproximadas da relagdo entre a vazao e o tempo. As laminas foram
aplicadas conforme a necessidade do solo, ndo houve manejo da irrigagao através de calculos
de evapotranspiracdo ou demanda hidrica da planta. Foram aplicadas laminas de 10 mm nos
dias 8, 27 e 28, laminas de 12,5 mm no 1°, 2°, 4°, 24 ¢ 25° dia e laminas de 15 mm nos dias 5,

6,7,12,13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 29, 30, 31 e 34 do ciclo das alfaces (Figura 28).
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Figura 28: Dados de precipitacdo combinados com laminas de irrigacdo e a temperatura média do 2° cultivo.
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Fonte: A autora (2022)

5.3.3 Umidade e pH do solo

Em relag@o ao pH, na primeira semana os lisimetros 1, 2 e 3 apresentaram pH de 7,7,
7,8 e 7,6, respectivamente. O controle 1 com indculo e sem plantas obteve média de 7,80 ¢ 7,7
para o controle 2 sem inoculo e com plantas. Na segunda semana a média dos valores para os
lisimetros foram de 7,7, 7,9 e 7,3, para os lisimetros 1, 2 e 3, respectivamente. O controle 1
apresentou a média de 7,25 e o controle 2 o valor de 7,3. Na terceira semana os valores variaram
de 7,2 a 7,7 nos lisimetros 1, 2 e 3. O controle 1 apresentou valor de 6,9 € o controle 2 de 7,1.
Na quarta semana os lisimetros 1 e 2 apresentaram pH de 8,1 e 8, respectivamente. O lisimetro
3 apresentou pH de 7,3, enquanto nos controles 1 e 2 o valor foi de 8 e 7,43, respectivamente.
Na quinta semana os valores foram de 7,4 para os lisimetros 1,2 e 3 e 7,5 para os controles 1 e
2 (Figura 29).

Em relagdao a normalidade dos dados de pH, todos os lisimetros foram considerados
normais (p > 0,05). A distribuicdo do desvio padrio (caixas) e das minimas e maximas podem

ser observadas no grafico do tipo blox-plot (figura 30).



Figura 29: Variaggo dos dados de pH ao longo do ciclo de cultivo nos lisimetros
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Figura 30: Grafico tipo blox-plot com a distribui¢do dos dados de desvio padréo (caixas)
e minimas e maximas (barras) dos valores de pH para os lisimetros 1, 2 e 3, controle 1 e
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Nao houve varidncia estatistica entre os valores de pH dos lisimetros (p > 0,05). En-
tretanto, houve variancia entre a interacao tempo e lisimetros. Neste sentido, as médias da 3% e
4" semanas de analise, diferiram estatisticamente (p = 0,0322).

Em relacdo a umidade, a variancia entre as médias dos lisimetros ficou proxima do
limiar significativo (p = 0.0572). Entre a interagdo lisimetros x tempo, a variancia foi de p =
0.0003. Com variancia significativa entre as médias da primeira semana e das 2%, 3* e 4* semanas
( <0.01). Também houve variancia entre as médias da 2* semana e as médias da 3% e 4* semana
(p <0.05). A 4* semana também apresentou variancia das médias da 5* semana (p < 0.05) (Fi-
gura 32). A série de dados foi considerada normal para todos os lisimetros (p > 0,05). A distri-
buicao dos dados de desvio padrao ¢ minimas e maximas podem ser observadas através do
gréfico tipo blox-plot (Figura 31).

Figura 31: Grafico tipo blox-plot da série de dados de umidade do solo com desvio padrio (caixas) e minimas e
maximas (barras) dos lisimetros 1, 2 e 3 e controles 1 e 2., respectivamente.
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Figura 32: Variagdo dos dados de umidade ao longo do ciclo de cultivo nos lisimetros
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5.3.4 Decaimento bactéria Salmonella no solo

Considerando a contaminagao das fezes co-compostadas inoculadas com Salmonella
como 7,1 x1076 UFC.g™! (6,86 unidades logaritmicas), a média de decaimento nos trés lisime-
tros com fezes co-compostadas ao 6° dia foi de 2,34 unidades logaritmicas. No 27° dia, a redu-
c¢ao foi de 4,35 unidades logaritmicas. No 35° dia nao foi detectada Sa/monella em nenhuma
das amostras.

Para o controle 1 sem plantas e com fertilizacao e in6culo o decaimento ao longo do
ciclo foi de 2,57 log. A Salmonella foi detectada no controle até o 13° dia, em concentracao de
2,60 x10™4 (4,41 logs). No 27°, 35° e 42° dias do ciclo as amostras foram negativas. O controle
2, com plantas e com fertilizacdo sem inoculagdo, ndo apresentou amostras positivas em nenhu-
mas das cinco coletas.

Em relagdo a normalidade, a série de dados foi considerada fora da distribuicao normal
(p <0,01) para todos os lisimetros. As distribuigdes dos erros padrdoes e minimas e maximas de
contaminag@o do solo por salmonela podem ser observados no grafico tipo blox-plot (Figura

33). Os coeficientes de determinagao (12), p, tempo de decaimento para 1 unidade logaritmica
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(T90), coeficiente de decaimento (K) e o tempo previsto para o decaimento de 4 unidades lo-

garitmicas podem ser observados na tabela 7. O decaimento da bactéria Sa/monella no solo dos

lisimetros, bem como as retas de regressao linear podem ser observados através da Figura 34.

Figura 33: Grafico tipo blox-plot com erro padrio (caixas) e minimas e maximas das médias de contaminacao

do solo por Salmonella nos lisimetros 1,2 e 3 e controle sem planta.

Logln
UFC/q

Teste de Shapiro-ilk

Fonte: A autora (2022)

Tabela 7: Coeficientes de determinagdo (r?), coeficientes de decaimento (K), T90, Tempo para decaimento de 4

logs, e valores de p para a bactéria Salmonella.

r? p K T90 4 Log1o
Fezes co-compostadas 0,6115 0,0661 -0,0575 16,74 66,96
Controle sem planta 0,6856 0,0418 -0,02605 38,39 153,56

Fonte: A autora (2022)
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Figura 34: Retas de regressao e equacdes de decaimento da Salmonella no solo dos lisimetros em triplicata e do
controle 1

Log 1o UFCl/g

o

6 1I3 20 27 34
TEMPO (Dias)

—4— Fezes co-compostadas Y = -0,05975*X + 3,979

-8~ FC sem planta com inoculo Y = -0,02605*X + 2,868
-~ FC sem in6culo com planta

Fonte: A autora (2022)

Fongaro e colaboradores (2017) estudaram o decaimento e percolacdo de quatro mi-
cro-organismos no solo apds fertilizagdo com digestato suino contaminado com 7 logs de bac-
téria Salmonella, o coeficiente de decaimento obtido foi de -0,084, levando 11,90 dias para o
decaimento de 1 log. No trabalho de Carlon (2021) utilizando fezes co-compostadas inoculadas
com 7 logs de Salmonella nos mesmos lisimetros € com a mesmo tipo de planta (Lactuca Sa-
tiva), obteve um coeficiente de decaimento de -0,0838, com a redu¢do de 1 log estimada em
11,9 dias. Roberts et al. (2016) obtiveram K: -0,0757 para um estudo realizado com biossolidos
inoculados com 6 logs de Salmonella entérica, obtendo T90 de 13,21 dias. Desta forma, os
valores encontrados na literatura sdo ligeiramente mais altos que o coeficiente obtido na pre-
sente pesquisa com K: -0,0597 e 16,76 dias para o decaimento de 1 log no sistema com planta.

A diferenca nos valores pode ter ocorrido em funcdo das condi¢des ambientais do cultivo,
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como: tipo do solo, temperatura, teor de umidade, pH do solo e estacdo do ano em que o expe-

rimento ocorreu.

5.3.5 Decaimento bactéria E. coli no solo

O decaimento da bactéria E. coli apresentou comportamento similar ao da Salmonella.
Considerando a concentracao inicial de inoculagdo das fezes co-compostadas como 7,0 x106
UFC.g! (6,84 unidades logaritmicas), o decaimento da E. coli para os trés lisimetros com fezes
co-compostadas 6 dias apds a aplicagdo do biofertilizante foi de 1,78 unidades logaritmicas.
Até 0 35° dia do ciclo de cultivo o decaimento observado foi de 4,07 logs. No 42° dia de cultivo
a E. coli apresentou recrescimento com média de contaminacio de 8,33 x10"2 UFC.g!, e redu-
¢do de 3,82 logs do comeco do ciclo até o 42° dia.

Para o controle 1 (sem planta e com fertilizagdo e indculo), o decaimento nos 6 pri-
meiros dias foi de 1,87 unidades logaritmicas. Até o 42° dia do ciclo de plantio, o decaimento
foi de 4,54 logs. O segundo controle com plantas e fertilizagdo sem indculo nao apresentou
contaminagdo por E. coli até o 35° dia, quando se verificou contaminacao de 2,00 x10"2 UFC.g-
!, No 42° dia do plantio, o segundo controle ndo apresentou contaminagio (Figura 36). A au-
séncia de contaminagao no controle 2 no decorrer do cultivo, com excecao para o 35° dia pode
indicar contaminacao cruzada no controle, o que pode ter ocorrido através de uma falha humana
na troca das luvas no manuseio das amostras no momento de retirada do solo do trado.

Todos os lisimetros apresentaram normalidade na série de dados, exceto o controle 2
com fezes co-compostadas sem inoculo (p = 0,0070). As minimas € maximas e erro padrao das
médias de contaminacdo do solo por E. coli pode ser observada através do grafico blox-plot

(Figura 35)
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Figura 35: Grafico do tipo Blox-plot com os erros padrdes (caixas) e minimas e maximas (barras) da distribuicao
dos dados de contaminagdo do solo por E. coli dos lisimetros 1, 2 e 3 e controles 1 e 2, respectivamente.

Logli Teste de Shapinowilk
UFC/g

Fonte: A autora (2022)

As retas de regressdo linear para o decaimento da bactéria E. coli no solo foram traga-
das e podem ser observadas na Figura 36. Os valores de R?, K, p, T90 e tempo para inativagao

de 4 Logio podem ser observados na tabela 8.

Tabela 8: Valores de R, k, p, T90 e tempo de inativagdo para 4 Logl0 para a bactéria E. coli

R? D K T90 4 Logio
Fezes co-compostadas 0,7499 0,0257 -0,06117 13,24 52,96
Controle sem planta 0,7336 0,0294 -0,02233 40,85 163,4

Fonte: A autora (2022)
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Figura 36: Retas de decaimento e equacdes da reta dos lisimetros de fezes co-compostadas em triplicatas e con-
trole 1 e 2.

Log10 UFC/g

o

6 13 20 27 34
TEMPO (Dias)

-4+ Fezes co-compostadas Y =-0,06105*X + 5073

-~ FC sem planta com in6culo Y = -0,02146*X + 2,955
-~ FC sem indculo com planta Y = 0,001300*X + 1,986

Fonte: A autora (2022)

Ao comparar o coeficiente de decaimento entre os dois experimentos realizados nesta
pesquisa, pode-se observar que os valores sdo similares. No experimento realizado em vasos,
os valores de K para as fezes co-compostadas com 10°6 UFC.g"! de E. coli foi de -0,07279,
levemente mais alto ao obtido no experimento realizado nos lisimetros, K: -0,0611. Os coefici-
entes de decaimento (K) obtidos neste trabalho também foram levemente mais baixos que os
obtidos por Carlon (2021) nos mesmos lisimetros, K: -0,0985 para as fezes co-compostadas
inoculadas com 10~7 UFC.g™! de E. coli.

Em comparagdo a coeficientes de decaimento em estudos com biofertilizantes feitos a
partir de fontes animais, encontramos valores de K proximos aos obtidos neste trabalho. Fon-
garo e colaboradores (2017) utilizaram digestato suino inoculado com 10"7 UFC.g"! de bacté-
rias E. coli em solo arenoso e argiloso. Para solos arenosos, o coeficiente de decaimento obtido
para E. coli foi de 0,093, demorando 10,30 dias para o decaimento de 1 unidade logaritmica.
Roberts e colaboradores (2016), em um experimento realizado com aplica¢ao diversos com-

postos e biossolidos em um microcosmos com incuba¢do em camaras de crescimento em ciclo
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de claro/escuro de 14h/10h e umidade constante de 25% realizado por obtiveram K de -0,0809
para E. coli O157:H7.

A sobrevivéncia microbiana depende de varios fatores como tipo de solo, umidade, pH
e temperatura atividade de adgua, potencial de redugdo e oxidagao, caracteristicas genéticas da
planta, interagcdes microbianas, além de presenca de rizosfera (MURPHY et al., 2016; BERNS-
TEIN et al., 2007). Neste trabalho, pode-se observar que a presenca da rizosfera influenciou
significativamente no decaimento dos patdgenos neste estudo. Enquanto os lisimetros com
plantas fertilizadas com fezes co-compostadas inoculadas apresentaram decaimento de 1 log
em 13,45 dias, o tempo para decaimento de 1 log no sistema com fertilizagao, porém sem plan-
tas foi de 40,85 dias.

Neste sentido, ¢ possivel encontrar, principalmente em estudos relacionados a coloni-
zagao de bactérias nas plantas que a rizosfera, bem como as folhas podem ser um ambiente com
menos suporte para os patégenos humanos. Isto se deve @ mecanismos naturais de reconheci-
mento de padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMP’s) pelas células vegetais
que desencadeiam a producao de respostas de defesa associadas a Imunidade Acionada por
Padroes (PTI), o que pode explicar as diferencas de decaimento entre o solo com e sem plantas
encontradas neste estudo (JACOB e MELOTTO, 2020; MITRA et al. 2009). Desta forma, mais

estudos comparativos de decaimento entre cultivos e solos sem plantas sdo requeridos.

5.3.6 Presenca de E. coli e Salmonella no lixiviado

A coleta de lixiviado ocorreu nos dias 6, 13, 20, 27 e 35 apds o transplantio das mudas.
Ap6s coletadas, as amostras foram mantidas a 4 °C por 3 dias até a analise. E importante res-
saltar que a coleta do lixiviado foi realizada conforme a disponibilidade de lixiviado nas bom-
bonas coletoras. Sendo na primeira semana coletado lixiviado apenas no lisimetro 1, na segunda
semana analisadas amostras dos lisimetros 3 e controle 1 (sem plantas). Na terceira semana o
lisimetro 2, na quarta semana os lisimetros 1 € 2 e na quinta e ultima semana os lisimetros 1, 2
e 3. Emrelagdo a Salmonella, nenhuma das amostras citadas acima apresentaram contaminagao
através do método direto de deteccdo. Em relacdo a E. coli, as amostras foram negativas até o
27° dia. No 35° dia do ciclo foram detectados 7,0 x10"2 e 1,0 x10*2 UFC.mL"! para os lisime-
tros 1 e 3, respectivamente.

A lixiviacao da bactéria E. coli na 5* semana nao ¢ explicada por nenhum evento de
precipitacdo ou rega excessiva na semana de coleta, as condi¢des de umidade também se man-

tiveram na média para os lisimetros com amostras positivas.



94

Fongaro e colaboradores em estudo em solos arenosos e argilosos analisaram a lixivi-
acdo proveniente da entrada de 300mm de agua no sistema, 120 dias apos a fertilizagdo com
digestato suino inoculado com 1077 UFC.g'de E. coli O157:H7. Como resultado, a E. coli
demorou 1 dia para chegar a profundidade de 50 cm no solo, onde permaneceu detectavel até o
20° dia. Em relagdo a lixiviagdo, a E. coli foi detectada apos 4h apds o evento de precipitacao,
aumentando a concentragdo até¢ 48h. Em comparacdo com este trabalho, ¢ possivel observar
que a precipitagdo maxima ocorrida durante o ciclo foi de 69mm, valor cerca de 4 vezes menor
que o utilizado no trabalho de Fongaro e colaboradores.

Ademais, a lixiviagdo de bactérias, depende dos macroporos do solo e dos caminhos
preferenciais da 4gua para o transporte de micro-organismos, deste modo, destaca-se a impor-
tancia da manuten¢do das condigdes ambientais do experimento, de forma a manter o solo in-
tacto e a preservar os macroporos e o transporte de micro-organismos. (FORSLUND; PLAU-

BORG et al., 2011).

5.3.7 Internalizacdo de Salmonella nas raizes e folhas de alface
Trés amostras de alface de cada lisimetro foram analisadas nos dias 6, 13,27 e 35 ap6s

o transplantio das mudas.

5.3.7.1 Raizes

Em relacdo a internalizacdo nas raizes, ndo foram encontradas bactérias tipicas de Sal-
monella ATCC durante as 5 semanas de analise. Entretanto, foram encontradas bactérias ndo
tipicas no decorrer das analises. Os valores apresentados se referem as médias da triplicata em
cada lisimetro.

No 6° dia foram encontradas bactérias nio tipicas na ordem de 3,0 x10"2 UFC.g"! nos
lisimetros 1 € 2. O lisimetro 3 foi negativo através de deteccao direta e enriquecimento. No 13°
dia de cultivo os lisimetros 1 e 2 apresentaram média de contaminacdo de 6,0 x10"2 UFC.g! e
2,50 x10"2 UFC.g™!. O lisimetro 3 ndo apresentou contaminagio. No 27° nenhum dos lisimetros
apresentou contaminag¢ao nas raizes. No 35° dia os lisimetros 1, 2 e 3 apresentaram contamina-
¢do de 4,0 x1072, 8,67 x10"2 e 5,0 x10"2 UFC.g"!, respectivamente. As raizes do controle 2
ndo apresentaram contaminagao através do método de deteccao direta ou enriquecimento du-
rante o experimento.

Os resultados obtidos podem demonstrar que a capacidade de internalizacdo esta rela-

cionada com idade e maturidade das plantas. Neste estudo, nota-se o aumento da concentragao
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de bactérias indigenas nas raizes entre a primeira e a quinta semana de experimento. Neste
sentido, Bernstein, Sela e Von-Nader (2009) estudaram o comportamento ¢ a capacidade da
bactéria Salmonella entérica de entrar nos sistemas de raizes da alface e se locomover para
partes comestiveis das plantas sob duas concentracdes diferentes de patogenos (1076 ¢ 108
CFU.g!). Para avaliar o papel potencial da superficie da raiz no processo de internaliza¢io, no
segundo conjunto de experimentos procurou-se Sal/monella nas partes aéreas das plantulas de
alface de 17 e 33 dias de idade das quais tinham sido removidos os 5 mm basais de algumas
pontas radiculares. Tal ferida radicular expde o cilindro vascular e pode facilitar a penetragao
direta de bactérias no fluxo de transpiracao.

O estudo mostrou que plantas com as raizes intactas tiveram uma contaminag¢ao de 500
CFU/g, enquanto as raizes com danos 5.130 CFU/g em plantas de 33 dias de maturidade. En-
tretanto, em plantas de 17 dias de maturidade, nenhum patogeno foi encontrado. A auséncia do
patogenos nos tecidos de mudas mais jovens (17 dias) e o aumento do numero de células de
Salmonella em folhas de plantas com raizes danificadas versus intactas sustentam a ideia de
que a contaminacao da parte aérea das mudas de 33 dias de idade resultou da internalizagao via
sistema radicular. Neste sentido, quanto mais maduras sao as plantas, maior a chance de inter-

nalizagdo de bactérias.

5.3.7.2 Folhas

Nao foram detectadas bactérias tipicas E. coli ATCC durante o experimento. Contudo,
bactérias nao tipicas foram encontradas. No 6° dia, os lisimetros 1 e 3 apresentaram contami-
na¢io na ordem de 5,50 x10"3 e 5,0 x10"3 UFC.g!, respectivamente. No 13° e 27° dia, nio
foram detectadas bactérias em nenhuma das amostras através de métodos de detecgao direta e
enriquecimento. No 35° dia, foram detectadas bactérias na ordem de 1,0 x10"2 UFC.g"! nos
lisimetros 1 e 2. O controle 2 fertilizado com fezes co-compostadas sem indculo ndo apresentou

contaminagdo nas folhas no decorrer do estudo.

5.3.8 Internalizacao E. coli nas raizes e folhas de alface

As raizes e folhas de alface ndo apresentaram contaminagdo por E. coli ATCC. Entre-
tanto, bactérias nao tipicas foram encontradas no decorrer do cultivo. Os valores correspondem
a média da triplicata de cada lisimetro em UFC.g™!.

Em relacdo as raizes, no 6° dia, a contaminagao foi de 3,0 x10"2 para o lisimetro 1, 3,50

x10"2 para o lisimetro 2, 1,0 x10”2 para o lisimetro 3. No 13° dia, o lisimetro 1 apresentou
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contaminagdo de 3,0 x10*2 UFC.g!. Os demais lisimetros nio apresentaram contaminacio. No
27° dia nenhum lisimetro apresentou contaminacao. No 35° dia apenas o lisimetro 2 apresentou
contaminagao de 7,00 x10”2 nas raizes da alface.

Em relacdo as folhas, no 6° dia, apenas o lisimetro 1 apresentou contaminagao de 3,75
logs. Nas quatro coletas seguintes nenhuma amostra dos de folhas de alface dos lisimetros tra-
balhados neste estudo apresentaram contaminagao por bactérias ndo tipicas.

Os valores obtidos nesta pesquisa para internalizagdo na folha na primeira semana,
podem ser referentes ao processo de internalizacao através de danos fisicos nas plantas e nao
necessariamente internalizacdo a partir das raizes, uma vez que a contaminacao das folhas foi
levemente mais alta que a das raizes. Entretanto, em relagdo a contaminacao das raizes € possi-
vel que esta tenha ocorrido através do modo endotico (via raizes), visto sua alta concentragao
no comeco do ciclo e seu decaimento na maioria dos lisimetros com o avango do cultivo. Neste
sentido, mais estudos sdo necessarios para diferenciar a contaminac¢ao endotica da internaliza-

¢ao via estdmatos ou danos no tecido.

5.3.9 Contaminacao do solo e Internalizacio do Adeno virus humano tipo 2 (HAdV-2)
nas raizes e folhas de alface.

A contaminac¢ao final das fezes co-compostadas inoculadas com HAdV-2 foi de 10™6
UFP.g! (6 Logio UFP.g ") apds 24 horas de inoculagio. Em relagdo as amostras de solos, 0s
lisimetros 1, 2 e 3 e controle 1 apresentaram efeitos citopaticos, porém ndo contaveis, até o 13°
dia.

Em relagdo as raizes, as amostras apresentaram contaminacdo de 4,4 Logio UFP.g!
para o lisimetro 1 e 3,4 Logio UFP.g"! para os lisimetros 2 e 3 no 6° dia ap6s o transplantio. As
demais amostras ndo apresentaram contaminagao.

As amostras de folhas, por sua vez, foram positivas para o lisimetro 1 com contamina-
¢do de 6 Logio UFP.g™! e para o lisimetro 2 com 5,5 Logio UFP.g!. Nas demais analises, as
amostras estavam abaixo do limite de deteccao do método. A concentragdo de internalizagao
nas folhas e raizes dos lisimetros 1 e 2 no 6° dia apds o processo de desinfec¢do, sdo conside-
radas altas e estdo proximas da concentracao inicial do inéculo.

Tal resultado pode sugerir, conforme Bernstein, Sela e Von-Nader (2009), que hou-
vesse feridas ou fissuras na planta devido ao manuseio de plantio e manejo, facilitando a entrada
de grande quantidade de micro-organismos, o que resulta em valores proximos a quantidade

inicial de in6culo. Isto se deve ao fato de na primeira semana de cultivo as plantas tenham
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passado pelo transplantio e fertilizagdo, além de serem pequenas e usadas em sua totalidade

para andlise, o que ndo permite escolher a amostra sem danos no tecido.

5.4 AVALIACAO DE RISCO MICROBIOLOGICO (AQRM)

Para o cenario de fertilizagdo, os calculos de dose resposta apresentaram resultados de
probabilidade de infec¢dao (PI) por E. coli para uma Unica exposicdo entre 9,47%, 25% e
40,34%, para as concentragoes de (6,54, 7,31 e 8,01 logs). Em relacdo a probabilidade de in-
feccao anual esses valores foram de 23,22, 40,34 ¢ 53,31% para as 3 concentragdes, respecti-
vamente. Para o0 HAdV-2 a probabilidade de infec¢do por Unica exposi¢do e anual nas 3 con-
centragdes foi de 100%. Para o plantio realizado no CETRE a inoculacao de 6,8 logs de E. coli
e Salmonella resultou em um risco de infecgdo por Unica exposi¢ao de 14.92% e de infecgao
anual de 30.21% e 44.06% e 57.57% para E. coli e Salmonella respectivamente. Em rela¢do ao
HAdV-2 para o plantio no CETRE, o risco de infec¢do por tinica exposi¢do e anual foram de
100%.

Consoante aos resultados obtidos para este cendrio Eisenberg et al. (2008) analisaram
biossolidos classe B tratados a partir do processo de digestdo. Para o cenario de fertilizacao,
obteve risco por unica exposi¢ao ao Rotavirus de 0.46 ou 46%, valores mais baixos que os
reportados neste trabalho para HAdV-2. Magalhaes (2012) em estudo com biossélidos no cul-
tivo de hortalicas e culturas anuais em diferentes cenarios, também reporta resultados similares
para o cendrio de fertilizacdo, com risco anual de 5,83E-5 para Salmonella e 2,84E-01 para
rotavirus para biossolidos classe A. Para o lodo classe B o risco anual foi estimado em 3,29E-
04 para Salmonella e 8,36E-01 para rotavirus.

Para o cenario de plantio e manejo do sistema de cultivo, devido as limitagdes de apli-
cacdo impostas pela resolugdo CONAMA 498/2020 correspondente ao tempo de espera entre a
fertilizagao e colheita, o risco foi considerado baixo. Para o primeiro cultivo no MIP, o risco de
infeccdo por E. coli por TUnica exposi¢do foi estimado em 0,000000000247%,
0,0000000000112% e 0,000000000000466% ¢ o risco de infeccao anual em 0,0000000519%,
0,00000000235% e 0,0000000000991% para as concentragdes de inoculagdo de 6,8, 7,3 e 8,0
unidades logaritmicas. Para o HAdV-2, os valores de risco através de unica exposi¢ao observa-
dos foram de 0,01546%, 0.1834% e 1,4%. O risco de infec¢ao anual foi estimado em 3,19%,
32% e 94,83% para as concentragoes de 3,81, 3,97 € 5,92 logs, respectivamente. Para o cultivo
no CETRE para o mesmo cenario, obteve-se risco de infeccdo por unica exposi¢do de

0,000000037% e probabilidade de infec¢ao anual de 0,00000777% para uma inoculacio de 6,8
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logs de E. coli. Para a bactéria Salmonella, os riscos por Unica exposicao foram estimados em
0,000000036% enquanto o risco anual foi estimado em 0,00000077%. Para o HAdV-2 o risco
estimado para unica exposicao foi de 0,028% e risco anual de 5,90% para uma concentragdo de
6 logs.

Para o cenario de manejo do sistema solo-planta, Magalhaes (2012) obteve riscos anu-
ais mais baixos que o desta pesquisa, sendo estimado em 1.0E-14 para Salmonella e 5,59E-10
para rotavirus em plantio com lodo classe A, realizado em pequena propriedade. Para lodo
classe B, os riscos anuais foram estimados em 5,24E-13 para Salmonella e 3,70E-09 para rota-
virus. E importante ressaltar que os resultados obtidos para o modelo aplicado por Magalhies,
considera um intervalo de 4 a 6 meses entre a aplicagdo e a colheita, tempo previsto pela CO-
NAMA 369/2006. Para fins de comparacdo neste cendrio, o autor realizou os calculos igno-
rando o periodo previsto entre a aplicacdao e o plantio, obtendo resultados de riscos anuais de
5,14E-07 para Salmonella e 7,32E-03 para rotavirus com lodo classe A. E riscos anuais de
5,79E-06 e 3,86E-2, para 0os mesmos micro-organismos, respectivamente.

Para o cenario de ingestdo das alfaces cultivadas com as fezes co-compostadas apds
processo de lavagem vigorosa em agua corrente obteve-se para o primeiro cultivo em vasos,
probabilidade de infec¢ao por E. coli para unica exposi¢ao de 1,93E-12, 3,55E-13 e 0% e risco
de infec¢do anual de 3,86E-11, 6,86E-12 e 0% para as concentragdes de 6,54, 7,31 e 8,01 logs,
respectivamente. Para o HAdV-2 a probabilidade de infec¢do por Unica exposi¢do foi de
0,0003857% para todas as concentragdes e a probabilidade de risco anual foi de 0,007714%
também para todas as concentragdes. Para o segundo cultivo no CETRE o risco de infecg¢ao
por E. coli em uma unica exposi¢ao ¢ de 2,054E-10 e a probabilidade de infeccdo anual de
4,10E-09. Para a Salmonella o risco por Unica exposicao foi estimado em 5,16 E-10 e risco
anual de 1,03E-08. Para o HAdV-2 neste cultivo o risco por tnica exposic¢ao foi de 0,0003857%
e risco anual de 0,007714%.

Os resultados obtidos para este cendrio sdo corroborados pelos dados obtidos na pes-
quisa de Magalhaes (2012), onde o risco anual médio para Sa/monella foi estimado em 4,86E-
12 e 7,8E-08 para o rotavirus para biossolidos classe A. Para o lodo de classe B, o risco foi
estimado em 6,42E-11 para Salmonella e 4,46E-7 para rotavirus.

No trabalho de Nag e colaboradores (2022), os autores realizaram um estudo de
QMRA concernente ao uso de composto animal e digestato e os riscos envolvidos no consumo
das hortaligas. Como resultado, obtiveram um risco de infec¢do anual para E. coli, estimado em

2,27E-4 para esterco animal ndo pasteurizado, 3,77E-5 para digestato sem pasteurizacao e 3,0E-
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11 para digestato pasteurizado. Cabe ressaltar, que neste trabalho, os autores incluiram dados
de inativacao dos micro-organismos das hortaligas e embalagens por UV apo6s a lavagem e antes

da comercializagdo, além do recrescimento dos micro-organismos referente ao armazenamento

na geladeira do consumidor por 5 dias.
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Tabela 9: Doses ingeridas por exposi¢do Unica e anual e risco por unica exposicao e anual para os cenarios de
fertilizacdo, plantio e manejo e consumo das hortaligas fertilizadas com fezes co-compostadas.

Cendrio 1: Fertilizagao e Plantio

Dose Dose PI (%)
. D .
Patégeno € P Doseanual "eSPOStA  resPosta gy o) ANUAL  UNICA
exposicio exposic3o Gnica N
anual exposigio EXPOSICAO

E. coli: 6,54 logs 2.20E+04 1.10E+05 2.32E-01 9.47E-02 23.22272828 9.471200582
E. coli: 7,31 logs 1.32E+05 6.59E+05 4.03E-01 2.50E-01 40.34946254 25.01481397
E. coli: 8,01 logs 6.59E+05 3.30E+06 5.33E-01 4.03E-01 53.31008461 40.34946254
HAdV-2: 3,1logs 5.20E+02 2.60E+03 1.00E+00 1.00E+Q00 100 100
HAdV-2: 3,97 logs 7.60E+02 3.80E+03 1.00E+00 1.00E+00 100 100
HAdV-2:5,92logs 5.84E+04 2.92E+05 1.00E+00 1.00E+00 100 100
E. coli: 6,5 logs 4.48E+04 2.24E+05 3.02E-01 1.49E-01 30.21492253 14.92453962
Salmo: 6,8 logs 5.74E+05 2.87E+06 0.575759 0.440628 57.57590361 44.06276142

PLANTIO MIP

PLANTIO
CETRE

HAdV-2: 6 logs 8.00E+04 4.00E+05 1.00E+00 1.00E+00 100 100
Cendrio 2: Manejo sistema solo planta
Dose por relzocs:ta reI:o:'Zta P1 (%)
Patégeno exposicao Dose anual exp(’:sigéo l]:ica PI (%) ANUAL UNICA~

anual exposigio EXPOSICAO
E. coli: 6,54 logs 3.88E-07 8.16E-05 5.19E-10 2.47E-12 5.19E-08 2.47E-10
QS- E. coli: 7,31 logs 1.76E-08 3.70E-06 2.35E-11 1.12E-13 2.35E-09 1.12E-11
®) E. coli: 8,01 logs 7.43E-10 1.56E-07 9.91E-13 4.66E-15 9.91E-11 4.66E-13
E HAdV-2: 3,1logs 2.55E-04 5.35E-02 3.20E-02 1.55E-04 3.20E+00 1.55E-02
; HAdV-2: 3,97 logs 3.03E-03 6.35E-01 3.20E-01 1.83E-03 3.20E+01 1.83E-01
HAdV-2:5,92 logs 2.32E-02 4.88E+00 9.48E-01 1.40E-02 9.48E+01 1.40E+00
g W E. coli: 6,5 logs 5.82E-05 1.22E-02 7.77E-08 3.70E-10 7.77E-06 3.70E-08
% I Salmo:6,8logs 1.60E-04 3.37E-02 2.74E-07 1.30E-09 2.74E-05 1.30E-07
o © HAdV-2: 6 logs 4,78E-04 1.00E-01 5.91E-02 2.90E-04 5.91E+00 2.90E-02

Cenadrio 3: Consumo das hortaligas

Dose Dose Pl (%) |
, Dose por Dose resposta -
Patogeno . . resposta . UNICA
exposicao anual unica

anual o posicio Pl (%) ANUAL EXPOSICAO
E.coli:6,54logs  3.04E-09 6.08E-08 3.87E-13 1.93E-14  3.8658E-11 1.9318E-12
E.coli:7,31logs  5.396-10 1.08E-08 6.86E-14 3.55E-15  6.8612E-12 3.5527E-13
E. coli: 8,01 logs 1.10E-12 2.20E-11 0.00E+00 0.00E+Q00 0 0
HAdV-2: 3,1logs  6.36E-06 1.27E-04 7.71E-05 3.86E-06 0.007714761 0.000385752
HAdV-2:3,97 logs 6.36E-06 1.27E-04 7.71E-05 3.86E-06 0.007714761 0.000385752
HAdV-2:592logs 6.36E-06 1.27E-04 7.71E-05 3.86E-06 0.007714761 0.000385752
E.coli:6,8logs  2.50E-08 5.17E-07 3.29E-12 1.64E-13 3.28715E-10 1.64313E-11
Salmo:6,8logs  6.36E-07 1.27E-05 1.03E-10 5.16E-12 1.03201E-08 5.16009E-10

HAdV-2: 6 logs 6.36E-06 1.27E-04 7.71E-05 3.86E-06 0.007714761 0.000385752
Fonte: A autora (2022)

PLANTIO MIP

PLANTIO
CETRE
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6 RESUMO DOS RESULTADOS

Em linhas gerais, o presente estudo fez possivel a compreensao de aspectos importan-
tes para a seguranga no reuso de biofertilizante feito a partir de excretas humanas em cultivos
de hortaligas. A analise integrada de diversos fatores, como: fitotoxicidade nas sementes, con-
taminagao microbiologica no solo e nas plantas e avaliagdo quantitativa de risco microbioldgico
aplicado aos cenarios de fertilizagdo, plantio, manejo e consumo de alfaces fertilizadas com
fezes co-compostadas, permitiram a determinacao do comportamento da bactéria E. coli e Sal-
monella no solo e nas plantas, bem como do virus HAdV-2 nas plantas, além de uma estimativa
do risco do reuso de fezes co-compostadas e de sua fitotoxicidade.

As fezes co-compostadas apresentaram fitotoxicidade moderada para as sementes de
alface na concentragdo de 10% (IG: 66,3%) e alta fitotoxicidade para as concentragdes de 25%,
(IG: 10%) e 50% (IG:0%). A concentragao de 10% apresentou GRS de 87,75% e a concentragdo
25% de 20,40%. O crescimento relativo das raizes foi de 75,65% para 10% e 50,35% para 25%.
A concentragdo de 50% ndo apresentou germinagao e crescimento, sendo considerada altamente
fitotoxica.

No primeiro experimento, conduzido em estufa, 3 concentragdes de E. coli (6,58 7,31
e 8,01 Logi0.UFC.g™") e HAdV-2 (3,81, 3,97, 5,92 Log10.UFP.g™") inoculadas nas fezes co-com-
postadas foram testados quanto a contaminag¢do no solo e nas plantas. Obteve-se para a bactéria
E. coli um decaimento no solo mais rapido em concentragdes mais altas, confirmado pelos co-
eficientes de decaimento (K) (-0,07279 para in6culo com 6,58 logs, -0,09092 para 7,31 logs e
-0,115 para 8,01 logs) e da estimativa de inativagdo (T90) obtidos (13,74 dias para 6,5 logs, 11
dias para 7,31 logs e 08,63 dias para 8,01 logs). Em relacdo a contaminacdao das plantas, a
bactéria E. coli foi encontrada em maior quantidade na parte interna das folhas das concentra-
¢oOes mais altas (7,31 e 8,01 logs), durante as 3 primeiras semanas de experimento. O coeficiente
de correlacdo de Spearman mostrou correlagdo do decaimento da bactéria E. coli internalizadas
na folha em relagdo ao tempo de -0,79, com p de 0,0347. Entretanto, este estudo ndo encontrou
correlagdo entre a internalizagdo nas raizes e nas folhas, sugerindo que a internalizacdo pode
ndo ter ocorrido somente através do modo endotico (via raizes), mas principalmente, através de
danos fisicos ou fissuras no tecido vegetal que permitem a internalizacdo da bactéria E. coli na
parte interna do tecido vegetal, protegida do processo de desinfec¢do com AgNOs. Em relacao
a0 HAdV-2, mesmo em concentragdes menores (5 Logio.UFP.g"), o virus foi encontrado nas

raizes em concentragdo constante (2-3 Logio UFP.g™") durante 5 semanas do cultivo. Neste pri-
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meiro experimento os periodos estimados para inativacdo de 4 unidades logaritmicas de bacté-
ria E. coli no solo sdo superiores ao periodo de cultivo para todas as concentragdes estudadas
(6,58 7,31 ¢ 8,01 Log;o.UFC.g™).

Para o experimento conduzido em lisimetros em ambiente aberto e fertilizado com
fezes co-compostadas inoculadas com 6,84 logs de E. coli, 6,85 logs de Salmonella e 6 logs de
HAdV-2, pode se perceber, em relagdo a E. coli e Salmonella, que o controle sem plantas, obteve
um coeficiente de decaimento no solo de -0,0244 para E. coli € -0,0331 para Salmonella, valores
menores que os obtidos pelo sistema com plantas, com K: -0,0728 para E. coli € -0,07651 para
Salmonella. O T90 foi estimado em 16,46 dias para a Salmonella para o sistema com plantas e
38,39 dias para o sistema sem plantas. Para E. coli, este valor foi de 13,24 dias e 40,85 dias,
respectivamente. Tais valores podem indicar que as raizes auxiliam o processo de inativagao
dos patdgenos no solo.

Em comparacdo ao experimento em estufa, com a mesma concentragdo (7 logs) o
coeficiente de decaimento da E. coli foi maior nos vasos em estufa (K: 0,07279) que nos lisi-
metros em ambiente aberto (K: -0,06117). Em relagdo a internaliza¢ao das bactérias E. coli e
Salmonella nas folhas e raizes das alfaces, ndo foram encontradas bactérias tipicas. Entretanto,
a presenga de bactérias ndo tipicas (indigenas) nas raizes pode ser observada nos lisimetros 1 e
2 na primeira e segunda semanas € nos lisimetros 1, 2 e 3 na terceira semana. Em relacdo as
folhas na primeira semana os lisimetros 1 e 3 e lisimetros 1 e 2 na 5* semana. Tal resultado pode
indicar internalizagdo via raizes e através de estdmatos expostos ou ranhuras no tecido vegetal.
Em relagdo ao HAdV-2 nas plantas foi observada internalizacdo apenas nas folhas na ordem de
6 logs na primeira semana no sistema de triplicatas, o que pode sugerir que ranhuras nas plantas
podem causar niveis de contaminacdo proximas aquelas aplicadas ao biofertilizante via inocu-
lagdo.

A utilizacao da metodologia AQRM permitiu estimar o risco para os cenarios de fer-
tilizagdo e plantio, manejo e consumo das hortalicas fertilizadas com fezes co-compostadas
inoculadas com E. coli e HAdV-2 referente aos dois ciclos de cultivo realizados nesta pesquisa.
Como resultado, os maiores riscos estdo no cenario de aplicagdo do biofertilizante com proba-
bilidade de infec¢do anual por E. coli que variam entre 23,22% e 53,31% com as concentragdes
estudadas neste trabalho. Para a bactéria Salmonella o risco variou de 44,06% a 57,57%. A
probabilidade de infec¢@o anual por HAdV-2 foi de 100% para todas as concentragdes estudadas

nesse trabalho, o que se configura um risco elevado.
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Para os cenarios de manejo do sistema solo-planta os riscos foram considerados bai-
xos, apresentando probabilidade de infec¢do anual por E. coli entre 0,000000000991 e
0,000000518%. O risco por unica exposicdo variou entre 0,000000000000466 e
0,000000000246%. Para a Salmonella, o risco por unica exposi¢ao foi de 0,000000013 ¢ o
risco anual 0,0000027%. Os riscos obtidos para Unica exposi¢do por HAdV-2 variaram entre
1,4 ¢ 0,0015% e o risco anual entre 3,19 e 94,83% para os dois ciclos de cultivo, apresentando
risco muito superior as bactérias E. coli e Salmonella mesmo em concentracdes menores.

O cendrio de consumo das hortaligas apds processo de lavagem, apresentou riscos anu-
ais quase nulos para E. coli, variando entre 6,6E-12 e 0%. Para Salmonella o risco foi levemente
mais alto que o apresentado para E. coli com risco anual de 0,00000000103%. Para HAdV-2 o
risco anual de consumo foi estimado em 0,0077% enquanto o risco por Unica exposicao foi de

0,000385752%.

7 CONCLUSAO

Para fins de seguranca microbioldgica no uso de biofertilizantes feitos a partir de ex-
cretas humanas € necessario entender o comportamento de patdgenos adicionados ao solo via
fertilizagdo, de forma a fornecer dados de seu decaimento no solo e sua agrega¢do nas hortalicas
que serdo consumidas cruas. Neste sentido, modelos bacterianos e virais auxiliam nesse pro-
cesso por possuirem metodologia de anélise ja desenvolvida em laboratorio.

Esta pesquisa demonstrou tempo de inativacdo de 4 logs das bactérias E. coli e Salmo-
nella superiores ao periodo de cultivo. Corroborando os resultados obtidos através de experi-
mentos laboratoriais, a avali¢do quantitativa de risco microbioldgico demonstrou riscos eleva-
dos de infecgdo por E. coli, Salmonella e HAdV-2 para o cenario de fertilizagcao nas condi¢des
de inoculagdo deste trabalho. Desta forma, a proposi¢ao de barreiras de seguranca ao trabalha-
dor rural € requerida, destacando-se o uso dos EPI’s como luvas, méscaras e dculos de prote¢ao
durante a aplicagdo. Ademais, a contaminag¢do viral se mostrou superior a contaminagao bacte-
riana mesmo em concentragoes mais baixas.

O risco de manejo dos cultivos foi considerado baixo para E. coli, se mantendo consi-
deravelmente abaixo do limite estabelecido como seguro. Para Sa/monella é possivel observar
que os riscos sao proximos dos toleraveis mesmo em concentragdes mais altas de contaminagao
para a bactéria. O modelo viral HAdV-2, por sua vez, apresentou riscos mais elevados que ul-
trapassaram o limite estabelecido pela Organizagdo Mundial de Satde como toleravel. Ainda

em relacdo ao manejo dos cultivos, destaca-se a importancia da recomendagdo prevista pela
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CONAMA 498/2020 entre a aplicagdo do biofertilizante e a colheita para o decaimento dos
organismos patogénicos que possam estar presente no material.

Para a contaminacdo das plantas e seu consumo, os riscos apresentados estdo bem
abaixo do limite toleravel para os modelos bacterianos. Para os modelos virais, o risco esta
acima do risco anual toleravel definido pela WHO (2016) como 107 hab. ano. Ainda, é de suma
importancia destacar a importancia do processo de higienizacao das plantas, além de necessaria
atencao com a manipulagdo destas em campo, de forma a minimizar os danos fisicos nas folhas,
principalmente proximo ao solo, pois este ¢ um fator que pode aumentar as chances de interna-
lizagao de patogenos que estardo protegidos da agdo de lavagem e desinfeccao.

Ademais, destaca-se a importancia de seguir a recomendagao de adubacido em confor-
midade com a condic¢ao atual do solo, de modo a ndo causar efeitos toxicos para as plantas e/ou

efeitos indesejados no solo, como acumulagdo de fosforo.

8 RECOMENDACOES FINAIS
Como recomendagao para trabalhos futuros provenientes dos resultados obtidos, te-
mos:
eAvaliagdo da aplicagdo de fezes co-compostadas em diferentes tipos de solo de forma
a compreender as variagcdes do decaimento decimal dos modelos bacterianos e virais
em diferentes cenarios de aplicacao;
e Avaliacao da fitotoxicidade em concentragdes mais baixas de biofertilizantes, prefe-
rencialmente de 1 a 10%;
oA avaliagdo do decaimento de HAdV-2 e outros modelos virais no solo durante o
periodo de cultivo de forma a estabelecer coeficientes de decaimento decimais sob
diferentes concentracoes;
eAvaliacdo da internalizag¢@o nas plantas de forma mais frequente durante as duas pri-
meiras semanas apos a fertilizacdo e plantio;
eAvaliacdo mais detalhada do processo de internalizagdo dos modelos bacterianos e
virais, suas principais vias de acesso ao tecido vegetal e contribui¢do para a concen-
tragao final;
eAvaliagdo quantitativa de risco microbiologica em cenarios que englobem toda a ca-
deia produtiva das fezes co-compostadas até o consumo das hortaligas;
eQuantificacao de contaminantes emergentes, como farmacos nas fezes co-composta-

das, além do solo e plantas apo6s a fertilizacao.
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