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RESUMO

Devido ao crescimento populacional e do langcamento inadequado de esgotos
sanitarios sem tratamento, uma parcela significativa da populagdo brasileira enfrenta
desafios relacionados a escassez de saneamento béasico. O langamento irregular de
esgoto, contendo elevada carga organica e nutrientes, pode resultar na eutrofizagao
dos corpos hidricos e consequentemente na perda da qualidade da agua. Entre esses
nutrientes, destaca-se o fésforo, um recurso mineral finito de extrema importancia para
a agricultura, sendo amplamente utilizado nos fertilizantes agricolas. Diante desse
cenario, tém-se buscado alternativas para a recuperacao do fésforo, e uma técnica
gue se destaca € a precipitacdo da estruvita a partir de urina humana, por ser uma
técnica simples, de baixo custo e alta eficiéncia de recuperacdo de nutrientes. Sendo
assim, essa pesquisa tem como propdésito investigar o processo de precipitacao de
estruvita a partir de urina humana separada na fonte, visando a recuperagéo de
fosforo, analise do comportamento das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica
e Enterococcus faecalis durante o processo de producdo da estruvita, inativacao
desses micro-organismos patogénicos durante o processo de secagem do precipitado
e avaliacdo da fitotoxicidade da estruvita em sementes de Lactuca sativa (alface) e
Eruca sativa (rucula) quando aplicada em diferentes concentracdes. Os ensaios de
precipitacao foram realizados em reator piloto, o precipitado de estruvita foi seco em
temperatura ambiente e em estufa a 35°C por 4 dias, sendo realizadas analises
microbiolégicas diariamente ao longo do periodo de secagem. A producao obtida nos
ensaios foi de 1,51 gramas de estruvita para 1 litro de urina, com eficiéncia de
recuperacdo de foésforo de 83,7%. A reducdo da concentracdo das bactérias
Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis durante o processo de
precipitacao foi de 5,92log10, 6,57log10 e 4,96l0g10, respectivamente. A reducéo da
concentracdo das bactérias no processo de secagem foi a mesma em temperatura
ambiente e em estufa para a Salmonella entérica (2,75log10) e Enterococcus faecalis
(4,68log10), a Escherichia coli reduziu 4,22logl0 em temperatura ambiente e
4,24log10 em estufa. A estruvita mostrou-se fitotoxica para Lactuca sativa somente
na concentracdo de 10%, enquanto para Eruca sativa apresentou fitotoxicidade em
todas as concentracdes analisadas.

Palavras-chave: Saneamento ecoldgico; Estruvita; Recuperacao de fosforo; Urina;
Patogenos entéricos.



ABSTRACT

Due to population growth and the inadequate discharge of untreated sewage, a
significant portion of the Brazilian population faces challenges related to the lack of
basic sanitation and drinking water. The irregular discharge of wastewater, containing
a high organic load and nutrients, can result in the eutrophication of water bodies and,
consequently, the loss of water quality. Among these nutrients is phosphorus, a finite
mineral resource of extreme importance for agriculture, widely used in agricultural
fertilizers. Given this scenario, alternatives have been sought for phosphorus recovery,
and one technique that stands out is the precipitation of struvite from human urine, as
it is a simple, low-cost, and highly efficient nutrient recovery technique. Therefore, the
purpose of this research is to investigate the process of precipitating struvite from
human urine separated at source to recover phosphorus and analyze the behavior of
Escherichia coli, Salmonella enterica, and Enterococcus faecalis bacteria during the
struvite production process, inactivation of these pathogenic microorganisms during
the precipitate drying process and evaluation of the phytotoxicity of struvite on Lactuca
sativa (lettuce) and Eruca sativa (rocket) seeds when applied at concentrations of 10%,
5%, and 3%. The precipitation trials were conducted in a pilot reactor, the struvite
precipitate was dried at room temperature and in an oven at 35°C for four days, and
microbiological analyses were carried out daily throughout the drying period. The yield
obtained in the tests was 1.51 grams of struvite per 1 liter of urine, with a phosphorus
recovery efficiency of 83.7%. The reduction in the concentration of Escherichia coli,
Salmonella enterica, and Enterococcus faecalis bacteria during precipitation was 5.92
logl0, 6.57log10, and 4.96log10, respectively. The decrease in the concentration of
bacteria in the drying process was the same at room temperature as in the oven for
Salmonella enterica (2.75log10) and Enterococcus faecalis (4.68l0g10). At the same
time, Escherichia coli was reduced by 4.22log10 at room temperature and 4.24log10
in the oven. Struvite was phytotoxic to Lactuca sativa only at a concentration of 10%,
while it was phytotoxic to Eruca sativa at all the concentrations analyzed.

Keywords: Ecological sanitation; struvite; phosphorus recovery; urine; Enteric

pathogens.
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1INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, observou-se um crescimento populacional desenfreado,
com a rapida urbanizacéo transformando as cidades em centros de oportunidades,
mas também em desafios complexos. Esse aumento na populacdo tem gerado uma
presséo significativa sobre o0s recursos naturais e o meio ambiente. Neste contexto, o
equilibrio entre a expanséo das areas urbanas e a preservacédo do meio ambiente tem
se tornado uma prioridade global. Ao mesmo tempo, a necessidade de fornecer
servigos de saneamento eficazes tornou-se mais crucial do que nunca.

No Brasil, dados do Sistema Nacional de Informacfes sobre Saneamento
(SNIS), apontam que apenas cerca de 55,8% da populacao total tem rede de esgoto
e somente 51,2% dos esgotos do pais séo tratados (BRASIL, 2021). O sistema de
saneamento convencional, mencionado nas estatisticas, adota um modelo linear, em
gue as excretas sdo consideradas descartaveis. Em contrapartida, o sistema de
saneamento ecoldgico € caracterizado por um modelo circular, com objetivo de
reciclar os nutrientes das excretas, ao mesmo tempo que visa a reducéo da carga de
nutrientes langados dos corpos hidricos (WERNER et al., 2009).

O lancamento de esgoto nos corpos hidricos sem tratamento representa um
problema para o meio ambiente, uma vez que contribui para o aumento da carga de
nutrientes nos ecossistemas aquaticos, acelerando o processo de eutrofizacao,
principalmente devido a presenca de fésforo (MARTI et al., 2017). A eutrofizacéo
resulta no crescimento demasiado de algas, impactando diretamente a biota aquéatica,
a qualidade da agua, e o abastecimento de agua.

O fosforo desempenha um papel essencial na agricultura, sendo um
componente vital para o crescimento das plantas e desenvolvimento de sua parte
produtiva. No entanto, as concentracfes de fosforo naturalmente presentes no solo
geralmente ndo sao suficientes para atender as demandas nutricionais das culturas
(HAVLIN et al., 2013). Sendo assim, sdo utilizados fertilizantes, em sua maioria
guimicos, para suprir essa caréncia. Entretanto, o fésforo contido nesses fertilizantes
sintéticos é um recurso finito, obtido por meio da extracdo de rochas fosfatadas, as
guais segundo Cordell et al. (2009), tendem a se esgotar em 70 a 100 anos.

Diante do esgotamento das reservas de fésforo, torna-se essencial explorar
fontes alternativas desse elemento. Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento

significativo na pesquisa voltada a recuperacdo de nutrientes da urina. Dentre essas
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abordagens, destaca-se a precipitacdo da estruvita, uma técnica que se sobressai
pela sua simplicidade, baixo custo e alta eficiéncia na recuperagdo de nutrientes
(ETTER et al. 2011).

No entanto, embora a urina humana seja boa fonte de nutrientes, sua
utilizacdo na producéo de fertilizantes agricolas demanda cuidados especiais, visto
gue, a urina pode conter micro-organismos patogénicos (DECREY et al., 2011), o que
pode acarretar riscos a satde humana e a contamina¢des ambientais. Portanto, € de
suma importancia investigar a inativacéo desses micro-organismos na precipitacao de
estruvita.

Sendo assim, diante da exploracdo insustentavel das reservas de fosforo e da
necessidade de promover um desenvolvimento sustentavel, o presente estudo tem
como proposito investigar o processo de precipitacdo de estruvita a partir de urina
humana separada na fonte, visando a recuperacao de fosforo, inativacdo de micro-

organismos patogénicos e avaliagdo da fitotoxicidade da estruvita.
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20BJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é estudar o processo de precipitacdo da
estruvita a partir da urina humana separada na fonte em termos de recuperacéo de

fésforo, inativacdo de micro-organismos patogénicos e fitotoxicidade.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficiéncia da recuperacado de fésforo a partir da precipitacdo da
estruvita;

e Analisar o comportamento das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica
e Enterococcus faecalis como modelos bacterianos durante o processo de
producéo da estruvita,

e Investigar o processo de secagem da estruvita em temperatura ambiente e
estufa, visando a inativacdo dos micro-organismos patogénicos.

e Avaliar a fitotoxicidade da estruvita em dois tipos de sementes (Lactuca sativa

e Eruca sativa) em bioensaios.
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3REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 SANEAMENTO FOCADO EM RECUPERACAO DE RECURSOS

A Agenda 2030 das Nacdes Unidas é um compromisso global que visa
abordar desafios fundamentais que o mundo enfrenta, buscando o desenvolvimento
sustentavel. Um dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos
nessa agenda € o ODS 6, que se concentra em assegurar a disponibilidade e gestao
sustentavel da agua e o saneamento para todos até 2030 (Nac¢des Unidas Brasil,
2015). O saneamento desempenha um papel crucial nesse contexto, pois esta
diretamente ligado a saude publica, a preservacdo ambiental e ao bem-estar das
comunidades.

O sistema de saneamento convencional opera sob um modelo linear que
envolve a coleta, transporte, tratamento (quando existente) e destinacao final do
esgoto. Conforme destacado por Werner et al. (2009), esse sistema tende a causar a
contaminacdo dos corpos hidricos com nutrientes, farmacos, horménios, matéria
organica, micro-organismos patogénicos e outros poluentes, desencadeando, por
conseguinte, o processo de eutrofizacdo dos corpos d'agua. Além disso, consome
agua de boa qualidade para a descarga e transporte de excretas humanas, e ha
significativos gastos de energia e custos operacionais e de manutencao.

Por outro lado, o sistema de saneamento ecoldgico se baseia em um modelo
circular, visando a reciclagem e aproveitamento dos recursos gerados do
saneamento. Segundo Werner et al. (2009) este sistema oferece uma série de
vantagens, incluindo melhoria na saude publica ao reduzir a introducdo de micro-
organismos patogénicos do esgoto no ciclo da agua. Adicionalmente, promove a
sustentabilidade ao estimular a reciclagem segura e higiénica de nutrientes, produtos
organicos, agua e energia, contribuindo para a conservacdo de recursos, como a
reducdo do consumo de agua e a substituicdo de fertilizantes quimicos, com a
consequente minimizacdo da poluicdo da &agua. Ademais, contribui para a
preservacao da fertilidade dos solos, valoracao das excretas humanas e utilizacdo na
producédo de alimentos.

Considerando que um dos objetivos do saneamento ecoldgico € recuperar e
reutilizar os nutrientes contidos nas excretas humanas, o banheiro seco destaca-se

como um exemplo proeminente dessa estratégia. Diversas nac¢des ao redor do mundo
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utilizam o banheiro seco, incluindo os Estados Unidos, Canadé, Suécia, Noruega,
Nova Zelandia, Inglaterra e Austrélia (ALVES, 2009).

Existem diferentes tipos de banheiros secos, como por exemplo, o banheiro
seco compostavel, no qual h4 a mistura das fezes com a urina em um mesmo
recipiente, neste tipo é utilizada a compostagem para tratar as excretas (SMITH,
2015). O segundo modelo é o banheiro seco com vaso separador, no qual ocorre a
separacao das fezes e da urina, de acordo com Magri (2013), esse tipo de banheiro
seco apresenta a vantagem de facilitar o tratamento e manipulacdo das fezes, que
ficam menos Umidas, além de otimizar a concentracdo dos nutrientes presentes na
urina.

O banheiro seco néo apenas reduz significativamente a necessidade de agua
potavel para diluir e transportar as excretas humanas, mas também desempenha um
papel crucial na mitigacdo do risco de transmissao de doencas de veiculacao hidrica,
através da segregacgdo e tratamento individual das excretas humanas e evitando a
mistura das fezes com urina ou agua potavel (ESREY et al., 2001). Um esquema
ilustrativo de um vaso sanitario separador de urina e fezes € apresentado na Figura
1.

Figura 1: Esquema de um vaso sanitario separador.

\\/_\
=

Urine-diverting
pedestal

Fonte: Magri, Philippi e Vinneras (2013).
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A qualidade das excretas estd diretamente relacionada ao gerenciamento
adequado dos banheiros secos. Um projeto apropriado é essencial para garantir o
funcionamento do banheiro, o qual deve apresentar compartimento para as excretas;
boa circulagcdo de ar, promovendo a ventilacdo necessaria e, por conseguinte,
contribuindo para a reducéo de odores indesejados; e material ideal de recobrimento
para as excretas como papéis ou folhas secas, serragem ou cal para sua desidratacéo
e alcalinizacdo do material. Ademais, € importante assegurar praticas de manuseio e
manutencédo adequadas a fim de garantir a eficiéncia continua do sistema ao longo do
tempo (ANAND et al., 2014; TONETTI et al., 2018).

3.2 CARACTERIZACAO DA URINA HUMANA

A urina humana € uma solucdo aquosa excretada pelo organismo humano.
Ela é composta predominantemente por agua que compreende aproximadamente
95% de sua composicao e o restante da constituicdo inclui uma variedade de sais e
nutrientes, tais como cloreto de sédio, ureia, amdnia, potassio e fosforo (VINNERAS,
2001; ROSE et al., 2015). A Tabela 1 apresenta a caracterizacao qualitativa da urina
humana in natura de acordo com Magri (2013).

Em meédia, uma pessoa em idade adulta produz 1,5 litros de urina por dia,
podendo variar entre 1 e 2,5 litros, conforme apontado por Rauch et al. (2003). Sendo
assim, uma pessoa adulta gera em média 400 litros de urina ao longo de um ano, o
gue resulta em 4,0 kg de nitrogénio, 0,4 kg de fosforo e 0.9 kg de potassio (ESREY et
al., 1998).

E importante salientar que as caracteristicas da urina sdo suscetiveis a
variacGes de acordo com diversos fatores, tais como o sexo, a idade, o peso e o estilo
de vida do individuo. Ademais, as condi¢cdes ambientais, como o clima e localizacéo
geogréfica também influenciam nas caracteristicas da urina (JONSSON; VINNERAS,
2004; ZANCHETA, 2007).

Embora a quantidade de urina nos esgotos sanitarios represente apenas
cerca de 1% do volume total, ela contribui com uma parcela consideravel dos
nutrientes que chegam em uma estacao de tratamento de esgoto. Essa contribuicéo
corresponde a aproximadamente 80% de nitrogénio, 50% de fésforo e 90% de
potassio, nutrientes essenciais para a agricultura (MEINZINGER; OLDENBURG,
2009).
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Tabela 1. Caracterizagdo qualitativa da urina humana in natura (campanha de coleta de 24 horas).

Parametros

Urina masculina 24h

Urina feminina 24h

pH
Alcalinidade (mg.L™)

Condutividade Elétrica (mS.cm?)

DBOs(mg.LY)
DQO t (mg.L?)
N-NH* (mg.L?)
N-NO, (mg.L™)
N-NO3z (mg.L?)
NTK (mg.L %)

N organico (mg.L?)
NT (mg.L?)
P-PO43 (mg.L™?)
SST (mg.L?)
ST (mg.L?)

STF (mg.L?)
STV (mg.L?)

Coliformes totais (NMP.100mL™?)

Escherichia coli (NMP.100mL1)

Enterococcus faecalis
(NMP.100mL™?)

5,84
1120

25
4260
10170
1700
0,0
18
4592
2892
4610
638
400
26495
13322
13172
2,4E+03

Nao detectado

Nao detectado

6,12
1160

25
5020
8430
875
0,0
16
5012
4137
5028
408
430
27109
11767
15341
4,1E+03

Nao detectado

Nao detectado

Fonte: Magri, 2013

Esses nutrientes em questdo tém o potencial de gerar incrustacdes e corrosao

em sistemas de tubulacao, devido ao fenbmeno natural de precipitacdo. Além disso,

resulta em um aumento nos gastos associados a limpeza das incrustacdes e ao

tratamento dos efluentes, visto que possui uma elevada carga organica. Ademais, ha

o risco de causar eutrofizacdo nos corpos hidricos (MENDES, 2019).

Por essas razdes, torna-se fundamental realizar a separacéo das fracdes de

residuos diretamente na sua origem. Além de prevenir as questbes mencionadas

anteriormente, essa pratica pode resultar em economia tanto de agua quanto de

recursos financeiros, bem como na recuperacao de nutrientes disponiveis.
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Contudo, embora a urina humana seja rica em nutrientes, é fundamental estar
ciente de que também pode conter micro-organismos patogénicos (BISCHEL et al.,
2015). Portanto, é necessario avaliar o risco microbiolégico de se utilizar derivados da
urina como biofertilizantes. Essa avaliacdo € essencial para garantir que o uso desses
derivados ndo represente uma ameaca a saude publica, protegendo, assim, a saude

da populacgéo e assegurando a seguranca dos sistemas de producéo agricola.
3.2.1 Micro-organismos patogénicos

A urina humana contém uma quantidade relativamente baixa de micro-
organismos patogénicos em comparacao com as fezes. No entanto, ainda é possivel
encontrar uma ampla variedade de patogenos na urina. No estudo realizado por
Bischel et al. (2015), foi avaliada a presenca de patdogenos humanos na urina
separada. Foram investigados 9 patdogenos humanos virais e 10 bacterianos
transmitidos pela rota fecal-oral, além da analise de produtos farmacéuticos e de um
gene de resisténcia a antibidticos. Os patdgenos virais mais comumente identificados
foram o poliomavirus JC, o rotavirus e o adenovirus humano, presentes em 100%,
34% e 31% das amostras, respectivamente. As bactérias Aeromonas spp. e Shigella
spp. foram frequentemente detectadas em 94% e 61% das amostras,
respectivamente. A bactéria Clostridium perfringens, conhecida por sua capacidade
de sobreviver por periodos prolongados na urina, foi encontrada em 72% das
amostras.

Além disso, a possibilidade de contaminacao cruzada entre fezes e urina pode
se manifestar devido ao uso inadequado ou a higiene insuficiente do banheiro.
Portanto, é de suma importancia a deteccao de micro-organismos entéricos, tais como
Escherichia coli e Salmonella spp., na urina separada na fonte, a fim de avaliar o
potencial risco de contaminacdo cruzada por fezes (AN et al., 2020).

O armazenamento da urina é capaz de inativar os micro-organismos devido a
elevacdo do pH e as altas concentracdes de ambnia geradas pela hidrélise da ureia
(UDERT et al.,, 2003). Além disso, a temperatura da urina armazenada também
influencia na inativacdo. Conforme Decrey et al. (2011), em relacdo a maioria dos
patégenos, um periodo de armazenamento de seis meses € suficiente para inativa-
los, entretanto, alguns micro-organismos necessitam de um tempo maior, como virus
e helmintos. Portanto, de acordo com o autor, é recomendavel fazer um tratamento

adicional antes de utilizar a urina armazenada como fertilizante.
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3.2.2 Recuperacédo de fosforo pela precipitacdo da estruvita

A concentragdo de nutrientes disponiveis na urina € baixa quando comparada
com os fertilizantes quimicos, ocasionando em custos elevados com o
armazenamento e transporte da urina. Por isso, é necessario incorporar uma etapa
especifica no processo de tratamento da urina, com o propésito de concentrar esses
nutrientes (MAURER et al., 2006).

Ha véarias metodologias disponiveis para a recuperacao de nutrientes a partir
da urina. Entre essas abordagens, incluem-se a estocagem da urina em um recipiente
fechado, o processo de evaporacdo, a precipitacdo da estruvita, bem como técnicas
como a eletrodialise, osmose reversa e o congelamento-descongelamento da urina
(LOURO etal., 2012; BOTTO, 2013).

De acordo com Etter et al. (2011), entre os processos existentes de extracédo
de nutrientes da urina, 0 mais estudado e aplicado € a precipitacdo quimica da
estruvita. Os autores afirmam que este método se destaca por ser uma técnica
simples, de baixo custo e com alta eficiéncia de recuperacdo de nutrientes como o
fosforo.

A estruvita, conhecida também como fosfato de amdbnia e magnésio
hexahidratado, € uma substancia cristalina com formula quimica MgNH4PO4.6H20.
Ela é formada em solugdes supersaturadas, com proporcbes equimolares de
magnésio (Mg?*), aménio (NH*") e fosfato (PO.*), contendo aproximadamente 5,7%
N, 12,6% P e 9,9% Mg em massa. A estruvita € uma substancia de alta densidade,
gue nao possui odor e apresenta baixa solubilidade em agua. No entanto, ela
demonstra alta solubilidade em solucdes &cidas e torna-se insoluvel em solucdes
neutras e alcalinas, resultando na sua precipitacdo em amostras com um pH alcalino.
(LIU et al., 2016).

Devido a insuficiente concentracdo de magnésio na urina para propiciar a
precipitacdo da estruvita, é essencial incorporar uma fonte suplementar de magnésio,
em que o magnésio desempenha o papel de ion limitante, esse processo resulta na
supersaturacdo da solucéo, levando, por conseguinte, a precipitacdo da estruvita. As
fontes mais comuns utilizadas incluem cloreto de magnésio (MgClz), éxido de
magnésio (MgO) e hidroxido de magnésio (Mg(OH)2) (ZAMORA et al., 2017), no

entanto, devido ao seu alto custo, esses compostos tornam as aplicacdes em grande
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escala economicamente inviaveis. Como alternativa, também sdo exploradas fontes
naturais mais acessiveis, como a agua do mar (ETTER et al., 2011; FRANCO, 2020)

A fim de aprimorar a precipitacdo da estruvita, € preciso levar em
consideracdo os parametros operacionais para alcancar as condi¢bes ideais. O
estudo realizado por Franco (2020) definiu as condi¢des 6timas de operacao para a
recuperacao tedrica de 90% de fésforo da urina para os valores de pH, velocidade e

tempo de rotacao e razdo molar.
3.3 PROCESSOS DE SECAGEM DO PRECIPITADO DE ESTRUVITA

Ap0s passar pelo processo de precipitacao da estruvita, € necessario conduzir
a separacdo e subsequente secagem dos cristais de estruvita formados (XU et al.,
2022). Os métodos de separacdo mais comuns identificados na literatura séo a
filtracdo e decantacao (SILVA, 2013).

Ja a secagem do precipitado de estruvita pode ser realizada em temperatura
ambiente ou utilizando uma estufa, contudo, € fundamental que a temperatura nao
ultrapasse 50°C, uma vez que temperaturas elevadas podem afetar as propriedades
da estruvita (BHUIYAN; MAVINIC; KOCH, 2008). Além disso, Decrey et al. (2011)
destacam que a exposicdo a temperaturas elevadas pode aumentar o risco de perda
de aménia, o que, por sua vez, pode ocasionar uma diminuicdo na concentracao de
nitrogénio no produto final.

A secagem em temperatura mais elevada do que a temperatura ambiente,
examinada em experimentos, melhorara razoavelmente a inativacdo dos patdogenos
no produto de estruvita. No entanto, isso também pode resultar na perda de agua
cristalina e amonia nos cristais de estruvita devido a sua decomposicao (BHUIYAN et
al., 2008).

Secar a estruvita ao sol também é uma opcao, especialmente para reatores
em pequena escala. No entanto, Decrey et al. (2011) constataram que nenhuma
inativagao significativa do fago ®X174 ou ovos de Ascaris suum foi observada quando
a estruvita foi exposta a luz solar por até 5 horas a 31°C, com uma umidade relativa
inferior a 35%. O curto tempo de exposicao pode ser uma das razdes predominantes
para a inativagdo ineficaz. A exposicdo a luz solar aumentara a temperatura da
estruvita e acelerard a perda de umidade, teoricamente induzindo a desinfec¢édo da

estruvita.
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3.3.1 Inativacao de micro-organismos patogénicos no precipitado de estruvita

E crucial realizar uma anélise abrangente da presenca de micro-organismos
patogénicos no precipitado de estruvita, especialmente quando se destina a aplicacédo
direta como fertilizante (XU et al., 2022). De acordo com Franco (2020), embora o
tema seja de grande relevancia, existe caréncia de estudos que se concentrem na
investigacdo da presenca e do comportamento de micro-organismos patogénicos,
particularmente durante as fases de precipitacédo, separacéo e secagem da estruvita.

Embora falte compreensdo sobre o processo de adsor¢cdo de micro-
organismos patogénicos na estruvita, ainda € possivel realizar com eficacia a
inativacao de patdgenos no precipitado durante as etapas subsequentes de secagem
(Bischel et al., 2016). A temperatura e a umidade desempenham papéis importantes
na determinacao da eficiéncia da inativacéo de patégenos.

No estudo feito por Bischel et al. (2016), os resultados experimentais
indicaram que a inativacdo de bactérias heterotroficas, bactérias totais, Enterococcus
spp. e Salmonella typhimurium acumulada na estruvita da urina melhorou com o
aumento da temperatura para secagem a umidade relativa constante. Em condicdes
de secagem otimizadas, a reducéo de heterotrofos chegou a atingir um valor de até
3log10 dentro de um periodo de 100 horas.

Decrey et al. (2011) avaliou a inativagao do fago ®X174 e dos ovos de Ascaris
suum durante o processo de secagem. Os ovos de Ascaris suum demonstraram uma
inativacao superior a 99% quando submetidos a uma temperatura de 35-36°C apos
secagem por 3 dias. Notavelmente, a inativacdo dos ovos atingiu apenas 1,2 log10
apos 3 dias de secagem a temperatura de 35°C e umidade relativa de 85%, enquanto
alcancou uma reducdo de mais de 2 logl0 apos apenas 1 dia de secagem a
temperatura de 36°C e umidade relativa de 36%. Isso ressalta que a inativacao dos
ovos de Ascaris suum durante o processo de secagem da estruvita é otimizada em
condi¢cBes de baixa umidade relativa.

Para o fago ®X174, observou-se que a inativacdo durante a secagem da
estruvita foi mais rapida em altas temperaturas e baixa umidade relativa e mais lenta
em baixa temperatura e alta umidade relativa. Apés um periodo de secagem de 3 dias,
a inativagdo abrangeu uma faixa de 0,5 logl0 unidades a temperatura de 5°C e
umidade relativa 85% e a 3,5 log1l0 unidades a temperatura de 36°C e umidade

relativa 35%.
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3.4 USO DA ESTRUVITA DE URINA HUMANA NA AGRICULTURA

O fésforo € um dos minerais essenciais para a produc¢ao agricola, contudo, é
encontrado em baixas concentracdes no solo (HAVLIN et al., 2013). Portanto, €
indispensavel a corre¢do nutricional do substrato, sendo comumente utilizado
fertilizantes sintéticos para suprir essa caréncia. Todavia, o fosforo € um recurso finito,
obtido por meio da extracdo de rochas fosfatadas, cujas reservas, de acordo com
Cordell et al. (2009), tendem a se esgotar no periodo de 70 a 100 anos. Posto isso, 0
uso da estruvita como biofertilizante emerge como uma alternativa sustentavel para a
recuperacao desse mineral.

Adicionalmente, como apresentado pelos autores Morita et al. (2019), a
estruvita se sobressai sobre os demais fertilizantes sintéticos devido a sua liberagao
lenta. Isso significa que as plantas assimilam apenas as quantidades necessarias ao
seu desenvolvimento, resultando em aplicagbes menos frequentes, evitando
problemas de hipersaturacéo de nutrientes e a reducdo do escoamento de excesso
de nutrientes para os corpos hidricos, diminuindo assim os processos de eutrofizacao.
Ademais, segundo o autor, os fertilizantes sintéticos costumam possuir teores mais
elevados de metais pesados do que os encontrados na estruvita.

Apesar das vantagens que a estruvita oferece, a sua aplicacdo em grande
escala é limitada devido aos custos elevados dos reagentes quimicos, tais como o
magnésio e alcali (BENA FILHO, 2019). Além disso, observa-se a auséncia de
incentivos legais e econdmicos para promover a reciclagem do fésforo em prol da
seguranca alimentar no futuro (MORITA et al., 2019). Outro elemento destacado por
Bena Filho et al. (2020), € a questédo da aceitacéo por parte dos agricultores, uma vez
gue muitos agricultores ainda ndo tém familiaridade com a concepcédo de utilizar
efluentes provenientes do saneamento como matéria-prima na producdo de
fertilizantes.

A aplicacao da estruvita como fertilizante agricola foi submetida a ensaios em
vérias culturas, tais como alface (GONZALEZ-PONCE et al., 2009), milho (ANTONINI
etal., 2012) e plantas medicinais (YETILMEZSOQY et al., 2013), resultando em um bom
desempenho. Muitos estudos destacam a necessidade de recursos adicionais para
maximizar o potencial de estruvita como fertilizante na producdo de alimentos, por
meio da combinag¢do com outros condicionadores de solo, como compostos organicos

e nutrientes minerais. Embora tenha evidenciado resultados promissores, ainda ha
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uma caréncia de informacdes sobre a aplicacao da estruvita como fertilizante agricola,
por isso, S80 necessarias mais pesquisas com o proposito de adquirir novas
informacdes capazes de complementar o conhecimento sobre o assunto (MEMELLI
et al., 2018).
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4METODOLOGIA

Esta pesquisa faz parte da pesquisa de doutorado da Amanda Silva Nunes e
encontra-se inserida no Grupo de Pesquisas de Recuperacdo de Recursos em
Sistemas de Saneamento (RRESSA), do Departamento de Engenharia Sanitaria e
Ambiental, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em Floriandpolis, SC.
Este grupo de pesquisa estuda praticas de saneamento orientado para recursos,
como aplicacdo de processos de estabilizacéo e higienizacdo de excretas (MAGRI,
2013), otimizacdo do processo de precipitacdo da estruvita (FRANCO, 2020),
aplicacdo de biofertilizantes de excretas humanas para cultivos de alimentos
(CARLON, 2021), avaliagdo do risco microbiolégico associado ao reuso de aguas
cinzas (CRUZ, 2021), avaliagdo da seguranga no uso de biofertilizantes em cultivos
de vegetais (FERREIRA, 2022) e avaliagdo do impacto de farmacos em cultivos de
vegetais (SANTOS, 2022).

A pesquisa de mestrado de Franco (2020), possibilitou obter condi¢des ideais
de pH, velocidade de rotacéo e relacdo magnésio/fosforo para obter maxima eficiéncia
de recuperacdo de fosforo durante o processo de precipitacdo da estruvita.
Paralelamente, a autora avaliou o comportamento de micro-organismos durante o
processo de producéo de fertilizante; no entanto, o processo de secagem utilizado nao
foi suficiente para garantir a seguranca microbiologica do produto produzido. Assim,
esta pesquisa visa complementar esse topico de pesquisa investigando diferentes
processos de secagem por periodos mais longos. As atividades realizadas nesta

pesquisa sdo apresentadas na Figura 2.

Figura 2. Descri¢do das atividades realizadas na pesquisa ao longo do tempo (agosto de 2023 até
dezembro de 2023).

‘ SET NOV

« Coleta de urina «+ Analises dos
« Ensaios de resultados
precipitagéo da 1 « Elaboragéo do

estruvita com doecumento final; |
- bactérias ouT DEZ

« Ensaios de secagem
- Coleta de urina; « Andlises - Ensaios de - Entrega do relatério
« Propagagao das microbiolégicas e fitotoxicidade; final;
bactérias; fisico-quimicas; « Defesa final
« Entrega do relatério
parcial

|
Fonte: A autora (2023).
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4.1 URINA HUMANA

Para a realizagdo dos experimentos, utilizou-se urina humana obtida em
campanhas de coleta realizadas nos meses de agosto e setembro de 2023 nos
banheiros femininos e masculinos do Departamento de Engenharia Sanitaria e
Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Para o estudo foram
coletados e utilizados cerca de 90 litros de urina separada na fonte. A Figura 3 ilustra
os folhetos disponibilizados nos sanitarios femininos e masculinos com o propésito de

incentivar e fornecer informacdes acerca das campanhas de coleta da urina.

Figura 3. Folheto utilizado na campanha de coleta de urina.

[ 4 v CAMPANHA PARA [ 4 v CAMPANHA PARA

Colabore com a nossa pesquisal Durante as proximas semanas, urine nos
frascos e contribua com a terceira etapa de coleta de urina iii
Etapal Etapa2 Etapa3 COLABORE COM A NOSSA iii
PESQUISA! Durante as
prOX|mas semanas, urine nos
Coleta de urina Coleta de urina Co|e::v:§t!1gr;rr\1para frascos e contribua com a
. X : i
para investigar para aplicagdo de COmFOREnto e terceira etapa de coleta de
produgdo de urina e estruvita urina.

¢ farmacos durante a
estruvita como

biofertilizante produga‘o ce
estruvita
A urina € rica em nutrientes que URINA

v

A urina é rica em nutrientes 4 podem ser recuperados e

que podem ser recuperados e aproveitados na agricultura.
utilizados na agricultura.

o0 J vVS ? 4
(s Sua urina contribuird para uma

pesquisa que visa investigaro
comportamento de farmacos

Cada vez que vocé A cada 20 litros de urina o
contribui com essa coleta, coletados, evita-se o gasto durante a PI'O‘dUQZO de
deixa de gastar em média de cerca de 800 litros de estruvita
10 litros de agua potavel d4gua potdvel
Projeto de pesquisa de Doutorado: Amanda Silva Nunes Projeto de pesquisa de Doutorado: Amanda Silva Nunes
Orientadora: Prof2 Maria Elisa Magri Orientadora: Prof? Maria Elisa Magri
Grupo de Pesquisaem a0 d em Grupo de Pesquisa em Recuperagdo de Recursos em

Sistemas de Saneamento Sistemas de Saneamento

Fonte: Arquivo RRESSA (2023).

A coleta da urina masculina foi realizada utilizando um mictério adaptado com
capacidade para armazenar até 20 litros, o qual foi instalado no banheiro masculino
do Departamento. A urina masculina foi coletada por meio de contribuicées voluntarias
até que o mictério atingisse sua capacidade maxima de armazenamento; apos
atingido, transferiu-se a urina coletada para os tanques de armazenamento, e retorno
do mictério vazio ao sanitario masculino.

A urina feminina foi conduzida em recipientes plasticos transparentes com

tampa de capacidade de 300 mL, disponibilizados nos sanitarios femininos do
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Departamento. A urina feminina também foi obtida por meio de contribuicdo
espontanea das usuéarias do sanitario. Os recipientes cheios foram recolhidos
diariamente dos banheiros, e o conteudo deles foi transferido para as bombonas de
estocagem a fim de homogeneizar a urina coletada. A urina obtida dessa maneira
também foi armazenada nos tanques de armazenamento. Os tanques de
armazenamento, constituidos de bombonas de polietileno, foram armazenados em
local fechado e protegidos de quaisquer intempéries, como chuva e sol.

A Figura 4 apresenta o sistema de coleta empregado nos sanitarios femininos

(a) e masculinos (b).

Figura 4: Coleta de urina feminina (a) e masculina (b).

Fonte: Arquivo RRESSA (2023).

4.2 PREPARACAO DOS INOCULOS

Os in6culos das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e
Enterococcus faecalis foram produzidos no Laboratério de Microbiologia, no
Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC. O estudo buscou
avaliar diferentes tipos de bactérias que fazem parte da microbiota gastrointestinal de
humanos e que podem atuar causando diferentes tipos de infeccées em humanos.
Essas bactérias tém sido utilizadas extensivamente nas ultimas duas décadas para
indicar a presencga de contaminacao fecal (CHO et al., 2020).

Para producgé&o dos in6culos, uma aliquota de 2 ml das bactérias congeladas
foi adicionada em 50 ml de meio de cultura MSB (Modified Scholten's Broth) para
Escherichia coli, TYGB (Tryptone Yeast Extract Glucose Broth) para Salmonella
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enterica e TSB (Trypticase Soy Broth) para Enterococcus faecalis, com posterior
incubacéo a 37C £ 2C com agitacao overnight, com nova reintroducdo de meio liquido
12 horas ap0s o inicio do crescimento.

A inoculacdo das bactérias na urina foi realizada a uma concentragdo de 1%
de cada uma das bactérias em termos de indculo:urina (volume:volume), totalizando
150 ml de cada bactéria para cada ensaio de precipitacdo de estruvita. Os inGculos
produzidos tinham concentragBes médias de Escherichia coli, Salmonella enterica e

Enterococcus faecalis igual a 3,98 X 10°7 UFC.ml%, 3,70 X 107 UFC.mlt e 4,15 X

1077 UFC.ml%, respectivamente.
4.3 ENSAIOS DE PRECIPITAC}AO DA ESTRUVITA

Para investigar o comportamento das bactérias durante o processo de
recuperacao de fosforo, ensaios de precipitacdo de estruvita utilizando urina humana
separada na fonte foram realizados em um reator de precipitacdo em escala piloto
localizado no Laboratério de Manipulacao de Excretas Humanas do RRESSA, situado
nas dependéncias do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC.
O reator em escala piloto (Figura 5) foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa para o
trabalho de Franco (2020).

O reator piloto, construido em PVC, possui um volume util de 20 litros,
agitacdo automatica e temporizador. Apresenta um formato cilindrico com dimensdes
de 80 cm de altura e 21 cm de diametro. O processo de enchimento do tanque é
realizado por meio de uma bomba, enquanto o esvaziamento € conduzido por meio
da abertura do registro localizado na parte inferior do recipiente. A agitacao é realizada
por meio de uma haste de 50 cm de comprimento, cuja velocidade € ajustada
manualmente, e a duracdo da agitacdo € regulada através de um painel eletrénico

fixado na parede.
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Figura 5. Reator piloto para producéo de estruvita.

Fonte: Arquivo RRESSA (2023).

Foram conduzidos um total de seis ensaios com a inoculagéo das bactérias.
No reator, introduziram-se 15 litros de urina humana contaminada com as bactérias e
60 gramas de cloreto de magnésio (MgClz), as condi¢des ideais de operagéo foram
seguidas conforme descritas por Franco (2020), com pH = 9,1, razdo molar Mg:P =
3,3, velocidade de agitacdo de 130 rpm com o agitador em funcionamento por um
periodo de 15 minutos, seguido por um periodo adicional de 60 minutos para a
sedimentacdo da estruvita. Essas condigcdes permitiram uma maior remocdo de
fosfato da urina e na formacao de estruvita.

A quantidade de reagente (fonte de magnésio) adicionada em cada ensaio foi
determinada através do calculo da razdo molar entre a concentragdo inicial de
ortofosfato na urina humana e a quantidade de magnésio presente no reagente
utilizado. A quantificacéo do cloreto de magnésio necessario foi realizada utilizando a

Equacéao 1:
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_ [POi7Q] v ,
= Tooo > MM - XMg:P X MMy g1, 61,0 (1)

[MgCl,]

Onde: PO;~i = concentragao inicial de PO; na urina (mg/L); V = volume de urina (L);
MMpp3- = massa molar do POy~ (94,97 g/mol); Mg:P = razdo molar Mg:P;

MMy g4c1, 61,0= Massa molar do cloreto de magnésio hexahidratado (203,3 g/mol).

A estruvita foi recuperada através do esvaziamento de aproximadamente 1/5
de volume do reator, utilizando o registro localizado na saida inferior do tanque. A
recuperacdo da estruvita depositada no fundo do reator foi efetuada mediante a
separacao da fase liquida, utilizando o processo de sedimentacdo da mistura. Uma
parcela da fase liquida foi armazenada em recipientes plasticos para analises
posteriores; enquanto a estruvita precipitada, foi colocada em formas de aluminio para

0S ensaios de secagem.
44 SECAGEM DA ESTRUVITA

Apoés a separacao da estruvita, a inativacdo das bactérias Escherichia coli,
Salmonella enterica e Enterococcus faecalis foi avaliada durante os processos de
secagem, sendo que duas abordagens foram adotadas: secagem a temperatura
ambiente e secagem em estufa. Um total de seis amostras de estruvita precipitada
foram secas em temperatura ambiente e outras seis amostras foram secas em estufa.

As analises da inativacdo dos micro-organismos foram conduzidas nos dias
0, 1, 2, 3 e 4 e posteriormente, no dia 10. Seis amostras foram secas em temperatura
ambiente (21+2°C) em uma sala sem exposicao direta a luz solar. As outras seis
amostras foram secas em estufa sob condicbes controladas de temperatura. A
temperatura testada foi de 35°C e foi baseada em informacBes da literatura,
considerando que temperaturas muito elevadas, acima de 50°C, podem afetar as
propriedades da estruvita (BHUIYAN; MAVINIC; KOCH, 2008).

Durante os processos de secagem, amostras foram coletadas e enumeradas
para as bactérias patogénicas (Secdo 4.5). Além disso, o pH e o teor de umidade
foram avaliados. O pH das amostras foi observado utilizando um medidor de pH de

bancada digital (modelo AK90 da marca AKSO). Enquanto para estimar o teor de
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umidade das amostras da secagem em temperatura ambiente e secagem em estufa

foi utilizada a Equacéo 2:

Umidade (%) = 100 - ZZ=2 x 100 )

Onde: Pi = peso da forma (g); Pf = peso da forma com residuo seco (g); Pa = peso da

amostra inicial (g).
45 ENUMERACAO DAS BACTERIAS

Para a realizacdo das analises microbiolégicas, foram coletadas amostras da
urina sobrenadante em diferentes intervalos ao longo do processo de producéo de
estruvita nos seguintes tempos: 0; 5; 15; 20; 30; 45; 60 e 75 minutos. Além disso,
foram conduzidas analises no dia 3 e 10 ap0s os ensaios. Quanto as analises da
estruvita precipitada, amostras desse material foram coletadas durante o processo de
secagem, em condi¢cdes de temperatura ambiente e em estufa. As analises foram
realizadas como descrito anteriormente na Secéo 4.4.

As amostras do sobrenadante e da estruvita formada foram analisadas para
as bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis. O
procedimento das analises microbiolégicas consistiu na realizacdo de diluicbes
decimais seriadas, onde 1 ml das amostras foi diluido em 9 ml de solugcédo salina
peptonada estéril. Posteriormente, foi efetuado o plagueamento e quantificacdo dos
micro-organismos presentes.

Para a deteccéo e quantificacdo das Escherichia coli, Salmonella enterica e
Enterococcus faecalis, foram utilizadas aliquotas de 0,1 ml que foram inoculadas em
placas de agar MacConkey, XLD (Xylone Lysine Deoxycholate) e SlaBa (Slanetz and
Bartley Agar), respectivamente. As placas de agar MacConkey e XLD foram
incubadas a uma temperatura de 37°C £ 2°C durante o periodo de 24 horas. Ja as
placas de agar SlaBa foram incubadas sob as mesmas condi¢cdes de temperatura,
porém por um periodo prolongado de 48 horas.Os resultados obtidos foram expressos

em unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC.ml?).
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46 AVALIACAO DA TOXICIDADE

A avaliacao da fitotoxicidade da estruvita foi adaptada da metodologia descrita
por Mafias e De las Heras (2017). Para tanto foram utilizados dois tipos de sementes:
Lactuca sativa (alface) e Eruca sativa (rucula). As diluicdes foram preparadas em agua
destilada, nas concentragfes de 10%, 5% e 3%, além de uma solucdo controle com
agua destilada sem influéncia de elementos toxicos. As diluicdes foram colocadas em
tubos para centrifuga do tipo Falcon em polipropileno (50 ml) e homogeneizadas em
agitador de tubos Vortex (Modelo K45-2810 da marca KASVI).

Filtros de papel foram posicionados com cuidado nas placas de Petri estéreis
(90 mm), a fim de evitar a formacdo de bolhas de ar. Posteriormente, as diluicbes
foram adicionadas as placas de Petri e em cada uma delas foram inseridas 20
sementes, distribuidas de maneira organizada e espacosa para possibilitar o
crescimento das raizes. As placas contendo as sementes foram seladas com
parafiime para evitar a perda da umidade sendo entdo colocadas em uma estufa a
25°C por um periodo de 5 dias (120 horas).

Apos esse intervalo, as placas de Petri foram retiradas da estufa, o nimero
de sementes germinadas e o0s comprimentos das raizes foram medidos
cautelosamente, utilizando uma régua. Com a contagem dos parametros acima, foram
feitos os seguintes calculos: o numero de sementes germinadas (G); média e desvio
padrao do comprimento das raizes; a porcentagem relativa de germinacéo (PGR), o
crescimento relativo da raiz (GRR) e do indice de germinacado (IG), os trés ultimos

foram calculados utilizando as Equacdes (3), (4) e (5).
PGR(%) = = x 100 (3)

Onde: Gs € o numero de sementes germinadas na amostra e G¢c é o numero de

sementes germinadas no controle.
GRR(%) = = x 100 (4)

Onde: Ls € o comprimento da radicula das sementes germinadas na amostra e Lc é

o comprimento da radicula das sementes germinadas no controle.
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PGR x GRR
100 (5)

1G =

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente, sendo que aqueles
discrepantes foram removidos. Os dados microbioldgicos foram transformados em
unidades logaritmicas (logl0). Para os dados de fitotoxicidade, foi realizada uma
andlise de variancia (ANOVA), para verificar a diferenca estatistica entre 0s
tratamentos e o controle, considerando p < 0,05. Além disso, foi realizado o teste de
comparacao de médias Tukey para avaliar as diferencas estatisticas entre elas. O
software utilizado foi o GraphPad.

5RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RECUPERACAO DE FOSFORO

A recuperacédo de fosforo da urina pelo processo de precipitacao de estruvita
foi obtida pela concentracdo de ortofosfato contida na urina e pela quantidade de
estruvita precipitada nos ensaios, considerando que a cada 5 miligramas de estruvita
tem 1 miligrama de ortofosfato (Franco, 2020). A concentracdo média de ortofosfato
na urina utilizada para os ensaios de precipitacdo da estruvita foi de 359,73 mg/L.
Essa concentracdo é proxima a concentracdo média da urina observada por Franco
(2020) em seus experimentos.

A gquantidade média de estruvita produzida neste estudo foi 22,59 gramas a
partir de 15 litros de urina, resultando em uma relagéo de 1,51 g/L. O valor obtido foi
semelhante ao observado na pesquisa de Krishnamoorthy et al. (2021), no qual os
autores obtiveram uma producdo de 1,34 gramas de estruvita para 1 litro de urina
humana. Outro estudo realizado por Etter et al. (2011) obteve uma producdo de
estruvita de 1,39 g/L, considerando toda a massa de precipitado produzida como
sendo estruvita, assim como no presente estudo.

Com base nos dados apresentados acima, é possivel constatar que a
recuperacgdo de fosforo da urina humana separada na fonte, por meio do processo de

precipitacdo de estruvita, alcan¢cou uma eficiéncia média de 83,7%. Franco (2020) em
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sua pesquisa obteve 90% de recuperacdo de fosforo da urina sob as mesmas
condicdes operacionais. Krishnamoorthy et al. (2021) obteve recuperacao de fosforo
acima de 90%. Em outro estudo realizado por Sakthivel et al. (2020), a recuperagéo
foi de 81,2%.

5.2 COMPORTAMENTO DE ESCHERICHIA COLI, SALMONELLA ENTERICA E
ENTEROCOCCUS FAECALIS

5.2.1 Comportamento das bactérias durante a precipitacdo da estruvita

Para compreender o comportamento das bactérias durante a precipitacédo da
estruvita, foi realizada a quantificacdo das concentracdes de bactérias do inicio ao fim
da formacado da estruvita. As concentracdes meédias (em unidades logaritmicas) das
bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis na urina,
durante todo o processo de precipitacdo de estruvita nas condicdes experimentais
adotadas (pH = 9,1, razdo molar Mg:P = 3,3, velocidade de agitacdo de 130 rpm,
tempo de agitagcdo: 15 minutos e tempo de sedimentacdo: 60 minutos), sao

apresentadas na Figura 6.
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Figura 6. Concentragdo das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis
na urina durante os ensaios de precipitacdo da estruvita. Os valores de N.D (h&o detectado) foram

substituidos pelo limite de dete¢&o 1log10.

log da concentragdo (UFC/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (min)
@ Escherichia coli Salmonella enterica Enterococcus faecalis

Fonte: A autora (2023).

Considerando as concentracdes meédias iniciais de inoculagéo da urina como
3,98E+07 UFC/ml (7,60 unidades logaritmicas) para Escherichia coli, 3,70E+07
UFC/ml (7,57 unidades logaritmicas) para Salmonella enterica e 4,15E+07 UFC/ml
(7,62 wunidades logaritmicas) para Enterococcus faecalis, a reducdo das
concentracfes médias para as trés bactérias apos os 60 minutos necessarios para a
reacdo de precipitacdo da estruvita foi de 3,88logl0, 6,56log10 e 2,05logl0,
respectivamente.

Os resultados obtidos mostraram que as concentracdes finais de Escherichia
coli e Enterococcus faecalis estavam dentro do limite de deteccdo do método;
enquanto, as concentracdes de Salmonella enterica estavam abaixo do limite de
deteccdo do método. Esses resultados demonstram que as bactérias analisadas
apresentam comportamentos distintos no decorrer da precipitacdo da estruvita e que,
as bactérias Escherichia coli e Enterococcus faecalis foram mais resistentes,
enquanto a Salmonella enterica se mostrou mais sensivel as condigbes experimentais
adotadas.
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O comportamento das bactérias Escherichia coli e Salmonella enterica
durante a precipitagdo da estruvita a partir da urina humana foi avaliado por Franco
(2020). Neste estudo, observou-se que concentragdes significativas dos micro-
organismos permaneceram na fase liquida ap6s o processo. A reducdo média da
concentracdo de Escherichia coli na fracdo liquida foi de 2,39l0g10, enquanto a
reducdo média da concentracdo de Salmonella enterica foi de 4,67log10. Essas
reducdes observadas anteriormente foram mais baixas do que as obtidas na
investigagao atual.

O comportamento de micro-organismos patogénicos durante a precipitacéo
da estruvita também foi observado por Muhmood et al. (2021), que avaliaram a
caracterizacao quantitativa e inativacéo de riscos bioloégicos em estruvita recuperada
de chorume de aves. Durante os ensaios conduzidos pelos pesquisadores, foi
observada uma diminuicdo das concentra¢cdes de micro-organismos patogénicos
durante a precipitacdo de estruvita. Os autores apontam a adsorcdo ou co-
precipitacdo sobre ou com a estruvita como responsaveis pela diminuicdo das
concentragfes na fase liquida ap0s a precipitacdo da estruvita.

Além disso, condicdes ambientalmente desfavoraveis, como niveis de pH e
amonia elevados, também podem ser responsaveis pela diminuicdo das
concentracfes das bactérias. Isto porque, a fracéo liquida da precipitacdo da estruvita
€ caracterizada pela predominancia de amobnia ionizada e ions bicarbonato,
semelhante ao processo de estocagem da urina, que possuem acao téxica sobre os
micro-organismos (ISHII; BOYER, 2015). No entanto, isso pode ser questionavel, uma
vez que, o tempo de reacdo para formacédo da estruvita foi de 60 minutos e o tempo
de inativacéo de patégenos recomendado é de 6 meses para estocagem (VINNERAS
et al., 2008).

Franco (2020), por exemplo, também avaliou os efeitos do pH sobre a
diminuicdo das concentracdes de Escherichia coli e Salmonella enterica durante a
precipitacdo da estruvita e concluiu que o pH superior a 9 nao foi um fator relevante,
considerando a baixa reducdo das concentracbes das bactérias (0,19log10 e
0,13log10, respectivamente) no controle de pH (agua deionizada com pH ajustado
para 9,1 com NaOH). Foi relatado também que a diminuicdo das concentracfes de
bactérias estava associada a presenca de altas concentragbes de amobnia néo-

ionizada (média calculada igual a 157 mM).
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As concentracdes das bactérias na fase liquida também foram medidas no dia
3 e 10 apos os ensaios de precipitacdo da estruvita. No dia 3 as bactérias Escherichia
coli e Enterococcus faecalis apresentaram concentracdes médias de 7,50E+02 e
1,98E+05 UFC/mI, respectivamente, enquanto a Salmonella enterica apresentou
valores abaixo do limite de deteccdo do método. Ja no dia 10, as trés bactérias
apresentaram concentracdes abaixo do limite de detec¢do do método, indicando que
durante o armazenamento da fase liquida ocorreu a inativacdo de micro-organismos

e ndo houve a ressuspensao dos mesmos.

5.2.2 Comportamento das bactérias durante o processo de secagem

A estruvita produzida a partir de 15 litros de urina foi seca em duas diferentes
condi¢cBes: secagem em temperatura ambiente e secagem em estufa. A concentragao
das bactérias foi regularmente enumerada ao longo de quatro dias. De inicio, a
concentracdo de Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis logo
apos a precipitacdo em pH: 9,1 foi de aproximadamente 6,56E+05, 3,61E+05 e
2,72E+06 UFC/g, respectivamente. As concentracdes de bactérias sdo consideradas
altas e podem ser atribuidas a uma possivel precipitacdo das bactérias junto a
estruvita ou também a presenca de bactérias na urina residual presente no
precipitado, que pode ser confirmado pelo teor de umidade bastante elevado apos a
separacao da estruvita, aproximadamente 83,7%,

Foi demonstrado em estudos anteriores que as altas concentracdes de
bactérias medidas na estruvita podem ser uma consequéncia de mecanismos
adicionais de retencdo bacteriana, além da umidade residual (BICHEL et al., 2016).
Depois de confirmada a presenca de bactérias na estruvita precipitada a partir da urina
humana, as duas diferentes condi¢cdes de secagem foram avaliadas e comparadas
guanto ao seu potencial de inativar as bactérias patogénicas. Esta avaliacdo € de
extrema importancia para se mostrar a qualidade higiénica e a seguranca biolégica do

fertilizante produzido.
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5221 Secagem em temperatura ambiente

As concentracdes das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e
Enterococcus faecalis durante a secagem da estruvita em temperatura ambiente
(21+2°C) sao exibidas na Figura 7. Durante os quatro dias monitorados, foi observada
uma reducdo das concentracfes de todas as trés bactérias avaliadas; no entanto,
também foi observado que as bactérias apresentaram sensibilidade e/ou resisténcia
variavel a inativacdo durante este periodo.

A umidade relativa foi um fator importante na eficiéncia de inativacao das
bactérias avaliadas. Isto esta de acordo com o reportado pela literatura disponivel (XU
et al., 2022). No estudo de Decrey et al. (2011) a inativacdo dos bacteri6fagos
aumentou linearmente com a diminuicdo do teor de umidade relativa da estruvita,
enquanto a inativacdo de Ascaris suum s6 ocorreu depois de se atingir um limiar
minimo de umidade.

Para o presente estudo, a inativacdo das bactérias Escherichia coli,
Salmonella enterica e Enterococcus faecalis na estruvita foi de 1,73, 2,75 e 2,51l0g10,
respectivamente apés 1 dia de secagem a temperatura ambiente, umidade relativa de
79,5% e pH 9,0; enquanto atingiu mais de 3log10 para as bactérias Escherichia coli e
Enterococcus faecalis apds 2 dias de secagem, umidade relativa de 67,7% e pH igual
a9,8.
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Figura 7. Concentracéo das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis
durante o processo de secagem em temperatura ambiente (21+2°C). Os valores de N.D (ndo
detectado) foram substituidos pelo limite de dete¢&o 1log10.

log concentragdo (UFC/g)

0 1 2 3 4
Tempo (dias)
Bl Escherichia coli I Salmonella enterica I Enterococcus faecalis

Fonte: A autora (2023).

Além disso, a inativacao foi de 4,22 e 3,37log10 apés 3 dias de secagem,
umidade relativa de 58,1% e pH 10,1 e foi de 4,54 e 4,68log10 para Escherichia coli e
Enterococcus faecalis, respectivamente apés 4 dias de secagem, umidade relativa de
39,7% e pH 10,2. Apés 1 dia de secagem, as amostras ja estavam abaixo do limite de
deteccdo do método para Salmonella enterica e por isso, hdo séo apresentados dados

de inativacéo a partir desta data.

5.2.2.2 Secagem em estufa

A Figura 8 ilustra as concentracfes médias (em unidades logaritmicas) das
bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis no precipitado
de estruvita ao longo do periodo de secagem em estufa (35°C), abrangendo o periodo

desde o dia O até o dia 4.
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Figura 8. Concentracéo das bactérias Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis
durante o processo de secagem estufa (35°C). Os valores de N.D (n&o detectado) foram
substituidos pelo limite de dete¢&o 1log10.

Log da concentragdo (UFC/g)
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Tempo (dias)
Bl Escherichia coli I Salmonelia enterica I Enterococcus faecalis

Fonte: A autora (2023).

De maneira geral, as concentracdes médias das bactérias durante o processo
de secagem em estufa, apresentaram resultados semelhantes aos obtidos na
secagem em temperatura ambiente. No primeiro dia de secagem, observou-se uma
notavel reducdo nas concentracdes bacterianas, com inativacdo de 3,40log10,
2,75log10 e 1,23logl0 para Escherichia coli, Salmonella enterica e Enterococcus
faecalis, respectivamente. As reducfes posteriores nos dias seguintes foram mais
graduais. O pH da estruvita foi de 9,0, 9,2, 9,7 e 10,5 nos dias 1, 2, 3 e 4 de secagem,
respectivamente.

As reducdes nas concentracdes das bactérias durante o processo de
secagem do nosso estudo sao similares as obtidas no estudo de Bischel et al. (2016),
o qual obteve reducéao de 3log10 dentro de um periodo de 100 horas em temperaturas
controladas para as bactérias Enterococcus spp. e Salmonella typhimurium. No
mesmo estudo, a temperatura e a umidade foram fatores importantes que
determinaram a eficicia da inativacdo dos micro-organismos patogénicos. Os autores
notaram uma relacdo linear entre a inativagdo dos micro-organismos e o teor de
umidade da amostra.

Assim como evidenciado anteriormente na secagem em temperatura
ambiente (Secao 5.3.2.1), a concentracdo de Salmonella enterica atingiu uma média

inferior ao limite de deteccdo do método apOs apenas 24 horas, a0 passo que 0
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Enterococcus faecalis atingiu tal valor somente no quarto dia de secagem. No mesmo
intervalo, a Escherichia coli registrou uma concentra¢cdo média de 1,30 log10.

Ao comparar 0s resultados das concentragbes bacterianas durante o
processo de secagem, tanto em temperatura ambiente quanto em estufa, pode-se
inferir que cada tipo de bactéria responde de maneira distinta. Enquanto a Escherichia
coli apresentou uma reducdo mais significativa nas primeiras 24 horas em condi¢gdes
de estufa, o Enterococcus faecalis demonstrou uma tendéncia oposta, exibindo maior

reducdo em temperatura ambiente no mesmo periodo.
5.3 AVALIACAO DA FITOTOXIDIDADE DA ESTRUVITA

Os dados relativos ao teste fitotoxicolégico com as sementes de Lactuca
sativa (alface) e Eruca sativa (rdcula) expostas a diferentes concentracdes de
biofertilizantes estdo apresentadas na Tabela 2. Ambas as sementes séao
consideradas excelentes bioindicadores para testes de fitotoxicidade, devido a rapida
germinacao, alta sensibilidade e reprodutibilidade (FRANCO et al.,, 2021). Os
resultados mostraram que as sementes germinadas em agua destilada nao
apresentaram deformacdes nas raizes ou presenca de fungos, assim como observado
por Mafas e De las Heras (2017). A Figura 9 apresenta os resultados obtidos nos

teste de fitotoxicidade para as sementes de Lactuca sativa (a) e Eruca sativa (b).
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Figura 9: Resultado do teste de fitotoxicidade para as sementes de Lactuca sativa (a) e Eruca sativa

(b).

(b)

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Para os dados relativos a germinacdo das sementes de Lactuca sativa,
observou-se que entre o controle e as concentracdes de 3% e 5% nao houve diferenca
estatisticamente significativa. Em relacdo ao parametro comprimento das raizes,
também ndo houve diferenca significativa entre essas concentracdes e o controle com
agua, apresentando valores de p = 0,8181 para concentracdo de 3% e p = 0,2553
para 5%, indicando que nessas concentracfes a estruvita ndo € fitotoxica para a
semente de Lactuca sativa. No entanto, ao serem comparadas entre si, as
concentracfes de 3% e 5% revelaram uma diferenca significativa nas médias do

comprimento das raizes (p = 0,0365).
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Tabela 2. Teste de fitotoxicidade aplicado em estruvita utilizando semestes de Lactuca sativa e Eruca
sativa, G, LR (mm), PGR (%), GRR (%) e IG (%).

Lactuca sativa Estruvita

Parametro Controle 3% 5% 10%
G (unid) 19 20 20 0
LR (mm) 21,26+9,10 23,10+5,46 17,35+4,79 0
PGR (%) - 105,26 105,26 0
GRR (%) - 108,64 81,6 0
IG (%) - 114,36 85,89 0
Eruca sativa Estruvita

Parametro Controle 3% 5% 10%
G (unid) 18 11 7 0
LR (mm) 23,47+6,96 4,55+1,92 4,57+1,40 0
PGR (%) - 61,11 38,89 0
GRR (%) - 19,37 19,48 0
IG (%) - 11,83 7,57 0

Fonte: A autora (2023).

Em contrapartida, as sementes de Lactuca sativa das placas mais
concentradas (concentracdo de 10%) ndo apresentaram germinacao. Os resultados
obtidos indicam que esta concentracdo de 10% de estruvita pode ser considerada
fitotoxica para este tipo de semente, uma vez que a mesma inibiu o desenvolvimento
inicial das sementes e o indice de germinacéo estava abaixo de 50%. De acordo com
os resultados, também foi possivel verificar que a fitotoxicidade do biofertilizante
testado aumentou de modo diretamente proporcional ao aumento da concentragao.

Nesta pesquisa, a estruvita em concentracdes de 3% e 5% permitiu
crescimento das raizes da Lactuca sativa semelhantes aquelas obtidas com o controle
(23,145,46 mm e 17,3+4,79 mm, respectivamente). Observou-se que nessas
concentragfes, a PGR foi superior ao controle. Mafias e De las Heras (2017) em seu
estudo com diferentes concentracfes de lodo de esgoto, também observaram PGR
superior ao controle. Isto pode ser atribuido ao teor de nutrientes na estruvita, que
promovem o melhor desenvolvimento das sementes em comparagdo com as
amostras do controle (KOMINKO; GORAZDA; WZOREK, 2019).
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Em relacdo ao pardametro GRR, a concentracdo de 5% de estruvita
apresentou valores mais baixos (81,6%) do que na concentracédo de 3% de estruvita
(108,6%). O mesmo pode ser observado para o IG (858% e 114,3%,
respectivamente). E possivel que, embora a estruvita tenha inicialmente
proporcionado a germinagcdo das sementes, o desenvolvimento das raizes foi mais
sensivel ao aumento da concentracao da substancia testada, uma vez que houve um
aumento e posterior reducdo dos valores e isso influenciou nos dados obtidos para
ambos os parametros.

A Figura 10 ilustra o tamanho do alongamento da raiz para as sementes de
Lactuca sativa em com base na concentracdo de estruvita aplicada, indicando que
ocorreu o efeito hormese. Este efeito ocorre quando o composto causa fitotoxidade
em altas concentracdes, porém, em concentracdes mais baixas ocasionam efeitos

estimulantes e benéficos aos organismos (SILVA et al., 2020).

Figura 10: Tamanho do alongamento da raiz das sementes de Lactuca sativa com base na

concentracdo aplicada (controle = 0%).

2.5+

Tamanho do alongamento da raiz (mm)

Concentracao (%)

Fonte: A autora (2023).

Assim como nas sementes de Lactuca sativa, foram contados o G, LR, PGR,
GRR e IG para as sementes de Eruca sativa (rucula). Observou-se que essas
sementes foram mais sensiveis a aplicacdo da estruvita, quando comparada com as

sementes de Lactuca sativa. Isto pode ser observado pelos valores mais baixos
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obtidos para todos os parédmetros descritos anteriormente. O teste estatistico
empregado revelou uma diferenca estatisticamente significativa para a germinagao
entre o controle e as concentracdes de 3%, 5% e 10% de estruvita.

Quanto ao crescimento das raizes, observou-se um bom crescimento das
raizes no controle (23,4 mm). No entanto, verificou-se que mesmo em concentracées
mais baixas, como 3% e 5% de estruvita, o crescimento das sementes de Eruca sativa
foi impactado (4,5 mm e 4,57 mm, respectivamente); enquanto em concentracéo de
10% de estruvita, nenhuma semente germinou, ou seja, o crescimento foi inibido. Isto
indica que, a estruvita quando aplicada nessa maior concentracao, também pode ser
considerada fitotoxica (IG<50%) para as sementes de Eruca sativa, possivelmente
devido a presenca de algum componente toxico para as sementes testadas.

Para esta espécie, o0 PGR apresentou valores mais baixos para a
concentracao de 5% de estruvita (38,8%) do que para a concentracdo de 3% (61,1%)
de estruvita. Observou-se que o IG foi influenciado e variou significativamente de
acordo com a concentracao utilizada. Para ambas as concentracfes, obteve-se I1G
também abaixo de 50%, resultados considerados inferiores aqueles obtidos com
sementes de alface. Outros estudos demonstraram que algumas espécies de
sementes podem ser mais sensiveis a compostos fitotoxicos do que outras
(VARNERO et al., 2007).

No presente estudo, as sementes de Eruca sativa mostrou ser mais sensivel
gue as sementes de Lactuca sativa na aplicacdo de estruvita produzida a partir da
urina humana. Este resultado também foi observado Lapa (2014), em que foi avaliada
a fitotoxicidade dos solos contaminados com borra oleosa petroquimica apés
diferentes tratamentos de biorremediacdo com estas mesmas sementes e também
observou uma sensibilidade maior na semente de Eruca sativa do que na Lactuca
sativa. De maneira semelhante no estudo feito por Régo et al. (2017) ao avaliar a
toxicidade do herbicida Ametryn.

Contudo, outros estudos apresentaram resultados diferentes, Peduto et al.
(2019) avaliou a sensibilidade de diferentes sementes em ensaio de fitotoxicidade, em
gue a espécie Lactuca sativa apresentou os menores valores de crescimento radicular
médio e porcentagem de germinacdo absoluta. De maneira semelhante, no estudo
feito por Pecora (2017) a semente de Lactuca sativa mostrou ser mais sensivel que a
semente Eruca sativa na avaliacdo da fitotoxicidade apoOs exposicdo a diferentes

corantes.
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Um fator que pode ter influenciado nos resultados de fitotoxicidade obtidos é
0 pH da estruvita, o qual estava em 10. No estudo realizado por Liu et al. (2018), os
autores avaliaram o efeito do pH e do biochar na fitotoxicidade de dois herbicidas
acidos fracos no solo para o arroz (Oryza sativa), 0s resultados obtidos na pesquisa
mostraram que a fitotoxicidade dos herbicidas diminuiu com o aumento do pH da
solucdo.

A literatura traz a classificacdo que determina o grau de fitotoxicidade com
base nos valores obtidos de GRR e IG. Conforme apresentado por Lumbaque et al.
(2016), valores entre 0 < GRR < 0,8 indicam inibicdo no crescimento da raiz; 0,8 <
GRR = 1,2 sem efeito significativo; e GRR > 1,2 indica estimulo do crescimento da
raiz. Por outro lado, Belo (2011) abordou a classificacéo de fitotoxicidade com base
no valor de IG (%), em que IG < 30, muito fitotoxico; 30 < IG < 60, fitotoxico; 60 < IG
< 80, moderadamente fitotoxico; 80 < IG < 100 né&o fitotoxico; e IG > 100, potencializa
a germinacao e o crescimento da raiz das plantas.

De acordo com as classificacbes apresentadas no Tabela 3, a estruvita
produzida pelo presente estudo mostrou ser muito fitotoxica e inibindo o crescimento
da raiz em todas as concentracfes aplicadas as sementes de Eruca sativa e para as
sementes de Lactuca sativa na concentracdo de 10% (mais concentrada). No entanto,
na concentracdo de 3% a estruvita potencializou a germinagcao e crescimento das
raizes e em 5% a estruvita se mostrou neutra para essa concentracdo, sendo

considerada nao toxica.
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Tabela 3. Classificacdo das concentracdes quanto ao nivel de fitotoxicidade.

Classificacao

Lumbaque et al. Belo

Espécie Concentracdo GRR IG (2016) (2011)
Lactuca 3% 1,086 114,36 Nenhum efeito Estimulo
sativa

5% 0,816 85,89 Nenhum efeito Né&o fitotdxico

10% 0 0 Inibicdo Muito fitotéxico
Eruca 3% 0,194 11,83 Inibicdo Muito fitotoxico
sativa

5% 0,195 7,57 Inibicéo Muito fitotoxico

10% 0 0 Inibicdo Muito fitotoxico

Fonte: A autora (2023).

Os resultados do presente estudo indicam que as espécies de plantas
estudadas apresentam respostas diferentes entre si e que a estruvita apresenta
toxicidade, dependendo da concentracéo aplicada. Adicionalmente, pode-se concluir
gue a estruvita pode trazer vantagens na sua utilizacdo na agricultura, dependendo
da espécie cultivada, uma vez que contribuiu para um crescimento significativamente

maior da Lactuca sativa.
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6 CONCLUSAO

Ao longo dessa pesquisa foi possivel compreender melhor questdes que
abrangem o processo de precipitagdo de estruvita a partir de urina humana separada
na fonte, tanto em termos de recuperacao de fosforo e comportamento microbiol6gico
durante a secagem, quanto nas respostas fitotoxicolégicas da cultura da Lactuca
sativa (alface) ao biofertilizante produzido.

Os resultados apresentaram valores satisfatorios de recuperacgéo de fosforo.
A bactéria Escherichia coli demonstrou ser a mais resistente nas condicbes
experimentais adotadas, visto que ao final da precipitacdo da estruvita e do processo
de secagem, ainda estava presente tanto na fracao liquida como na sélida, sendo
considerada a bactéria mais adequada para uma avaliacdo de risco, dentre as
avaliadas.

Além disso, em relacdo aos testes de fitotoxicidade, a estruvita apresentou
efeito hormese na semente de Lactuca sativa. Além disso, apresentou elevada
fitotoxidade para as sementes de Eruca sativa. Sendo assim, recomenda-se
avaliacbes mais profundas da resposta das sementes quando aplicadas em
concentracfes mais baixas de estruvita

Este estudo desempenhou um papel importante na pesquisa cientifica sobre
a aplicacdo da estruvita produzida a partir da urina humana como biofertilizante. Ao
analisar o comportamento e a inativacdo das bactérias Escherichia coli, Salmonella
enterica e Enterococcus faecalis foi possivel contribuir para a seguranca biologica da
aplicacdo da estruvita na agricultura. Dessa maneira, promovendo o desenvolvimento
sustentavel ao recuperar recursos gerados no saneamento, e a preservacao dos

recursos naturais.
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