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RESUMO

OLIVEIRA, Juliana Ferreira de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2017. Higienizacao de lodo de esgoto por secagem em estufa e uso
agricola: caracterizagdo da qualidade microbiolégica e da exposigao
humana. Orientadora: Paula Dias Bevilacqua. Coorientador: Rafael Kopschitz
Xavier Bastos.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o decaimento e a relagdo entre as
concentragcbes de enterovirus cultivaveis e de colifagos somaticos em lodo de
esgoto durante secagem em estufa de secagem, caracterizando a exposigéao
humana a perigo microbiolégico no tratamento e no uso agricola do lodo. O
tratamento em estufa consistiu na disposi¢gdo do lodo de esgoto desaguado em
leiras, que foram revolvidas manualmente uma vez por semana, quando também
se realizava coleta de amostras para analise de umidade (U), soélidos totais (ST),
pH, coliformes totais (CT), Escherichia coli (EC), virus entéricos infecciosos (VEI)
e colifagos somaticos (CS). A exposi¢cao de trabalhadores e de consumidores de
hortalicas a perigo microbiologico (CT, EC, VEI e CS) foi avaliada por meio da
coleta e analise: da agua de lavagem das maos da pesquisadora responsavel,
representante da figura do trabalhador do servico de saneamento, apés manejo
semanal das leiras de lodo ao longo do tratamento; da agua de lavagem das maos
de dois voluntarios, representantes da figura do trabalhador rural, responsaveis
pela montagem de cada canteiro de hortalica (alface e cenoura), onde foi usado
como adubo tanto lodo tratado quanto lodo tratado inoculado com VEI e CS de
referéncia e de amostras da mistura solo+lodo no momento da colheita das
hortalicas. A exposigcdo do consumidor foi verificada através da analise de
amostras das hortalicas apods periodo de cultivo recomendado. Entre fevereiro e
novembro de 2015, nove lotes de lodo de esgoto (L1 a L9) foram tratados em
estufa de secagem, onde permaneceram em média por 13 semanas. As
temperaturas médias estimadas do ar dentro da estufa variaram de 28,8 a 33,5°C.
O pH se manteve estavel na maioria dos lotes com valores entre 5,0-6,0. Apds
aproximadamente 60 dias de tratamento, todos os lotes apresentavam umidade

abaixo de 10%, exceto L3 e L4 (10-25%). O tempo necessario para atingir 90% de

Xiv



sélidos totais variou entre 40-50 dias (L1 e L7), 55-65 dias (L5 e L6) e 85-100 dias
(L2, L3 e L4). Durante a higienizac&o dos lotes de lodo em estufa de secagem,
observou-se que L2, L5, L7, L8 e L9 levaram até 20 dias para alcangarem
qualidade classe B (coliformes termotolerantes < 10° NMP/g ST). O tempo de
tratamento necessario para que cada lote passasse do tipo Classe B para Classe
A (<1x10® NMP EC/g ST) foi em média de 50-60 dias para a maioria dos lotes (L2,
L3 L6, L7 e L8). A detecgdo de virus nas amostras de lodo analisadas durante a
secagem do lodo em estufa foi muito baixa, impossibilitando inferir sobre niveis de
contaminagao e grau de decaimento. Mas colifagos somaticos foram detectados
em amostras com menos de 10% de umidade. As amostras de agua de lavagem
das maos, da mistura solo+lodo e de alface apresentaram baixas concentracdes
ou auséncia de virus entéricos infecciosos e colifagos somaticos. Sob as
condigcbes testadas no presente estudo, foi possivel evidenciar que a secagem de
lodo de esgoto em estufa de secagem se apresentou como técnica simples e
eficiente na obtencdo de produto granulado, seco e com niveis de reducdo da
contaminagao bacteriana que atendeu ao padrao de qualidade estabelecido como
seguro para uso agricola conforme a legislagao brasileira. Colifagos somaticos
persistiram na secagem do lodo em estufa de secagem e no plantio de hortaligas.
Sugere-se que trabalhadores do servico de saneamento, trabalhadores rurais e
consumidores de hortalicas estariam expostos a baixos niveis de contaminacgao

bacteriana e viroldgica.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Juliana Ferreira de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2017. Sanitation of sewage sludge by drying in greenhouse and agricultural
use: characterization of microbiological quality and human exposure.
Adviser: Paula Dias Bevilacqua. Co-adviser: Rafael Kopschitz Xavier Bastos.

The aim of the study was to evaluate the decay and the relationship between the
concentrations of infectious enteric viruses (IEV) and somatic coliphages (SC) in
sewage sludge dried in an agricultural greenhouse and characterize human
exposure to microbiological hazard during treatment and agricultural use of the
sludge. The greenhouse treatment consisted of disposing the dewatered sewage
sludge in piles which were manually turned once a week, when samples were
taken for analysis of: moisture (U) total solids (TS), pH, total coliforms (TC),
Escherichia coli (EC), infectious enteric virus (IEV) and somatic coliphages (SC).
Human exposure (workers and consumers) to microbiological hazard (TC, EC, IEV
and SC) was evaluated through the collection and analysis of: handwashing water
of the responsible researcher (sanitation service worker) after weekly management
of piles of sludge during treatment; handwashing water of the two volunteers (rural
workers) responsible for the production of each vegetable (lettuce and carrots),
using as fertilizer either treated sludge as inoculated treated sludge with IEV as
well as samples of the soil+sludge mixture at harvest time. Consumer exposure
was verified by analyzing vegetables samples after the recommended cultivation
period for crops. Between February and November 2015, nine batches of sewage
sludge (B1 to B9) were treated in a greenhouse, where they remained on average
for 13 weeks. The estimated average temperature of the air inside the greenhouse
ranged from 28,8 to 33,5°C. In most batches sludge remained pH between 5.0-6.0.
After about 60 days of treatment, all batches had less than 10% of the humidity,
except B3 and B4 (10-25%). The time required to reach 10% of humidity ranged
between 40-50 (B1 to B7), 55-65 (B5, B6) and 85-100 (B2, B3 and B4) days.
During sanitation of the sludge batches in a greenhouse, it was observed that L2,
L5, L7, L8 and L9 took 20 days to achieve quality Class B (EC <10° MPN/g TS).
Batches took 50-60 days on average to catch E. coli levels <1x10° NMP/g TS. The

XVi



detection of somatic coliphages in sludge samples was low and sporadic. The
detection of virus in sludge samples during sludge drying in a greenhouse was low,
which made it impossible to infer about contamination levels and degree of decay,
although somatic coliphages were detected in samples with less than 10%
moisture. Samples of handwashing water, soil+sludge mixture and lettuce showed
low concentrations or absence of infectious enteric virus and somatic coliphages.
Drying sewage sludge in an agricultural greenhouse is a simple and effective
process for obtaining a dry and granular product and reducing bacterial
contamination to levels established to be safe for agricultural use under Brazilian
law. Somatic coliphages persisted during the sludge drying in an agricultural
greenhouse and in biosolids-amended soil under vegetables cultivation. Also, it's
suggested that sanitation service workers, farm workers and consumers of
vegetables would be exposed to low levels of bacterial and virological

contamination.
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1. INTRODUGAO

Acredita-se que, no Brasil, a produgcdo de lodo inerente aos processos de
tratamento de esgoto tende a aumentar em fungéo do crescimento populacional e
das melhorias no setor saneamento mesmo que sejam ainda insuficientes,
conforme dados do SNIS - Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento
(Brasil, 2017), que apontaram discretos aumentos em servigos de esgotamento
sanitario, entre 2012 e 2015, como expanséao da rede coletora (12,7%), volume de
esgoto coletado (0,72%) e volume de esgoto tratado (6,9%). Segundo a PNSB-
Pesquisa Nacional de Saneamento Bsaciso do ano 2000 (Brasil, 2000), apenas
2,8% dos municipios realizavam tratamento do lodo gerado em biodigestores,
8,3% realizavam apenas desaguamento do lodo por meio de prensa, centrifuga,
filtro ou leito de secagem e 1,5% submetia o lodo a outros processos nao
explicitados. Em 2008, a PNSB (Brasil, 2008) mostrou que o lodo produzido
(tratado ou nado) tem sido destinado pelos municipios para incineragao (1,56%),
terreno baldio (7,97%), rio (13,40%), reaproveitamento (13,89%), aterro sanitario
(37,14%) e destino nao especificado (26,04%).

Apesar do aumento no volume de esgoto tratado ndo ter aumentado
significativamente nos ultimos anos, o setor de saneamento basico tem a
responsabilidade de propiciar adequado tratamento e destino ao lodo,
principalmente, pelo fato desse residuo poder causar impactos adversos a saude
publica em fungdo de ser potencial reservatério de enteropatégenos que
removidos do esgoto podem se concentrar no lodo durante o tratamento (Viau e
Peccia, 2009; Wong et al., 2010). Entretanto, os dados anteriores mostram que a
maior parte do lodo gerado no pais ndo passa por tratamento biolégico para
inativagdo de patégenos e a ideia de aproveitamento do potencial energético e de
reciclagem de nutrientes que esse subproduto oferece é pouco valorizada no pais.

Em se tratando da reciclagem de nutrientes, o uso agricola do lodo de
esgoto apresenta-se como uma forma de disposicao final com impacto ambiental
positivo e vantajoso do ponto de vista agronémico, na medida em que sua
aplicagédo no solo reincorpora matéria organica (carbono organico) e diversos

nutrientes (nitrogénio, fosforo, potassio), que podem exercer importantes efeitos
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favoraveis sobre as propriedades fisicas (coesdo das particulas, infiltracédo e
retencdo da agua, porosidade), quimicas (troca catidbnica, pH) e biologicas
(atividade da microbiota constituinte) do solo, além de contribuir para o
desenvolvimento das plantas (Nascimento et al., 2004; Guedes et al., 2006;
Gomes et al., 2007; Barbosa et al., 2007; Chiba et al., 2008; Nogueira et al., 2008)

Apesar das vantagens do uso agricola do lodo, os riscos que lodos de
esgoto oferecem a saude da populagdo humana nesse contexto constituem um
obstaculo a essa pratica. A solugdo desse entrave consiste, frequentemente, na
regulamentagcédo do uso do lodo na agricultura através da implementagcdo de
normas, que estabelecem padrbes de qualidade, determinam os processos de
tratamento e seus parametros de desempenho e aplicam restri¢des relacionadas a
execucgao da pratica agricola com o objetivo de reduzir os perigos a saude da
populacao exposta (trabalhadores e consumidores).

No Brasil, critérios e procedimentos para o uso agricola de lodos de esgoto
gerados em estagbes de tratamento de esgoto sanitario sdo estabelecidos pela
Resolugcdo CONAMA n° 375/2006 (Brasil, 2006), a qual define duas ‘classes’ de
lodo, classe A e classe B, cujos parametros de qualidade microbiolégica s&o
caracterizados por (i) lodo tipo A: coliformes termotolerantes < 10° NMP /g de
solidos totais (ST); ovos viaveis de helmintos < 0,25 ovo / g ST; Salmonella
auséncia em 10g de ST e virus < 0,25 UFP ou UFF/g de ST e (ii) lodo tipo B:
coliformes termotolerantes < 10° NMP/g de ST; ovos viaveis de helmintos < 10
ovos/g de ST.

Contudo, criticas tém sido feitas a esses padroes e aos procedimentos de
tratamento e manejo recomendados, os quais sdo considerados excessivamente
rigorosos e restritivos, que acabam por dificultar e desestimular o aproveitamento
do lodo de esgoto na agricultura (Bastos et al., 2009; 2013). Desde 2012, esta
proibida a utilizacdo de lodo Classe B, sendo a autorizacdo para retomada do uso
condicionada a proposi¢gao de novos critérios ou limites com base em evidéncia
cientifica, por meio da realizagdo de estudos de avaliacdo de risco e dados
epidemioldgicos nacionais, que demonstrem a sua segurancga (Brasil, 2006).

Assim, constata-se a preocupacdo com o0s riscos a saude publica

relacionados ao uso agricola do lodo, o que é pertinente, conforme visto
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anteriormente, que a maior parte do lodo gerado no pais néo recebe tratamento
biolégico adequado. Portanto, torna-se necessario, minimizar o0s perigos
associados ao lodo por meio de adequado tratamento de higienizagao,
possibilitando, assim, fomentar o estimulo ao aproveitamento agricola desse
residuo.

Nesse sentido, dentre as estratégias existentes para a higienizagao do lodo,
a secagem em estufa agricola € uma técnica relativamente recente e em fase de
avaliagdo do seu potencial higienizador, mas que pode ser promissora,
principalmente, no Brasil que apresenta condi¢cbes territoriais e climaticas
favoraveis ao seu estabelecimento e aprimoramento. No pais, estudos tém
avaliado o potencial higienizador da secagem do lodo em estufa através do
monitoramento de parametros microbioldgicos, fisicos e quimicos (Comparini e
Sobrinho, 2002; Lima, 2010; Dias, 2012) e, também, avaliado os perigos e riscos a
populagcdo humana associados ao uso agricola de lodo de esgoto higienizado por
essa técnica de tratamento (Magalhdes, 2012). Nesses estudos, a caracterizagéo
microbioldgica tem apresentado resultados mais consistentes para as densidades
e decaimento de indicadores bacterianos e menos evidentes para outros grupos

de organismos como virus.

2. HIPOTESE

Considerou-se a hipdtese de que lodos de esgoto higienizados por
secagem em estufa de secagem podem apresentar qualidade microbiolégica em
conformidade com a legislacéo brasileira, expondo a populagdo humana a baixos
niveis de contaminagao microbioldgica (indicadores bacterianos, virus entéricos,

colifagos somaticos) no tratamento e no uso agricola.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o decaimento e a relacdo entre as concentracdes de indicadores
bacterianos, enterovirus cultivaveis e colifagos somaticos em lodo de esgoto
durante secagem em estufa de secagem, caracterizando a exposicdo humana no

manejo do lodo durante o tratamento e no uso agricola.

3.2. Objetivos especificos

- Caracterizar lodos de esgoto durante secagem em estufa de secagem quanto as
concentracdes de coliformes totais, Escherichia coli, virus entéricos cultivaveis e
colifagos somaticos e aos parametros fisico-quimicos, soélidos totais, umidade e
pH.

- Determinar os coeficientes de decaimento de coliformes totais, Escherichia coli,
virus entéricos cultivaveise colifagos somaticos em lodos de esgoto durante o

tratamento de secagem em estufa de secagem.

- Caracterizar a exposi¢gao humana durante o manejo do lodo no tratamento e no

uso agricola.

- Caracterizar a exposicao de consumidores de hortalicas adubadas com lodo de

esgoto tratado por secagem em estufa de secagem.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Lodo de esgoto: producao, terminologia e perigos a saide humana

Lodo de esgoto é uma mistura complexa de compostos organicos e
inorganicos de origem biolégica e mineral, que sdo removidos de aguas
residuarias e esgotos em estagdes de tratamento de esgoto (ETE) durante os
diferentes processos (primario, secundario) do tratamento (Straub et al., 1993).
Logo, lodo de esgoto é um subproduto liquido ou semissolido inerente ao
tratamento de aguas residuarias, sendo que a quantidade e as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiologicas do lodo produzido dependem do perfil de
infeccdo da populacédo, da composicdo do esgoto sanitario, do tipo de tratamento
usado na ETE e do tipo de tratamento subsequente aplicado ao residuo (Straub et
al., 1993; EPA, 1999; Jordao e Pessba, 2011).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, do inglés United
States Environmental Protection Agency — US EPA, define lodo de esgoto como
material organico rico em nutrientes, resultante do tratamento do esgoto em ETE,
que quando tratado e processado pode ter uso benéfico (EPA, 1999). A USEPA
usa a denominacgao biossdlido para designar o lodo tratado e monitorado, que
deve ser utilizado de acordo com os requisitos regulatorios (EPA, 1999; 2016). Em
suas publicacdes, USEPA considera os termos lodo e biossélido como sindnimos,
havendo maior preferéncia pelo uso do nome biossdlido para enfatizar a
possibilidade do uso favoravel (EPA, 1999). O termo biossolido foi introduzido e
definido, em 1994, por Water Environment Federation, para desassociar a
conotacgao negativa do termo lodo e promover melhor aceitagéo publica do produto
(Tchobanoglous et al., 2004). Na literatura cientifica, lodo de esgoto é mais usual
que biossolido, este aplicado quando a pesquisa envolve o uso benéfico do lodo.

O lodo de esgoto em sua composi¢cao apresentara, em virtude da sua
natureza de subproduto do tratamento, além dos elementos removidos das aguas
residuarias, substancias adicionadas ou produzidas durante o processo. Assim, o0
lodo pode ser constituido de matéria organica, nutrientes, metais pesados,
produtos quimicos e organismos patogénicos.



Dentre esses constituintes, assim como outros, organismos patogénicos
podem caracterizar o lodo de esgoto como um material que oferece risco a saude
humana, principalmente, de trabalhadores dos servicos de saneamento basico
que cuidam do manejo e tratamento do lodo na ETE, de trabalhadores rurais que
aplicam lodo ao solo e da populacdo consumidora de produtos agricolas
cultivados com biossolido. Diante disso, em diversos paises, legislagao especifica
regulamenta a qualidade, o tratamento, 0 manejo e as condigdes de uso do lodo a
fim de proteger a saude humana (USEPA, 2003; Brasil, 2006).

Existem evidéncias de que organismos podem resistir mais ao tratamento
do esgoto quando associados a particulas solidas do que no estado de suspensao
(Goyal e Gerba, 1979; Sobsey et al., 1980; Gerba et al., 1981); dessa forma,
permanecendo associados aos solidos, podem ser concentrados no lodo, que
acaba por constituir-se em reservatorio, principalmente, de organismos
patogénicos, primariamente originarios de fezes humanas e de transmissao fecal-
oral, com representantes dos grupos bactérias, virus, protozoarios e helmintos
(Viau e Peccia, 2009; Wong et al., 2010).

4.2. Virus entéricos em lodos de esgoto: densidades e aspectos
metodolégicos

Virus entéricos é uma denominagao genérica utilizada para designar um conjunto
de géneros e espécies virais que habitam o trato gastrointestinal de humanos e
animais de sangue quente. Existem virus que apresentam caracteristicas de
patogenicidade, podendo causar doengas em individuos susceptiveis, quando ndo
sdo debelados pelo sistema imune. No geral, as infec¢gdes por virus entéricos
estdo associadas a doengas diarreicas, no entanto, podem ocorrer também
infeccdes respiratdrias, conjuntivite, hepatite e doengas com alta taxa de letalidade
como meningite asséptica, encefalite e paralisia em individuos
imunocomprometidos. Além disso, alguns virus entéricos estdo associados a
doengas cronicas como miocardites e diabetes insulinodependente (Bosh, 1998;
Griffin et al., 2003; Fong e Lipp, 2005).



A via de transmissao de enterovirus é fecal-oral, na qual esses virus sao
eliminados nas fezes e contaminam o ambiente, principalmente, contribuindo para
contaminagdo dos esgotos sanitarios. Como os virus sdo parasitas intracelulares
obrigatorios, ndo conseguem se multiplicar no meio ambiente, onde permanecem
em uma condi¢ao inerte (Wyn-jones e Sellwood, 2001; Fong e Lipp, 2005). Os
virus sao eliminados em altas concentracbes por individuos infectados, que
podem excretar cerca de 1010 particulas virais por grama de fezes (Leclerc et al.,
2002). Além da elevada carga com que sao eliminados no ambiente, outras
caracteristicas dos virus entéricos conferem risco para saude humana como baixa
dose de infeccdo, da sobrevivéncia prolongada e resisténcia a inativagao
(Rzezutka e Cook, 2004).

Dentro do grupo dos virus entéricos, a familia Picornaviridae é uma das
maiores e inclui alguns dos mais importantes virus humanos e animais, que em
geral, possuem didmetro de 20 a 30 nm, apresentam material genético constituido
de DNA ou RNA de fita dupla ou simples, capsideo icosaédrico e ndo possuem
envelope (Wyn-Jones e Sellwood, 2001; Fong e Lipp, 2005; Tavares et al., 2005).
Segundo a mais recente classificagdo do ICTV - International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV, 2015), o grupo dos virus entéricos é formado pelos
seguintes géneros e suas respectivas espécies: Enterovirus (espécies Enterovirus
A, B, C, D, E, F, G, H, J; Rhinovirus A, B, C); Rotavirus (espécies Rotavirus A, B,
C, D, E, F, G, H); Norovirus (espécie Norwalk virus); Avastrovirus - antigo género
Astrovirus (espécies Avastrovirus 1, 2 e 3); Hepatovirus (espécie Hepatovirus -
virus da Hepatite A), Mastadenovirus (espécies Human mastadenovirus A, B, C,
D, E, F, G); Alphapoliomavirus (espécies Human polyomavirus 1, 2, 5, 8, 9, 12,
13).

Com relagdo as concentragdes e a diversidade de virus entéricos em lodos
de esgoto, os Quadros 1, 2 e 3 mostram, respectivamente, as contagens de virus
entéricos cultivaveis, virus do género Enterovirus e de géneros e espécies virais
verificadas em amostras de diferentes tipos de lodo, desde lodo nao tratado até
lodo digerido (higienizado ou ndo) em diversos paises, inclusive o Brasil (Salvador,
2011; Sato et al., 2011; Prado et al., 2013). As concentragdes de virus detectadas

nas amostras de lodo sao influenciadas pelo tipo de tratamento do esgoto, pelos
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métodos de eluicdo e concentragdao de virus das amostras e pelos métodos de
deteccao e quantificacido utilizados.

Na literatura existem varios trabalhos propondo e avaliando diferentes
métodos na busca do melhor protocolo para isolamento de enterovirus de
amostras de lodo de esgoto (Straub et al., 1991; Albert e Schwartzbrod, 1991;
Soares et al., 1994; Lasobras et al., 1999; Mignotte-Cadiergues et al., 2002; Mocé-
Llivina et al., 2003; USEPA, 2003; Arraj et al., 2005; Guzman et al., 2007; Gerba et
al., 2011). Contudo, foram feitas poucas comparagdes entre os diferentes estudos
considerando os rendimentos de recuperacdo dos diferentes grupos virais
(Mignotte et al., 1999; Belguith et al., 2006; Sidhu e Toze 2009; Murthi et al., 2012)
e, em alguns casos, os resultados negativos s&do atribuidos a ineficiéncia dos
métodos utilizados (Prado et al., 2013).

No laboratério, a recuperagdo de virus de amostras de lodo envolve os
seguintes passos: eluicdo, concentragdo, clarificacdo e descontaminacédo. A
eluicdo de virus das amostras € uma etapa problematica, pois, sabe-se que os
virus encontram-se adsorvidos a matriz sélida (Goyal e Gerba, 1979; Sobsey et
al., 1980; Gerba et al., 1981), devido a isso, os métodos de eluigdo sdo baseados
em tampdes de diversas naturezas e concentragdes com pH 7 ou 9 que alterem a
carga eletrostatica dos virus aumentando ou minimizando a adsor¢ao ao sélidos,
dependendo do procedimento de concentragéo a ser utilizado em seguida.

No Quadro 1, tem-se as concentragdes de virus entéricos cultivaveis, ou
seja, foram quantificadas em cultura celular, onde somente virus viaveis com
potencial infeccioso foram enumerados. Existem dois métodos que séao
regularmente utilizados para detectar e quantificar virus infecciosos: ensaio de
plagueamento (Dulbecco, 1952; Cooper, 1955, 1961) e o método Tissue Culture
Infectious Dose 50% (TCIDsg) ou Endpoint dilution assay (método da diluicdo
limitante), ambos os ensaios se baseiam no plaqueamento de cultura de células
que poderao ser infectadas e mortas por virus, cuja expressdo na camada celular

€ denominada como efeito citopatico.



Quadro 1 — Contagens de virus entéricos cultivaveis por técnicas baseadas em
cultivo celular em amostras de lodo de esgoto bruto, digerido e higienizado.

Tipo de lodo Densidade de virus entéricos Referéncia
3,8x10%1,1x10* UFP/100mL" Berg e Berman, 1980
Bruto 4,8x10%2,1x10° UFP/10 g ST**  Guzman et al., 2007
ND-12 UFP/g° Sato et al., 2011
Primario 9,2x10"-4,7x10° UFP/L* Williams e Hurst, 1988
88-200 UFP/L® Funderburg e Sorber, 1985
Ativado 35 - 175 UFP/LA Sonwartzbrod e Mathieu,
1,8-2,03 UFP/g ST# Levantesi et al., 2014
6,4 x 10%-3,2x 10° UFP/L” Sonaartzbrod e Mathiew,
Misto 4,36x10°%7,0x10° NMP/Kg" Soares et al., 1994
<3,5-900 NMP/gA Monpoeho et al., 2004
ND-80 UFP/LA 1Sgc):gzlsvartzbrod e Mathieu,
Desaguado 18-41 UFP/10 g STA Guzman et al., 2007
<1,7-167 NMP/g* Monpoeho et al., 2004
Nao digerido 57,9-67,9 NMP/mL" Straub et al., 1994
Digerido ND-130 UFP/LA Sonwartzbrod e Mathieu,
ND-410 UFP/100mL” Berg e Berman, 1980
o  <62-2,5x10° NMP/Kg" Soares et al., 1994
Digerido — anaerobio “\n 45 7 yFp/g STA Aulicino et al., 1998
mesofilico
<0,2-0,8 NMP/mL* Straub et al., 1994
<3,1-220 NMP/g* Monpoeho et al., 2004
Digerido  anaerdbio
mesofilico 1,1x10'-1x10? UFP/10g ST# Guzman et al., 2007
desaguado
Digerido anaerdbio 4 4 16 7 yFP/100mLA Berg e Berman, 1980
termofilico
Digerido aerdbio ND-123 UFP/g ST A Aulicino et al., 1998
Tratado e desaguado ND-12,5 UFP/g ST¢ Salvador, 2011
Pos — tratamento ;13 1 NMP/gh Monpoeho et al., 2004
térmico

*Unidade Formadora de Placa de Lise. "Sélidos totais. "Numero mais provavel. “Técnica de
laqueamento em cultivo de células BGM. BTécnica de plaqgueamento em cultivo de células HelLa.
Técnica de plagueamento em cultivo de células RD.

No ensaio em placa, uma monocamada de células adequadas ao virus de

interesse crescida em frascos de cultivo celular ou em placas (seis, 12 ou 24
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pocos) é inoculada com diluigdes especificas de um virus ou uma amostra. Uma
camada semi-sélida de meio de cultura é colocada sobre a monocamada de
células para impedir que as particulas se espalhem para além de uma area
localizada e mantendo o virus no local onde ocorrer a infecgao e lise celular,
produzindo um orificio (ou placa de lise) na monocamada. Apdés o tempo
necessario de contato dos virus com as células, a monocamada € corada para
visualizar as placas de lise e realizar a contagem direta. O titulo viral pode ser
expresso em Unidades Formadoras de Placa (UFP) ou Numero Mais Provavel
(NMP) por volume da amostra (mL).

No ensaio TCIDsp, em uma placa de microtitulagdo (96 pogos), suspensao
de célula adequada ao virus de interesse € semeada juntamente com diluigbes
decimais do virus ou da amostra. Cada diluicdo é inoculada em um determinado
numero de pocgos (réplicas). Apds o tempo necessario de contato entre virus e
células, os pocgos sao observados e marcados quanto a presenca ou auséncia de
efeito citopatico. Calcula-se o percentual de células infectadas (pogos positivos) e
nao-infectadas (pogos negativos). O titulo viral capaz de causar 50% de morte
celular pode ser calculado pelo método de Reed e Muench (1938) ou pelo método
de Spearman-Karber (Spearman, 1908; Karber, 1931).

O sucesso do isolamento de enterovirus infecciosos em amostras de lodo
depende de alguns fatores como: quantidade de amostra de lodo utilizada, método
de extragao e concentragcao de virus da amostra, tipo celular utilizado e volume da
amostra inoculado nas células (Hamparian et al., 1985). Varias linhagens celulares
sao suscetiveis a infecgao por virus entéricos, sendo as mais comuns: BGM,
MRC-5, A549, Hep-2, RD, HelLa, RMK (Johnston e Siegel, 1990: She et al., 2006;
Prim et al., 2013). Dessas linhagens, BGM ou BGMK (Buffalo Green Monkey
Kidney) é a linhagem celular mais utilizada no isolamento de enterovirus
cultivaveis de amostras de lodo conforme o Quadro 1, onde se percebe que
apenas trés dos onze estudos referenciados utilizaram outros dois tipos de
células, HeLa (Funderburg e Sorber, 1985) e RD (Sato et al., 2011; Salvador,
2011).

Geralmente, os estudos se restringem ao uso de apenas uma linhagem

celular, uma vez que as técnicas baseadas em cultivo celular sdo muito
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trabalhosas. Os virus podem apresentar suscetibilidade variavel as linhagens
celulares utilizadas, dessa forma, o tipo de célula utilizado no método de
quantificacdo pode influenciar nas taxas de positividade de amostras bem como
nas concentragbes detectadas de virus (Kumar et al. (2012), o que pode ser
constatado por Hamparian et al. (1985), que registrou diferentes percentuais de
isolamento ao utilizar as linhagens RD (60%), HeLa (26%), BGM (15%). Wong et
al. (2010) observaram positividade de 100% das amostras usando células A549 e
50% para BGM. Porém, ha tipos de enterovirus que ndo sao cultivaveis como os
norovirus (Vashist et al., 2009), ou que se multiplicam em células, mas nao
produzem efeito citopatico ou apresentam multiplicacdo lenta como virus da
Hepatite A (Graff et al., 1993) e adenovirus humanos (Pina et al., 1998).

Nos Quadros 2 e 3, tem-se as concentragdes dos géneros ou espécies de
enterovirus mais importantes. A deteccdo e quantificacdo de tipos mais
especificos desses virus foram feitas utilizando-se variagdes da técnica da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), PCR quantitativo (QPCR) e PCR quantitativo
utilizando a enzima transcriptase reversa (QRT-PCR). Mais recentemente, varios
estudos tém aliado cultivo celular a Reagdo em Cadeia da Polimerase (ICC-PCR),
considerando que essa jungado pode proporcionar um sistema de amplificacédo da
concentracdo de virus, reduzir os niveis de compostos inibidores da PCR
presentes na amostra e melhorar a sensibilidade do ensaio, bem como possibilitar
diferenciacado entre virus infecciosos e nao infecciosos (Chapron et al., 2000;
Schlindwein et al., 2010).

No geral, as concentragbes de virus entéricos infecciosos (Quadro 1)
detectados por cultivo celular sdo bem menores que as detectadas por gPCR ou
ICC- (Quadros 2 e 3), sendo 2 a 3 ordens superiores (Lucena et al., 2005; Biofill-
Mas et al., 2006). A utilizacao de diferentes métodos e a falta de padronizagao
dificultam a comparabilidade entre os estudos e o estabelecimento da relacéo
entre particulas virais infecciosas e copias genémicas (Martin-Diaz et al., 2016).

Nos estudos citados nos quadros, notou-se que o tempo de monitoramento,
era limitado, quando nao pontual; diante disso, estabelecer relagdo entre as
contagens observadas e a época do ano nao foi uma analise contemplada. Porém,

nas raras situacdes em que isso foi evidenciado, observou-se que a recuperacao
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de virus foi maior no verdo e outono, em paises do hemisfério norte (Berg e
Berman, 1980; Hamparian et al., 1985), enquanto, que no Brasil, Schlindwein et al.
(2010) detectaram virus entéricos durante todo o ano de monitoramento sem

padrao de sazonalidade.

Quadro 2 — Contagens do género Enterovirus em amostras de lodo de esgoto bruto,
digerido e higienizado.

Tioo de Densidades de géneros
vri)rus Tipo de lodo ou espécies de virus Referéncia
entéricos
Bruto 2,8 -5,3 logo CG/100mL® | Jebri et al., 2014
Até 7 logso CG/g® Wong et al., 2010
D d
esaguado 7.3x10%-4.2x10* CG/g® Monpoeho et al.,
2004
. Média de 2,9 logo | Simmons e
Digerido virus/g$ Xagoraraki, 2011
Digerido 3-6 log1o CG/g® Wong et al., 2010
Enterovirus | anaerdbio 2 5 $ Monpoeho et al.,
mesofilico 9,1x10°-3x10” CG/g 2004
- ~ $ Monpoeho et a,
Po6s-caleagdo | <50 CG/g 2004
Pos- $ Monpoeho et a.,
compostagem <50-200 CG/g 2004
Pos- Monpoeho et a
tratamento <62,5-90,9 CG/g$ b "
Ny 2004
térmico

* Copias gendmicas. *PCR quantitativo.

Observou-se, também, que lodo digerido foi um dos tipos de lodo mais
frequentemente estudado. A digestdo anaerdobia mesofilica é o processo de
estabilizacao de lodo mais utilizado nas estagdes de tratamento no mundo (EPA,
1999; Tchobanoglous et al., 2003). No entanto, o desempenho de higienizagao
dessa técnica tem-se mostrado insuficiente para inativagcdo de virus, sendo a
remogao média em torno de 1 - 2 logqo para virus, sendo que colifagos somaticos
tém sido considerados mais resistentes que colifagos F-especificos (Berg e
Berman, 1980; Aulicino et al., 1998; Mandilara et al., 2006; Guzman et al., 2007;
Viau e Peccia, 2009; Wong et al., 2010; Astals et al., 2012).
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Quadro 3 — Contagens de géneros ou espécies de virus entéricos em amostras de
lodo de esgoto bruto, digerido e higienizado.

Tipo de virus Tipo de lodo Densidades Referéncia
L 8,5x10° - 52x10% | ..
Primario UFPS/L* Williams e Hurst, 1988
10*-10° CG'/mL® Schlindwein et al., 2010
Ativado v ) .
70 - 300 UFP/mL Schlindwein et al., 2010
Desaguado Até 9 logso CG/g® Wong et al., 2010
Misto 2-51logs, CG/g® Rhodes et al., 2015
Digerido Média de 4,1 virus/g® gg?;“ons e Xagoraraki,
Adenovirus 4 -6 logqg CG/g$ Viau e Peccia, 2009
Digerido —anaerobio [, 7,0 “ca/g8 Wong et al., 2010
mesofilico
ND-2,4x103 CG/g® Prado et al., 2013
Digerido anaerobio
mesofilico + | 4-5logo CG/g$ Viau e Peccia, 2009
compostagem
Digerido anaerobio
mesofilico + | 4-61logqg CG/g$ Viau e Peccia, 2009
peletizacao térmica
Digerido — anaerobio | 5 g0 ca/gh Viau e Peccia, 2009
termofilico
Ativado 3,1-5,4X10° CG/mL® | Schlindwein et al., 2010
Virus da | Misto 1,2 - 5,3 l0g1o CG/g* Rhodes et al., 2015
Hepatite A Digerido anaerdébio 3 4 $
" 4,8x10°-2x10"CG/g Prado et al., 2013
mesofilico
Bruto 24-66log UFPlg | STons @ Xagoraraki
Desaguado Até 7 logqo CG/g$ Wong et al., 2010
Norovirus i ;
Genotipo | Digerido 2,4 - 6,6 virus/g® Sommons. e Xagorarakl
Digerido  anaerébio | 37 logio CG/g® Wong et al., 2009
mesofilico 1,4x10'-5,2x10° CG/g® | Prado et al., 2013
Bruto 3,6 - 7,4 loge UFP/g® gén;;nons e Xagoraraki,
. $
Norovirus Desaguado Até 6 logyg CG/g Wong etal., 2010 |
Genotipo Il Digerido 3,6 - 7,4 virus/g® gérrll;nons e Xagoraraki,
Digerido anaerobio $
mesofilico 4 -7 logyo CG/g Wong et al., 2010
Desaguado Até 6 logqg CG/g$ Wong et al., 2010
Poliomavirus iqeri b
Digerido anaerobio | 5 g ,4 ca/gt Wong et al., 2010
mesofilico
Rotavirus Digerido  anaerobio | , 51011 6x10% CG/g® | Prado et al., 2013
mesofilico

SUnidade Formadora de Placa. *Copias gendmicas.. "Imunofluorescéncia em cultivo de células
HEp-2. SPCR quantitativo. ¥ ICC-gPCR - PCR quantitativo integrado a cultivo de células A549.
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A reduzida influéncia da digestdo anaerdbia sobre particulas virais tem sido
explicada pelo fato dos virus se adsorverem as particulas sélidas do lodo, o que
parece proporcionar prote¢cdo aos virus durante o processo (Sobsey et al., 1980;
Gerba et al., 1981; Monpoeho et al., 2004, Mandilara et al., 2006). Melhor
desempenho de higienizagao tem sido obtido com a digestdo anaerdbia termofilica
(50-55°C), que reduz indicadores bacterianos em mais de 3 logiy e colifagos
somaticos em 2-2,5 logso (Mandilara et al., 2006; Guzman et al., 2007; Astals et
al., 2012).

Existe consenso na comunidade cientifica quanto as dificuldades para se
estabelecer interpretagdes e comparagdes entre concentragdes de virus entéricos
verificadas em amostras de lodo, pois, os tipos de lodo avaliados variam entre os
estudos, que os descrevem de forma superficial quanto a caracteristicas. Além
disso, os meétodos utilizados para recuperagdo e enumeragao de virus em
amostras de amostras de lodo sdo complexos e diversos. Contudo, as contagens
de virus entéricos reportadas em lodos de esgoto ndo podem ser desconsideradas
(Lucena et al., 2005; Lucena e Jofre, 2010; Levantesi et al., 2014; Pascual-Benito
et al., 2015; Jofre et al., 2016).

Essa ampla diversidade de géneros de virus entéricos presentes no lodo e
a auséncia de padronizacdo no uso dos métodos mais adequados dentre os
disponiveis inviabilizam o monitoramento e a enumeragdo simultdnea desses
patdgenos. Diante disso, € plausivel, o uso de organismos indicadores de facil

deteccao e quantificagao.

4.3. Colifagos em lodos de esgoto

Bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam bactérias. Os fagos sao virus
que possuem como acido nucleico, DNA ou RNA de fita simples ou dupla.
Morfologicamente, os fagos podem ser poliédricos, filamentosos ou pleomorficos.
Os fagos que possuem cauda representam 96% do grupo e pertencem a ordem
Caudovirales constituida por trés familias: Myoviridade (cauda contratil),
Siphoviridade (cauda longa e néo contratil) e Podoviridae (cauda curta). Todos os

membros dessas trés familias possuem cabeca icosaédrica, DNA fita dupla linear
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e capsideo nao envelopado. Os bacteriéfagos com forma poliédrica compreendem
as familias Microviridade (DNA fita simples, circular), Corticoviridade (DNA fita
dupla, circular), Tectiviridade (DNA fita dupla, linear), Leviviridade (RNA fita
simples, linear) e Cystoviridade (RNA fita dupla, linear, segmentado; com envelope
lipidico). Os fagos filamentosos compreendem a familia Inoviridae e apresentam
material genético de DNA fita simples e circular. A familia Plasmaviridae engloba
os fagos pleomorficos de DNA fita dupla, circular, protegido por envelope lipidico
sem capsideo (Ackermann, 2011; ICTV, 2015).

Os bacteriofagos que infectam a espécie bacteriana Escherichia coli s&o
denominados de colifagos. Existem dois grandes grupos de colifagos: os
somaticos e os F-especificos, que se distinguem pela localizagdo na superficie
bactéria dos receptores utilizados na infeccdo da célula. Os colifagos somaticos
infectam cepas de E. coli através da ligagao a receptores distribuidos na parede
celular da bactéria e podem pertencer as familias Myoviridae, Siphoviridae,
Podoviridae e Microviridae. Colifagos F-especificos infectam as células por meio
da ligagdo a receptores presentes no pili sexual, o qual & codificado pelo
plasmideo F e compreendem as familias Leviviridae (RNA F-especificos) e
Inoviridae (DNA F-especificos) (Grabow, 2001; Ackermann, 2011). Ambos os
colifagos, somaticos e F-especificos, tém sido utilizados em estudos cientificos por
muitos anos como indicadores fecais e virais em diferentes tipos de agua
(IAWPRC Study Group 1991, Armon e Kott 1996, Grabow, 2001; Jofre, 2007).

A detecgdo e quantificacdo dos grupos séo realizadas por procedimentos
padronizados ISO 10705-1 (ISO, 2001a), ISO 10705-2 (1SO, 2001b), USEPA 1601
(USEPA, 2001a) e USEPA 1602 (USEPA, 2001b) e Standard Methods (APHA,
2012), que se diferem em poucos detalhes relacionados ao meio de cultura e em
condicbes de execucdo do ensaio. Nesses procedimentos, para detecgdo de
colifagos somaticos sao usadas as cepas E. coli CN13 (ATCC 700609) e WG5
(ATCC 700078) e para deteccao de F-especificos se utiliza E. coli F-amp (ATCC
700891) e Salmonella typhimurium WG49 (NCTC12484).

No ambiente, colifagos somaticos sao os mais abundantes com concentragbes de
10° a 10" UFP/100mL, enquanto colifagos F-especificos apresentam valores entre

10° a 10° UFP/100mL (Grabow et al., 1993; Grabow, 2001; Lucena et al., 2003 e
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2005). A replicagdo de colifagos somaticos no meio ambiente tem sido
considerada negligenciavel, enquanto que nao acontece para os demais
bacteriéfagos (Muniesa e Jofre, 2004; Jofre, 2009; Pascual-Benito et al., 2015). Os
grupos de colifagos apresentam diferente resisténcia aos tratamentos de
higienizacdo de lodos de esgoto, principalmente, os térmicos (Mocé Llivina et al.,
2003; Mandilara et al., 2006).

Nos quadros 4 e 5 s&o apresentadas as contagens, respectivamente, de
colifagos somaticos e F-especificos em lodos de esgoto. Colifagos somaticos séo
mais pesquisados e mais abundantes em amostras de lodo de esgoto que
colifagos F- especificos. As concentragdes variam conforme o tipo de lodo, mas
podem ser comparadas entre os estudos, pelo fato de que a pesquisa é realizada
por meio de técnicas padronizadas e baseadas em principios comuns (ISO 2001a;
ISO 2001b; USEPA 2001?; USEPA 2001b; APHA, 2012). Percebe-se, também,
que a pesquisa de colifagos F- especificos foi priorizada em lodos tratados por
digestéo, principalmente anaerdbia (Quadro 5).

Colifagos somaticos sao o grupo de bacteriéfagos apontado como o mais
apropriado a ser designado e utilizado como indicador auxiliar de contaminagao
fecal e como indicador da presenca de virus, uma vez que os estudos apontam
que colifagos somaticos atendem integral ou parcialmente aos atributos de um
organismo indicador (NRC, 2004; USEPA, 2015), pois:

(i) fazem parte da microbiota de animais de sangue quentes (Kott et al.,
1974; Grabow, 2001);

(ii) apresentam estrutura, morfologia e tamanho similares a de enterovirus
(Grabow, 2001);

(iii) estdo presentes em numeros de particulas viaveis superiores aos virus
entéricos infecciosos ou equivalentes ao numero de cdépias gendbmicas de
enterovirus (Mandilara et al., 2006; Guzman et al., 2007; Wong et al, 2010);

(iv) sdo detectados por métodos padronizados, rapidos e de facil execugéao (I1SO,
2001a; USEPA 2001; APHA, 2012);

(v) ndo sao patogénicos (Grabow, 2001);
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Quadro 4 - Contagens de colifagos somaticos em amostras de lodo de esgoto

Tipo de lodo DenSIdades’d.e colifagos Referéncia
somaticos
10°- 10° UFP'/g Mandilara et al., 2006
Brut 2,8x108 - 3,9x10® UFP/10g ST | Guzman et al., 2007
ruto
4,8 -6,3 log1o UFP/100mL Jebri et al., 2014
6,5-8,4 logo UFP/g ST Astals et al., 2012
Primario 7,1x10° - 7,4x10° UFP/L Williams e Hurst, 1988
3,1x10*- 4,6x10° UFP/L Funderburg e Sorber, 1985
Ativado 5_ 6
X107 = 9.7x10% logro UFPI9 1 evantesi et al., 2014
1,2x10° - 8,6x10° UFP/100g Chauret et al., 1999
Misto 6,5 - 8,4 logyg UFP/g ST Astals et al., 2012
2,82 £ 0,84 logo UFP/g ST Rhodes et al., 2015
1,7x10" - 8x10” UFP/10g ST Guzman et al., 2007
Desaguado
ND - 6 logyo UFP/g ST Wong et al., 2010
Digerido 3,8-6,3 logyo UFP/g ST Levantesi et al., 2014
o | 10°-10° UFP/g ST Mandilara et al., 2006
Digerido —anaerobio "3y 0 “jFp/g ST Wong et al., 2010
mesofilico
4,41 + 0,91 log4o UFP/g ST Rhodes et al., 2015
o | 2,5x10° - 4,3x10° UFP/100g Chauret et al., 1999
Digerido  ~anaerobio |"5""a"y 0 (Fp/100mL Mocé-Llivina et al., 2003
mesofilico desaguado
3,5x10" - 5,2x10" UFP/10g ST | Guzman et al., 2007
Digerido anaerobio | 4 5 104 _ 1 4x10° UFP/g ST | Aulicino et al., 1998
termofilico
Digerido aerdbio 5,1x10% - 5,1x10° UFP/g ST Aulicino et al., 1998

Unidade Formadora de Placa.

(vi) ocorrem simultaneamente com enterovirus patogénicos em diferentes
matrizes ambientais como agua (Hot et al., 2003; Wu et al., 2011), esgoto sanitario
(Sidhu e Toze, 2009); lodo de esgoto (Aulicino et al., 1998; Mandilara et al., 2006;
Guzman et al., 2007; Wong et al., 2010);

(vii) no minimo, sao igualmente resistentes a alguns patégenos virais em
processos de tratamento de matrizes ambientais como agua (Gantzer et al., 1998;
Charles et al., 2009; Bertrand et al., 2012) e lodo de esgoto (Mocé-Llivina et al.,
2003; Guzman et al., 2007; Astals et al., 2012; Martin-Diaz et al., 2016);
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(viii) apresentam multiplicagcéo limitada ou inexistente no ambiente (Muniesa
e Jofre, 2004; Jofre, 2009; Pascual-Benito et al., 2015);
(ix) possuem dois estagios fisiologicos, ativo e inativo, sendo uma caracteristica
vantajosa em relagao as bactérias quando se avalia desempenho de processos de

tratamento (Pascual-Benito et al., 2015).

Quadro 5 — Contagens de colifagos F-especificos em amostras de lodo de esgoto.

Tipo de lodo Densidades dg_collfagos Referéncia
F-especificos
10* - 10° UFP'/g Mandilara et al., 2006
7 8

4,2x10" - 2,5x10° UFP/10g Guzman et al., 2007
Bruto ST

3,2 -4,9 logyo UFP/100mL Jebri et al., 2014

5,2-6,41logo UFP /g ST Astals et al., 2012
Misto 0,88 + 1,03 logso UFP/g ST | Rhodes et al., 2015

o | 3x10"-3,6x10° UFP/g ST | Mandilara et al., 2006

Digerido anaerobio 5 57 UFP /g ST Viau e Peccia, 2009
mesofilico

2,98 £ 0,69 log1o UFP/g ST | Rhodes et al., 2015

. | 3-5logs UFP /100mL Mocé-Llivina et al., 2003

Digerido anaerdbio - 5
mesofilico desaguado é,_?xm - 3,3x10° UFP/10g | & e ot al., 2007
Digerido anaerobio |\ 5 4. UFP/g ST Viau e Peccia, 2009
mesofilico + compostagem
Digerido anaerobio
mesofilico + peletizagédo | 1 -2 logo UFP/g ST Viau e Peccia, 2009
térmica
Digerido anaerobio | 4 _ 4 04,0 UFP/g Viau e Peccia, 2009
termofilico
Desaguado 4,9x10° UFP/10g ST Guzman et al., 2007

Unidade Formadora de Placa.

Jofre et al. (2016) defendem o uso de colifagos somaticos como organismo
modelo e debatem a respeito do fato de alguns pesquisadores argumentarem que
o potencial de multiplicacdo de colifagos somaticos no ambiente invalidaria o seu
uso como indicadores. Os autores discordam ao assinalarem a existéncia de
poucos trabalhos que apontam para a possibilidade de replicagdo de colifagos
somaticos no ambiente, e ainda, que essas pesquisas apresentam fragilidades

experimentais e conclusdes equivocadas. Além disso, Jofre e colaboradores
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(2016) expdem varios fatores que reduzem a probabilidade de replicagdo de
colifagos somaticos no ambiente: (i) a necessidade de uma combinagdo de
concentragbes minimas adequadas das populagdes de colifagos somaticos e de
bactérias hospedeiras, caracterizada como densidade limiar conjunta de 7
log1o/mL; (ii) o fato de que menos de 3% das cepas de E. coli conhecidas de
ocorréncia natural suportam a replicagdo de colifagos, concordando com o item
anterior de que seja improvavel a ocorréncia da densidade limiar necessaria no
ambiente; (iii) as possiveis células hospedeiras presentes no ambiente néao
possuem atividade metabdlica compativel a necessaria para permitir a adsorgao,
penetracdo do genoma e replicagdo de colifagos somaticos. Os autores concluem
que a replicagdo de colifagos somaticos no ambiente & improvavel, mas que se
ocorrer, pode ser considerada insignificante se comparada a contribuicdo da
contaminagao fecal no ambiente.

Mais recentemente, o grupo de pesquisa coordenado em parceria por
Francisco Lucena e Juan Jofre, do Departamento de Microbiologia da
Universidade de Barcelona, da Espanha, por meio de duas publicacbes — Astals et
al (2012) Lavantesi et al. (2014) propdéem uma possivel relacdo entre as
densidades de virus entéricos e colifagos somaticos para lodo de esgoto, de forma
que concentragbes de colifagos somaticos menores que 10* UFP/g ST
corresponderiam a auséncia ou a preseng¢a muito limitada de enterovirus no lodo
com base na proporcionalidade indicada por estudos prévios (Berman et al., 1981;
Gantzer etal., 1998; Mocé-Llivina et al., 2003; Monpoeho et al., 2004; Lucena et
al., 2005; Guzman et al., 2007; Wong et al., 2010; Astals et al., 2012; Martin-Diaz
et al., 2016). No entanto, os autores dessa tese reconhecem que a confiabilidade
do limite proposto para relacdo entre colifagos somaticos e virus entéricos deve

ser confirmada por mais estudos.

4.4. Tratamento térmico de lodo de esgoto: secagem em estufa de secagem

O lodo resultante do tratamento de esgoto apresenta alto teor de umidade,
geralmente, acima de 90%, o que dificulta o manuseio e o transporte para a
disposicao final. Quando o lodo for usado de forma benéfica, por exemplo, como
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adubo na agricultura; além da redugao de seu teor de umidade, o lodo tera que ter
seu potencial de reservatorio de organismos patogénicos minimizado a niveis que
o qualifiquem como seguro para o uso na agricultura.

Portanto, é desejavel a aplicagdo de um processo de tratamento que
possibilitasse em conjunto a remogado de umidade e a higienizagdo do lodo. A
escolha do tipo de tratamento a ser utilizado depende de fatores como o tipo e
volume de lodo produzido, o custo da disposigéo, as exigéncias de qualidade do
lodo seco e a area disponivel para implantacdo da estrutura de tratamento. Para
remogao da umidade existe uma variedade de sistemas: leito de secagem, lagoa
de lodo, filtro prensa, filtro de esteiras, centrifugas, incineragdo e secagem térmica
(Jordao e Pessoa, 2011).

Desses sistemas, a secagem térmica pode proporcionar tanto remogao da
umidade quanto a inativagdo de organismos patogénicos, tendo em vista que
consiste na exposigédo do lodo a uma fonte de calor de forma direta ou indireta, o
que promove a perda de agua pelo material. A transferéncia de calor para a
massa de lodo pode ser feita por convecgao, por condugdo ou por radiagao.
(USEPA, 1999; Song et al., 2014).

A secagem do lodo é fortemente afetada pela temperatura e varia com o
tempo de exposigdo a fonte de calor, caracterizando a taxa de secagem, que
segundo Bennamoun et al. (2012; 2013), varia por quatro fases (Figura 1): na
primeira, a taxa de secagem é constante (A-B), quando ocorre evaporagao da
agua livre; na segunda (B-C), a perda da agua intersticial representa o primeiro e
mais abrupto decaimento na taxa; na terceira (C-D), a remogédo da agua de
superficie configura o segundo decaimento; na quarta (D), tem-se a evaporagao
da agua ligada a matéria em um curto intervalo, no qual o equilibrio da umidade é
atingido. Durante a secagem, proporcional ao decaimento da umidade do lodo,
ocorre a reducdao do volume da massa e o aparecimento de rachaduras

(Bennamoun, 2012; Bennamoun et al., 2013).

20



w
=4 2>

Agua
intersticial

Agua de
superficie

D/ g

Figura 1 - Fases da secagem de lodo de esgoto em estufa agricola (Adaptada de
Bennamoun, 2012; Bennamoun et al., 2013).
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A secagem térmica por meio de equipamentos (secadores) possui elevada
capacidade de tratamento do lodo, ocupando pequena extensao de area.
Contudo, os secadores apresentam um alto custo de aquisigdo e de operagao em
decorréncia do elevado uso de energia elétrica, que pode variar de 700 a 1400
kWh/tonelada de lodo (Jorddao e Pessoa, 2011; Bennamoun et al., 2013). Ao
contrario da higienizacdo do lodo em secadores térmicos, o tratamento usando
energia solar tem um custo operacional extremamente reduzido, permite tratar
significativas quantidades de lodo e conceber um produto seco, consumindo
pouca energia elétrica (30 a 200 kWh/tonelada de lodo), quando necessaria
(Bennamoun et al., 2013).

Por outro lado, tem - se apontado como desvantagens do uso de energia
solar: (i) o tempo de secagem mais prolongado, devido a dependéncia das
condigbes climaticas; (ii) necessidade de areas com tamanhos expressivos; (iii)
menor eficiéncia na inativagdo de organismos patogénicos (Romdhana et al.,
2009; Bennamoun et al., 2013). Entretanto, sabe-se que a inativacdo de
microrganismos patogénicos e indicadores em lodo de esgoto depende de uma
série de fatores, cujo grau de influéncia na sobrevivéncia pode variar conforme a

natureza desses organismos, o tipo de lodo de esgoto e o tipo de tratamento
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empregado (Mocé-Llivina et a., 2003; Mandilara et al., 2006; Guzman et al., 2007,
Astals et al., 2012).

Das opgbes de tratamento baseadas em energia solar, a secagem em
estufa de secagem tem sido empregada em diversos paises como Alemanha (Bux
et al.,, 2001), Turquia (Salihoglu, et al., 2007), Australia (Shanahan et al., 2010),
Polénia (Sypula et al., 2013), Grécia (Mathioudakis et al., 2013), Estados Unidos e
México (Song et al., 2014) e no Brasil (Comparini e Sobrinho, 2002; Lima, 2010;
Dias, 2012). O principio basico desse tratamento € a disposi¢do do lodo (liquido,
semi-solido ou solido) em camada ou leira, sobre o solo ou dentro de leito de
secagem, situados dentro de estufa de secagem. Esta pode ter arquitetura
variavel, mas sempre constituida por material plastico transparente para
possibilitar a captacdo da energia solar incidente e promover a elevagcdo da
temperatura do ar da estufa (efeito estufa) que, por sua vez, ocasiona perda de
umidade da massa de lodo.

A taxa de secagem do lodo de esgoto em estufa de secagem é influenciada
pela localizagdo geografica, época do ano e condi¢cdes operacionais do tratamento
(Bennamoun, 2012; Bennamoun et al., 2013; Song et al., 2014). Geralmente,
menores tempos de secagem sé&o registrados em condi¢des climaticas favoraveis,
como elevadas temperatura ambiente e incidéncia de radiacdo solar. Quanto as
condicbes operacionais, diversos dispositivos podem ser instalados com a
finalidade de aumentar a taxa de secagem, aumentando a eficiéncia do sistema.
Dentre os dispositivos empregados tem-se: na camada inferior ao piso, tubulagdes
de aquecimento ou camada drenante; no ar, lampadas de infra-vermelho ou
sistema de controle da ventilagdo do ar; na massa de lodo, equipamentos
eletrénicos (robds) para revolvimento constante ou mais frequente da massa de
lodo (Bennamoun, 2012; Bennamoun e tal., 2013).

No geral, essas estratégias tém sido empregadas em diferentes paises
como Alemanha (Bux et al., 2001); Turquia (Salihoglu et al., 2007); Australia
(Shanahan et al., 2010); Polénia (Sypula et al., 2013); Grécia (Mathioudakis et al.,
2013), Estados Unidos e México (Song et al., 2014). No Brasil, em escala
experimental, a secagem do lodo de esgoto tem sido realizada em estufas

agricolas desprovidas de sistema de controle da ventilagdo do ar interno, havendo
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a disposi¢do da massa de lodo desaguado (60-80% de umidade) em camada ou
leira, sendo revolvida manualmente com frequéncia de uma a trés vezes por
semana (Comparini e Sobrinho, 2002; Lima, 2010; Dias, 2012).

Em estufa de secagem, o tempo necessario para obtengdo de lodo de
esgoto seco varia conforme as condigbes climaticas do local e as condi¢des
operacionais do tratamento. Em estudos em que a ventilagdo do ar interno foi
controlada e/ou o revolvimento do lodo era mecéanico e frequente, o tempo
necessario para obtencao de lodo seco (teor de sdlidos totais entre 80-90%) foi
em torno de 20 dias no verdo, na Alemanha (Bux et al., 2001) e na Australia
(Shanahan et al., 2010), enquanto que no outono/inverno, foi superior a 30 dias
(Salihoglu et al., 2007; Mathioudakis et al., 2013). Em experimentos realizados em
localidades de clima quente e com a execugao de revolvimento manual e menos
frequente, o tempo necessario para que a massa de lodo atingisse menos de 20%
de umidade foi maior e, variou em média, entre 45-55 dias (Dias, 20012; Song et
al., 2014) e 70 dias (Comparini e Sobrinho, 2002; Lima, 2010).

Nos estudos citados anteriormente, o desempenho da secagem em estufa
de secagem quanto a higienizagdo do lodo de esgoto tem sido avaliado,
principalmente, por meio das redugdes das densidades de indicadores bacterianos
e/ou ovos de helmintos, exceto nos trabalhos desenvolvidos por Shanahan et al.
(2010) na Australia e, no Brasil, por Lima (2010), que também verificaram a
presenca de virus. No Brasil, lodo de esgoto Classe A em termos de coliformes
termotolerantes (< 10° NMP/g ST) foi obtido nos seguintes tempos de tratamento:
28 dias em Vitoria-ES por Lima (2010), 45 dias em Vigosa-MG por Dias (2012) e
70 a 98 dias em Franca-SP Comparini e Sobrinho (2002).

Quanto ao decaimento de virus, na Austrdlia, Shanahan et al. (2010)
detectaram baixas densidades de virus entéricos no inicio do tratamento, menores
que 100 UFP/10 g de lodo. No Brasil, em Vitéria-ES, Lima (2010) analisou a
presenca de virus da Hepatite A, Adenovirus e Rotavirus em trés momentos do
tratamento, totalizando a analise de 30 amostras, das quais em 11 (37%) foi
constatada auséncia de virus. Trés amostras foram positivas para virus da
Hepatite A utilizando PCR. Adenovirus foram detectados em 13 de 18 amostras

analisadas por PCR; essas mesmas amostras também foram submetidas a teste
23



de infectividade (passagem da amostra em cultivo de células), no qual seis
amostras foram positivas e 12 amostras foram sugestivas para a presenga de
virus infecciosos. O género Rotavirus foi detectado em todas as amostras em
titulos muito baixos, que variaram de <0,3 a 2,8 UFP/g ST.

Percebe-se que novos estudos sao necessarios para melhor entendimento
dos efeitos da secagem do lodo em estufa agricola sobre a inativagdo de virus
entéricos e sobre potenciais indicadores como colifagos somaticos, os quais séo
reconhecidos por sua resisténcia a inativagao térmica em diferentes tipos de
matrizes (Bertrand et al., 2012).

4.5. Regulamentacgao do uso agricola de lodo de esgoto no Brasil

No Brasil, a Resolugdo CONAMA n° 375/2006 define critérios e
procedimentos para o uso agricola de lodos de esgoto gerados em estagdes de
tratamento de esgoto sanitario e seus produtos derivados (Brasil, 2006). A
Resolugcao determina os parametros microbioldgicos que caracterizam duas
classes de lodos de esgoto, Classe A e Classe B, para uso agricola conforme

apresentado no Quadro 6.

Quadro 6 — Parametros microbiolégicos das Classes A e B de lodo de esgoto para
uso agricola no Brasil conforme a Resolugdo CONAMA n° 375/2006.

Organlsmos’lndlcadores Classe B Classe A
ou patogenos
Coliformes <10°NMP / g de ST’ <10° NMP /g de ST
termotolerantes
Ovos de helminto <10o0vos/gde ST <0,250vo/gde ST
Salmonella spp. - auséncia em 10 g de ST
Vi < 0,25 UFP* ou UFF®/ g de
irus - ST

Solidos totais; * Unidade Formadora de Placa; ° Unidade Formadora de Foco

O biossolido Classe A deve satisfazer todos os requisitos apresentados
anteriormente (parametros e respectivos limites), significando, portanto, que o
monitoramento deve abranger todos os organismos especificados (indicadores e

patdgenos). Com relagdo aos virus, € estabelecido que o monitoramento devesse

24



incluir preferencialmente Adenovirus e Enterovirus, mas que sob circunstancias
especificas (endémicas ou epidémicas), as analises de outros virus, como
rotavirus e virus de hepatite A, podem ser requeridas.

Para a producado de biossolidos Classe A e Classe B, a Resolugdo Conama
estabelece que o lodo deve ser submetido aos processos de tratamento,
respectivamente, de ‘Reducgado Significativa de Patdégenos’ (digestdo aerdbia e
anaerobia, leito de secagem, compostagem) e de ‘Redugdo Adicional de
Patégenos’ (Compostagem, digestdo aerdbia termofilica, secagem térmica,
irradiagcdo com raios beta ou gama, pasteurizacédo).. Além disso, a legislacao

estabelece nos artigos 12 e 13, que:

Art 12. E proibida a utilizacdo de qualquer classe de lodo de esgoto ou
produto derivado em pastagens e cultivo de olericolas, tubérculos e raizes, e
culturas inundadas, bem como as demais culturas cuja parte comestivel
entre em contato com o solo.

§ 1° Em solos onde for aplicado lodo de esgoto ou produto derivado, as
pastagens poderéo ser implantadas ap6s um periodo minimo de 24 meses
da ultima aplicagéo.

§ 2° Em solos onde for aplicado lodo de esgoto ou produto derivado,
somente poderdo ser cultivadas olericolas, tubérculos, raizes e demais
culturas cuja parte comestivel entre em contato com o solo bem como
cultivos inundaveis, apos um periodo minimo de 48 meses da dultima
aplicagéo.

Art. 13. Lodos de esgoto ou produto derivado enquadrados como classe A
poderdo ser utilizados para quaisquer culturas, respeitadas as restricoes
previstas nos arts. 12 e 15 desta Resolugéo.

Art. 14. A utilizagéo de lodo de esgoto ou produto derivado enquadrado como
classe B é restrita ao cultivo de café, silvicultura, culturas para produg¢éo de
fibras e 6leos, com a aplicagdo mecanizada, em sulcos ou covas, seguida de
incorporacéo, respeitadas as restricbes previstas no art. 15 e no inciso Xl, do
art. 18 desta Resolucgéo.
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No artigo 15, tem-se as restricbes quanto a locais e situagdes em que nao
sera permitida a aplicagdo de lodo de esgoto, enquanto que o artigo 18 pontua as
exigéncias sobre as quais a Unidade Gerenciadora de Lodo devera informar ao
proprietario, arrendatario, operadores e transportadores, que deverao obedecer para o
manuseio e na aplicagao do lodo de esgoto e seus produtos derivados.

Como se percebe, a norma brasileira assume uma abordagem de dupla
barreira de protecdo a saude: o tratamento do lodo e restricdes de uso dos
biossolidos, sendo que para as duas classes de biossolidos sao estabelecidas
diferentes restricdbes de aplicagado. Tais restricdbes variam desde a proibicado ou
restricio de aplicagbes especificas em diferentes tipos de culturas até o
estabelecimento de limitagbes para colheita, pastagem e acesso publico. Essas
restricbes se baseiam no entendimento de que os patégenos ainda presentes nos
biossoélidos tratados apresentam um tempo necessario para ocorrer decaimento
natural no solo.

Bastos et al. (2013), avaliando comparativamente a legislagao brasileira e a
Norma 503 dos Estados Unidos (USEPA, 1993), apontam que a categoria
brasileira Classe A claramente reproduz a da USEPA, por isso, € ainda mais
rigorosa, por indicar a necessidade de atendimento simultdneo dos limites de
coliformes termotolerantes e de Salmonella; enquanto que na Norma 503, esta
estabelecido o atendimento ao limite de um dos dois microrganismos (coliformes
termotolerantes ou Salmonella). Além disso, na regulamentagcdo brasileira, a
auséncia de virus entéricos e ovos de helmintos também deve ser demonstrada
pelo monitoramento do produto final, e diferentemente da abordagem da ‘Norma
503’, a eficiéncia de tratamento, demonstrada por meio dos parametros de
controle operacional, ndo pode ser usada no lugar do monitoramento dos
patdgenos. Os autores concluem que as exigéncias brasileiras para biossdlidos
Classe A aparentam ser extremamente conservadoras.

Para biossdlidos Classe B, Bastos et al. (2009; 2013) analisam que a
Resolugdo CONAMA n° 375/2006 estabelece um padrdao de coliformes
termotolerantes bem similar ao da USEPA (< 10° CTer / g ST) e um limite de ovos
de helmintos bastante flexivel (< 10 ovos viaveis / g ST). O padréo de coliformes é

entendido como indicador de alguma remogédo de outros microrganismos (virus
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entéricos e bactérias) por meio dos Processos de Reducdo Significativa de
Patogenos, mas ndo aplicavel a ovos de helmintos. Além disso, a qualidade de
biossolidos Classe B ndo pode ser assegurada com base na eficiéncia de
tratamento.

Considerando as restricbes de uso de biossolidos, Bastos et al. (2009;
2013) aponta que a legislacéo brasileira estabelece restricbes mais rigorosas para
0 uso de biossolidos Classe A que a Norma 503. A Resolugdo CONAMA n°
375/2006 impde intervalos maiores entre a aplicagdo do biossdlido no solo e o
cultivo de culturas comestiveis ingeridas cruas ou nao (48 meses) e pastagens (24
meses). Para biossolido Classe B, Bastos et al. (2013) apontam que as restrigdes
fixadas para os diferentes usos desse tipo de biossdlido sdo similares as das
legislagdes dos EUA.

Assim, questionamentos tém sido levantados a respeito da real efetividade
dessas restricdes, uma vez que nao existem exigéncias para confirmagdo com
base em pesquisa de campo. Outra preocupacdo é que as exigéncias para o
tratamento de biossolidos e seus usos levam em consideragao apenas a protecao
de consumidores de alimentos e a exposigéo in-situ dos trabalhadores agricolas
(no momento da colheita) e do publico geral, mas ndo considera riscos aos
trabalhadores no manejo e no momento da aplicagao do biossélido (Jenkins et al.,
2007; Bastos et al., 2009, 2013).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Vigosa (20°45'14” e 42° 52’ 54”),
localizado na Mesorregido Zona da Mata do estado de Minas Gerais, a
aproximadamente 230 km da capital Belo Horizonte. Vigosa possui extensao
territorial de 299.418 Km? e 93,2% da populacdo reside na zona urbana (IBGE,
2011). Para 2015, a populagao foi estimada em 77.318 habitantes (IBGE, 2015).

O clima da regido onde se localiza Vigosa € marcado por dois periodos
distintos: primavera e verdo com temperaturas mais quentes, concentrando
maiores médias pluviométricas nos meses de dezembro e janeiro; enquanto que
as estagdes outono e inverno, entre os meses de maio e agosto, caracterizam-se
por serem periodos secos e de temperaturas mais amenas (Census, 2010).
Segundo dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), no periodo de
realizacdo do estudo, entre fevereiro e novembro de 2015, a temperatura média

variou de 17,2°C (junho) a 23,7°C (novembro), conforme Quadro 7.

Quadro 7 — Temperaturas média, minima e maxima mensais do ar em Vigosa-MG,
fevereiro a novembro de 2015.

Tem?o‘g;'t”’a FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV

Média 232 22,7 209 184 172 173 179 209 225 237

Minima 170 16,5 132 11,6 85 92 92 1,0 136 17,3

Maxima 322 318 308 286 286 290 304 356 37,0 36,0

De modo geral, Vigosa apresenta boas condigcdes de saneamento, em que
90,7% dos domicilios tém acesso agua tratada pelo sistema publico de
abastecimento do municipio, 86,5% dos domicilios encontram-se conectados a
rede geral ou pluvial de esgotamento sanitario (IBGE, 2011). Contudo, apenas o

esgoto sanitario do bairro Violeira recebe tratamento.
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5.2. Procedéncia do lodo de esgoto e remogao de umidade

Os lotes de lodo de esgoto utilizados eram provenientes da Estagao de
Tratamento de Esgoto, situada no bairro Violeira, em Vigosa-MG. A ETE Violeira é
operada pelo Servico Autdnomo de Agua e Esgoto (SAAE Vigosa) em parceria
com a Universidade Federal de Vigosa-UFV e trata o esgoto proveniente do bairro
em que se localiza, com populagdo de aproximadamente 1.000 habitantes,
contribuindo com vazao de cerca de 100 m3/dia.

A estacao € composta por reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de
lodo, do inglés Upflow Anerobic Sludge Blanket Reactor - Reator UASB e biofiltro
aerado submerso (UASB + BF), ambos em escala real (Figura 2-A), pré-fabricados
em aco. O reator UASB apresenta as seguintes dimensdes: volume = 48m?3; altura
= 5,70m; e TDH = 7h. Para o desaguamento do lodo excedente descartado do
reator UASB, a estacdo possui um leito de secagem (Figura 2-B), que € composto
por tanques em paralelo, com 2,0 m de largura e 4,0 m de comprimento cada (8,0
m?), e estrutura metdlica que se encontra sem cobertura de lona plastica
transparente no periodo de realizagao do presente estudo.

O lodo de esgoto excedente do reator UASB era descartado com frequéncia
mensal e direcionado para uma das células do leito de secagem, onde permanecia
por duas semanas (14 dias) para redugcdo de volume e umidade conforme Dias
(2012). Quando a massa de lodo apresentava consisténcia solida que permitisse
seu transporte, a camada era desfeita (Figura 2-C) com auxilio de ferramentas
adequadas (pa e enxada), o lodo era transferido para sacos plasticos (Figura 2-D)

e transportado para realizagdo do tratamento.
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Figura 2: (A) Reator UASB e biofiltro aerado submerso da ETE-Violeira. (B) Leito de secagem
adjacente ao reator UASB. (C) Quebra e mistura da camada de lodo de esgoto. (D)
Transferéncia do lodo para saco plastico para o transporte.

5.3. Higienizacao de lodo de esgoto por secagem em estufa agricola

A secagem do lodo de esgoto foi realizada em estufa agricola instalada nas
dependéncias da Divisdo de Agua e Esgoto (DAG), da Universidade Federal de
Vigcosa (UFV), com as seguintes caracteristicas: 9,0 m de comprimento por 6,0 m
de largura (54,0 m?); cobertura, partes laterais, posterior e frontal em lona plastica
transparente fixada a estrutura metalica; auséncia de sistema de ventilagcao; piso

nao impermeabilizado e porta na parte frontal da estufa.

5.3.1. Temperatura do ar no interior da estufa

A temperatura do ar dentro da estufa foi monitorada utilizando equipamento
Datalogger Akrom KR420, o qual foi configurado para realizar registro da variavel
a cada 30 minutos e instalado no interior da estufa no dia 17/03/2015 com
previsdo de retirada no fim de novembro/2015, quando se encerraria o

experimento de secagem do lodo na estufa.
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Porém, o aparelho apresentou uma falha de funcionamento e registrou
dados na memoria somente até o dia 23/04/2015. Mas acredita-se que ao longo
do tempo de uso dentro da estufa, o equipamento realizou as medicdes de
temperatura e umidade normalmente, pois, no visor do aparelho sempre foi
possivel constatar registros de temperaturas minimas e maximas aferidas em
datas posteriores ao dia 23/04/2015, o que apontava para o funcionamento
correto.

Diante do exposto, a caracterizacdo da temperatura do ar no interior da
estufa consistiu: (i) estatistica descritiva da variagdo horaria da temperatura
aferida pelo aparelho datalogger nos meses de marco e abril de 2015; (ii)
estimativa da temperatura média diaria do ar dentro da estufa através de modelo
de regressao em fungao da temperatura média diaria do ar em Vigosa.

O modelo foi determinado a partir de analise de regressao linear entre
médias diarias de dados de temperatura do ar no interior da estufa agricola
aferidos por aparelho datalogger e dados secundarios de temperaturas médias
diarias para Vigosa. Os dados secundarios de temperaturas médias diarias para
Vigcosa foram obtidos a partir de dados horarios aferidos por estacao
meteorolégica convencional localizada na Estagdo Climatolégica Principal de
Vigosa, localizada no campus da Universidade Federal de Vigcosa-UFV. Esses
dados foram coletados diariamente na Estacado, analisados e disponibilizados
através de boletim meteorologico, que sdo publicados na pagina do Programa de
Po6s-Graduacado em Meteorologia Aplicada da UFV (UFV, 2017).

Os dados primarios e secundarios de temperatura utilizados para gerar o
modelo de regressdao compreenderam o periodo de 16/05/2016 a 23/11/2016. No
ano 2016, outros experimentos do grupo de pesquisa foram realizados na mesma
estufa agricola do presente estudo e, por isso, novos dados da temperatura do ar
na estufa foram coletados.

Apds obtengcdo do modelo, este foi utilizado para estimar as temperaturas
médias diarias durante o periodo de tratamento (fevereiro a novembro de 2015) de

cada lote de lodo na estufa.
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5.3.2. Tratamento do lodo

A secagem do lodo de esgoto foi realizada entre fevereiro e novembro de
2015 (10 meses), sendo higienizados nove lotes de lodo (L1, L2, L3, L4, L5, L6,
L7, L8 e L9). No Quadro 8 (Anexo 1), tem-se para cada lote, a data de inicio e
término do tratamento, tempo de tratamento e numero de amostras coletadas
durante o monitoramento do lodo. Todos os lotes permaneceram na estufa por, no
minimo, sete semanas (49 dias); média de 13 semanas (91 dias) e maximo de 17
semanas (Lotes 4 e 5). O lote 9 foi tratado por menos tempo devido a finalizagéo
do trabalho de campo no fim do més de novembro. Uma amostra de lodo foi
coletada a cada semana para andlise de parametros fisicos, quimico e

microbiolégico até que a leira de lodo atingisse umidade menor que 10%.

Quadro 8 — Resumo do tempo de tratamento e numero de amostras analisadas dos
lotes de lodo de esgoto higienizados em estufa agricola, de fevereiro a novembro
de 2015, Vigosa-MG.

Lote de lodo

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
de esgoto

Inicio do

19/02 16/03 13/04 18/05 02/07 03/08 25/08 28/09 22/10
tratamento

Fim do 27/04 13/07 13/07 28/09 1011 2311 23111 23111 16/11
tratamento
Tempo de
tratamento 61 119 90 133 131 112 90 56 25
(dias)

Numero de
amostras 11 17 13 18 19 16 13 8 4
analisadas

No Quadro 8, observa-se um intervalo de tempo maior no inicio de
tratamento entre L4 e L5, se comparado aos outros lotes. Isso se deve ao fato de
que na segunda quinzena de abril, o registro de abertura e fechamento da valvula,
que controla a passagem do lodo do reator para o leito de secagem, apresentou

problema, ocasionando o vazamento de elevadas quantidades de lodo de esgoto
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do reator. Tal incidente pode ter afetado a manta de lodo, a qual é indispensavel
para o bom funcionamento do mesmo. Entéo, para que a manta fosse recuperada,
o0 descarte de lodo ndo foi realizado no més de maio. Apds 0 vazamento, a
eficiéncia de remogao de DQO (demanda quimica de oxigénio) reduziu para 30-
55%, considerada baixa se comparada com o funcionamento normal do reator em
torno de 70%. O lodo que vazou do reator e permaneceu no leito de secagem foi
coletado e identificado como lote 4.

O protocolo de tratamento foi realizado de maneira que para cada lote de
lodo de esgoto formou-se uma leira de 30 a 40 cm de altura (Figura 3), a qual foi
mantida no interior da estufa e revolvida semanalmente utilizando-se uma enxada.
A coleta de amostras para analise de parametros fisicos-quimico e microbioldgicos
foi efetuada com frequéncia semanal. Para cada leira, sempre apds o
revolvimento, coletavam-se, com auxilio de pa para jardinagem, seis amostras
simples de diferentes pontos e profundidades da massa de lodo, totalizando em
torno 2.000g de lodo. Essa amostra era submetida ao procedimento de quebra
dos torrées com auxilio de um compactador manual de solo, homogeneizada,
colocada (700g) em saco plastico, acondicionada sob refrigeracdo e encaminhada

para analise.

-

. xbife

Figura 3 - Disposigao das leiras de lotes de lodo de esgoto durante o tratamento por
secagem térmica na estufa.
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Os parametros monitorados foram: teores de sélidos totais (ST), umidade,
pH e contagens de coliformes totais, Escherichia coli, colifagos somaticos e virus
entéricos, cujos procedimentos de analise estdo descritos detalhadamente nos
itens 5.8, 5.9 e 5.10. As analises laboratoriais foram realizadas no Setor de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Publica do Departamento de Veterinaria
(SMVPSP/DVT/UFV).

5.4. Ensaio de contaminacao artificial de lotes de lodo de esgoto com
colifago somatico e virus entérico

Para verificar a relagao entre o decaimento de colifagos somaticos e virus
entéricos em lodo de esgoto e a resisténcia desses virus ao tratamento térmico, foi
realizado experimento de contaminacdo artificial de lodo com colifago somatico
Phi X174 (ATCC®13706-B1™) e cepa vacinal de Poliovirus tipo 1 ( Poliovirus 1
Sabin).

Para isso, trés temperaturas foram avaliadas: temperatura variavel do ar
dentro da estufa agricola e as temperaturas 30°C e 60°C, sendo que a
temperatura 30°C foi considerada controle. Em cada temperatura, foram
monitoradas amostras de lotes de lodo contaminadas artificialmente, uma amostra
controle negativo e uma amostra controle positivo (testemunha). O ensaio foi
realizado em outubro de 2015.

No ensaio, foram utilizadas amostras de quatro lotes de lodo de esgoto que
estavam em tratamento na estufa com as respectivas umidades: L5 (U = 3,72%),
L6 (U = 9,65%), L7 (U =15,77%) e L8 (U = 3,50%). Para cada um desses lotes,
trés amostras de cinco litros foram retiradas, acondicionadas em potes plasticos e
submetidas a descontaminagcdo por calor umido a 121°C por 30 minutos.
Posteriormente, a temperatura ambiente, sob homogeneizagdo com auxilio de
espatula estéril, essas amostras foram contaminadas com volumes de suspensodes
dos virus que resultassem na concentracgdo final entre 10°-10” TCIDso/mL para
Poliovirus 1 Sabin e 10°-10” UFP/mL para colifago somatico Phi X174.

Seis amostras adicionais foram coletadas do lote L8, sendo que trés foram

descontaminadas por calor umido a 121°C por minutos e nao foram inoculadas
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conformando o controle negativo; as outras trés amostras ndo foram autoclavadas
e permaneceram naturalmente contaminadas funcionando como controle positivo
(testemunha).

Apos o preparo das amostras, as mesmas foram separadas conforme o
delineamento do ensaio e colocadas no interior da estufa agricola e de duas
estufas do tipo B.O.D em laboratério, cujas temperaturas foram ajustadas para
30°C e 60°C. O decaimento dos titulos dos virus nas amostras de lodo de esgoto

foi monitorado por 21 dias com amostragem a cada 3-4 dias.

5.5. Caracterizacao da exposi¢cdao humana a perigo microbiolégico durante
tratamento de lodo de esgoto por secagem em estufa agricola

Em uma ETE, a secagem do lodo de esgoto em estufa agricola demandaria
um trabalhador encarregado dessa funcdo, o qual estaria exposto a possivel
contaminagdao microbiologica. No delineamento da pesquisa, a figura desse
trabalhador foi representada pela pesquisadora responsavel pelo manejo do lodo
no tratamento, sendo a exposigdo a perigo microbiolégico avaliada através dos
niveis de contaminagao das maos.

Portanto, protegendo-se as maos com luvas de procedimento de latex e
descartaveis, realizava-se o revolvimento de todas as leiras em tratamento e a
coleta das amostras para analise. Em seguida, realizava-se lavagem das méos
com 250mL de solucdo salina de tampao fosfato (PBS) refrigerada e armazenada
em frasco reagente (Schott®). Com a ajuda de um dos colaboradores da pesquisa,
o procedimento de lavagem das maos consistia em verter o volume da solugéo de
PBS sobre as maos mantidas em movimento tipico de lavagem das maos,
enquanto que o volume da solugcao de PBS resultante da lavagem era coletado
por meio do conjunto estéril de funil e frasco reagente (Schott®). O frasco
contendo a amostra de agua de lavagem das méos (ALM) era tampado e
encaminhado sob-refrigeracao para analise de coliformes totais, Escherichia coli,

de virus entéricos e colifagos somaticos.
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5.6. Caracterizagdao da exposi¢cao humana a perigo microbiolégico no uso
agricola de lodo de esgoto tratado por secagem em estufa agricola

Para caracterizagdo da exposigdo humana a perigo microbiolégico no uso
agricola de lodo, foram realizados plantios de hortaligas utilizando lotes de lodo
tratados por secagem em estufa agricola. Os plantios foram realizados na mesma
estufa agricola utilizada para tratamento do lodo.

As culturas de hortalicas escolhidas para a pesquisa foram alface (Lactuca
sativa) e cenoura (Daucus carota subsp. sativus), porque apresentam formas
distintas de contato com o solo durante o crescimento, que resultariam em
diferentes niveis de contaminacao da planta: a alface cresce sobre e rente ao solo
e a cenoura cresce sob o solo.

O plantio das hortalicas foi realizado com os lotes de lodo de esgoto em
tratamento, quando os mesmos atingiram concentragdes de coliformes
termotolerantes (estimada pela concentragdo de E. coli) equivalentes as
estipuladas para classificagdo do lodo em Classe B (103-106 NMP/g de S.T) e em
Classe A (< 10° NMP/g de S.T) conforme a Resolugdo CONAMA 375/2006.

Para cada lote com determinada qualidade (classe A ou B), foi realizado o
plantio de dois canteiros para alface e dois canteiros para cenoura, sendo que
para cada cultura, em um dos canteiros, foi adicionado biossdlido previamente
contaminado com volume de suspensdes dos virus que resultassem em
concentracdes finais de 10*10° TCIDso/mL de Poliovirus 1 Sabin e 10*10°
UFP/mL de colifago somatico Phi X174. Durante o plantio, as suspensdes dos
virus foram mantidas sob refrigeracdo, em banho de gelo em caixa térmica, até o
momento de contaminagdo dos biossolidos. No total foram produzidos 24
canteiros (Figura 4), sendo 12 de alface (6 contaminados artificialmente) e 12 de
cenoura (6 contaminados artificialmente).

Cada canteiro foi produzido conforme Magalhaes (2012) em experimento de
plantio das mesmas hortalicas, que para obter niveis iniciais de contaminag¢ao das
misturas solo + biossdlido mais elevados, utilizou 100g de biossolido por dm? de
solo, constituindo uma mistura de aproximadamente 10% (m/m). Assim, foram

montados canteiros de 24dm?® constituidos de 2.400g de biossdlido. Previamente,
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a montagem dos canteiros, as quantidades necessarias de biossolido de cada lote
e de solo foram pesadas e mantidas separadas em sacos plasticos até o momento
de mistura (tratado ou artificialmente contaminado) ao solo.

O solo utilizado nos plantios foi obtido da area no entorno da estufa. No
plantio das hortaligas, foram utilizadas mudas de alface e sementes de cenoura
adquiridas no comércio da cidade. Cada canteiro era composto por 12 plantas,
sendo trés fileiras com quatro plantas, e irrigados por aspersdo aérea,
diariamente, no inicio da manha ou no fim da tarde.

No uso agricola do biossélido como adubo, consumidores das culturas
agricolas e trabalhadores rurais sdo os grupos de individuos que podem ser
expostos ao risco de contaminagao por patégenos ainda presentes no biossélido,
na mistura biossoélido+solo e nos alimentos. Assim, para representar os
trabalhadores rurais, o plantio das hortalicas foi realizado por dois voluntarios com
experiéncia nesse tipo de atividade (Figura 4), os quais foram denominados de
Trabalhador 1 (T1) e Trabalhador 2 (T2).

Figura 4: Producgédo dos canteiros de alface e cenoura e plantio de alface pelos voluntarios.
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Para avaliar a possibilidade de contaminagao por ingestao durante o plantio
das hortalicas, que necessita do contato direto das m&os com o solo, os dois
trabalhadores tiveram lavadas as maos protegidas com luvas utilizadas desde a
mistura do biossodlido ao solo até a finalizagdo da montagem de cada canteiro.
Entre um canteiro e o seguinte, as maos de cada trabalhador foram lavadas
realizando-se 0 mesmo procedimento para lavagem das maos apdés manejo das
leiras de lodo de esgoto conforme detalhado no item 5.5, sendo utilizado 120mL
de solugédo salina de tampao fosfato (PBS). O frasco era tampado e encaminhado
sob-refrigeracédo para analise de coliformes totais, Escherichia coli, virus entéricos
e colifagos somaticos.

O volume de 120mL de PBS justifica-se pelo fato do numero de amostras
coletadas nos dois eventos de plantio ser grande, demando uma quantidade de
frascos reagente (Schott®) e, além disso, essas amostras seriam armazenadas
para posterior analise de virus entéricos. Logo, a utilizagdo de grande quantidade
desses frascos prejudicaria outros procedimentos do experimento. Em virtude
disso, foram utilizados outro tipo de frasco existente no laboratério com
capacidade maxima de 150mL e que poderiam ser retirados da rotina laboratorial
sem prejuizo.

Apos o plantio, o préximo evento de exposi¢cdo do trabalhador rural é a
colheita, quando entraria em contato novamente com o solo e com a cultura.
Assim, considerando o tempo para colheita das culturas, foi realizada amostragem
do solo+biossdlido dos canteiros e colheita das plantas de todos os canteiros. As
plantas foram colocadas em sacos plasticos estéreis; enquanto, que em cada
canteiro, o solo foi revolvido, amostra de aproximadamente 700g coletada,
acondicionada em saco plastico e encaminhada para analise.

A avaliagdo da exposicdo do consumidor a possiveis perigos
microbiolégicos presentes nas hortalicas cultivadas foi efetuada através da
verificacdo do nivel de contaminagao por virus nas plantas quando o tempo de
colheita para a cultura foi atingido. Cada planta foi colhida, colocada saco plastico

estéril, armazenada sob refrigeragdo e conduzida para analise.
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5.7. Avaliacao de técnica para recuperagao de virus entéricos e colifagos
somaticos de amostras de alface

A escolha dos procedimentos testados foi baseada em materiais e
equipamentos existentes no laboratério e de custo razoavel. Os protocolos foram
delineados de forma que compreendessem as trés etapas prioritarias para
recuperagcao de virus: eluicdo, concentracdo e descontaminagdo da amostra
concentrada.

Com base nos estudos de Lukasik et al. (2000), Dubois et al. (2006) e Butot
et al. (2007), na etapa de eluigdo dos virus da superficie das folhas de alface,
foram testados como eluentes as solugdes de extrato de carne dessecado a 1%
(Dubois et al., 2007; Blaise-Boisseau et al., 2010) e 3% (Love et al., 2008; De
Paula et al.,, 2010) pH 9,0, ambas acrescidas de glicina (50mM) e cloreto de
magnésio-MgCl, (50mM).

A concentracao dos virus foi realizada empregando-se floculagao organica
(Katzenelson et al., 1976) e filtracdo a vacuo com membrana de ésteres de
celulose (membrana HA) de 0,45um de porosidade. Optou-se por efetuar a
descontaminagdo da amostra com cloroférmio em vez de filtracdo em membrana
com porosidade de 0,22um, devido ao alto custo dos filtros em relagdo ao
cloroférmio e pela rapida saturagdo dos poros, o que demandaria 0 uso de um

numero elevado de filtros por amostra.

5.7.1. Preparo e contaminagao de amostras de alface

Alface foi obtida no comércio da cidade de Vigcosa-MG e, gradualmente,
utilizada conforme o desenvolvimento do experimento. Em cada experimento,
quantidade suficiente de folhas de alface foi vigorosamente lavada em agua
corrente e descontaminada em solugcdo de hipoclorito de sddio durante 15
minutos, seguida de lavagem em agua destilada e secas com auxilio de papel
toalha estéril. Amostras de 10g de alface foram pesadas, cortadas em pedacos de
aproximadamente 9cm? distribuidos sobre folha de papel aluminio (Figura 5).

Cada amostra de alface, fracionada em pedacos sobre uma folha de

aluminio, recebeu uma aliquota de 1mL de Poliovirus 1 (3,58x10” TCIDso/mL) e
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uma aliquota de 1mL do colifago Phi X174 (1,24 x 10® UFP/mL). Cada uma das
aliquotas das suspensdes de virus foi distribuida na superficie dos pedacgos de
alface, em sua totalidade e de forma aleatdria, através de goticulas de 10uL com
auxilio de pipeta monocanal ajustada para tal volume. Aguardou-se a secagem
das amostras por 30 minutos em capela de fluxo laminar e, posteriormente, os
fragmentos de alface foram transferidos para sacos plasticos estéreis (500mL) e
deu-se inicio a execucao dos protocolos. O procedimento de contaminacédo das

amostras foi realizado a temperatura de 21-23°C

Figura 5 - Preparagdo das amostras de alface (10g) para contaminacao artificial com virus
controles

5.7.2. Descricao dos protocolos

No Quadro 9, consta o a descricao dos protocolos testados na recuperacao
de Poliovirus e Phi X174 de amostras de alface. Os virus foram quantificados nas
pelos métodos descritos nos itens 5.9.4 e 5.9.5. O percentual de recuperacao de
Poliovirus 1 e colifago somatico Phi X174 para cada amostra foi calculado

conforme a Equagéao 1:

Recuperagao de virus (%)= Scentracdo recuperada y 4 () (1)

concentragdo inoculada
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Quadro 9 — Descrigcao detalhada dos protocolos avaliados quanto a eficiéncia em
recuperagao de Poliovirus 1 e colifago somatico Phi X174 de amostras de alface.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolos 4

Homogeneizacao Homogeneizacao Homogeneizagao Homogeneizacao
9 ¢ 9 ¢ manual com 50 mL 9 ¢

manual com 50 mL de | manual com 50mL de de extrato de camne manual com 50 mL de
extrato de carne 1% | extrato de carne 3% 1% pH 9 + glicina extrato de carne 3%
pH 9 + glicina (50 | pH 9 + glicina (50 mM) (50 mM) + MgCly(50 pH 9 + glicina (50 mM)
mM) + MgCl(50 mM) | + MgCl,(50 mM) 2 + MgCl,(50 mM)

mM)

Centrifugacdo a 2.500g a 4°C por 15 minutos Se necessario, ajuste do pH para 7,0
Floculagao organica do eluido com redugéao Filtracao do eluido vacuo utilizando
lenta do pH a 3,5 sob agitacédo constante e membrana HA de porosidade de 0,45um e 47

vagarosa por 30 minutos mm de didmetro
Raspagem da superficie da membrana com
Centrifugacdo a 3.000g a 4°C por 15 minutos 10mL da solugdo de eluicdo até a completa

retirada da camada superficial

Suspender o sedimento com 10 mL de
Na,HPO, (0,15M) e acertar o pH para 7,0

Homogeneizagao lenta com cloroférmio 1:1 por 5 minutos

Se necessario, ajuste do pH para 7

Centrifugar a 2.500g a 4°C por 15 minutos

Evaporagéo por no minimo trés horas do cloroférmio em banho de gelo

Adicéo de 150 yL de gentamicina (10mg/mL)

Congelamento a -80°C

5.8. Deteccao e quantificagao de indicadores bacterianos

Para pesquisa de coliformes totais e E. coli, as amostras de lodo de esgoto
foram preparadas conforme Agéncia Ambiental do Reino Unido (Environment
Agency, 2003): em um béquer, eram pesados 20g da amostra e colocados 180mL
de PBS (diluicido 10™"), a mistura era homogeneizada em agitador magnético com
velocidade moderada por cinco minutos. Posteriormente, realizavam-se diluigdes
decimais sucessivas até a diluicdo mais apropriada para detecgao de acordo com
resultados anteriores para a amostra em analise.

Das amostras de agua de lavagem das maos (aproximadamente 250mL)
coletadas apd6s manejo do lodo no tratamento, utilizou-se 100mL para

determinacéao direta dos indicadores bacterianos.
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Das amostras de agua de lavagem das méos (aproximadamente 100mL),
coletadas para cada um dos dois trabalhadores (T1 e T2), retirou-se 1 mL e
procedeu-se a diluigio de 1:100 com PBS para analise de indicadores
bacterianos.

A identificacdo e quantificacdo da concentracdo dos indicadores foi
realizada pelo método cromogénico-fluorogénico, utilizando cartela Quanti-Tray®
2000 (IDEXX®) e meio Colilert®.

As concentragdes dessas bactérias nas amostras de agua de lavagem das
maos do tratamento e do plantio das hortalicas foram expressas, respectivamente,
por NMP/100mL e NMP/mL da amostra

A concentragdo desses indicadores em amostras de lodo de esgoto do

tratamento foi calculada conforme a Equacgao 2:

NMP/g ST — (NMP tabelado) x (fator de diluigdo)x 100 (2)

(% solidos totais)

5.9. Deteccao e quantificacao de virus
5.9.1. Virus, células e produgao de inéculos

Como controle positivo para virus entéricos foi utilizado Poliovirus 1 Sabin,
gentilmente cedido pelo laboratério de Enterovirus do Instituto Oswaldo Cruz-
Fiocruz/RJ. A linhagem celular utilizada é derivada de um rabdomiosarcoma
humano (células RD) e foi obtida do Instituto Adolfo Lutz-IAL/SP.

As células RD foram cultivadas em meio constituido de volumes iguais de
Meio Minimo Essencial (MEM) e Leibovitz (L-15) suplementado com glutamina 2%
(200mM), solugdo de gentamicina (50ug/mL) e soro fetal bovino (SFB) a 15%.

Foram realizados subcultivos de 1:3 a cada 72 horas.

Suspensodes do virus Poliovirus 1 Sabin foram produzidas a partir da inoculagéo
de 500uL de MEM com virus em cultura de 24h de células (RD) com 90 a 100%
de confluéncia. O inéculo era mantido em contato com a cultura de células por
uma hora com homogeneizacdo do inéculo sobre camada celular a cada 15

minutos. Em seguida, o in6culo era retirado e acrescentado MEM com 15% de
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SFB. A cultura celular era incubada em estufa a 37°C com 5% de CO; por até 72
horas para replicacdo do virus e aparecimento de efeito citopatico.
Posteriormente, a suspensédo era centrifugada e filtrada em membrana de
porosidade de 0,22um.

A cepa Phi X174 (ATCC#13706-B1) foi utilizada como controle positivo para
colifagos somaticos e como bactéria hospedeira, E. coli CN13 (ATCC#15597-B1).
As suspensdes do colifago Phi X174 foram produzidas a partir da inoculagao
desse virus em cultura da bactéria hospedeira na fase log de crescimento na
propor¢ao 1:2. Essa mistura era incubada em estufa a 37°C por 4 horas para
multiplicagdo do virus. Posteriormente, essa suspensao era centrifugada a 8.000
rom por 10 minutos a 4°C e, em seguida, filtrada em membrana de porosidade
0,22 um.

5.9.2. Amostras de lodo ou solo+biossélido controle positivo e negativo

Com base no teor de sdlidos de totais da amostra, uma quantidade de lodo
de esgoto ou da mistura solo+biossolido equivalente a 12g de sdlidos totais foi
autoclavada por 30 minutos a 121°C, contaminada com um volume da suspensao
estoque de Poliovirus 1 Sabin e de colifago somatico Phi X174 equivalente a 1
x10% UFP/mL, conformando a amostra controle de recuperagao/positivo.

As amostras de controle negativo foram preparadas da mesma forma que

os controles positivos, porém, ndo foram inoculadas com virus.

5.9.3. Eluigédo e concentragao de virus

Para a deteccdo de virus entéricos e colifagos somaticos, foram
processadas as seguintes quantidades das amostras teste:

(i) quantidade equivalente a 12g de solidos totais de lodo em tratamento;

(i) 100mL de agua de lavagem das maos pds manejo e coleta do lodo em
tratamento;

(iii) 100mL (diluigao 1:100 da amostra original) de agua de lavagem das

maos apos plantio das hortaligcas;
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(iv) quantidade equivalente a 12g de sélidos totais para mistura
solo+biossolido;

(v) alface: plantas de tamanho pequeno foram dividas no numero de
amostras de 10g possiveis até a utilizagdo total da planta; ja plantas de tamanho
maior derivaram duas amostras de 10g a partir de folhas externas e internas.

As amostras de lodo, agua de lavagem das mé&os e de solo+biossélido
eram colocadas em béqueres e homogeneizadas com solucdo de 200mL de
extrato de carne dessecado a 3% em pH 7, sob agitagdo moderada constante por
30 minutos a temperatura ambiente.

Ja as amostras de alface eram colocadas em saco plasticos estéreis,
adicionava-se 50mL de extrato de carne 1% pH 9,5 com glicina (50mM) e
MgCl,(50mM) e realizava-se homogeneizagdo manual por 15 minutos.

ApOs a etapa de eluigado, para todos os tipos de amostras, a suspensao era
centrifugada a 2.500 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante era concentrado
por floculagdo orgéanica (Katzenelson et al., 1976), ajustando-se o pH para 3,0 -
3,5 sob agitagdo lenta mantida por 30 minutos para formacado dos flocos.

Posteriormente, a amostra era centrifugada a 2.500 x g por 15 minutos a
4°C e o sobrenadante descartado. O sedimento era suspendido com 20 mL de
tampao fosfato (0,15M) sob agitagdo lenta até a completa dissolugdo. Se
necessario, o pH era ajustado para 7,0 - 7,5.

A amostra concentrada era descontaminada com cloroférmio na proporgao
de 1:1, durante homogeneizagao lenta e manual por 10 minutos; em seguida, a
amostra era centrifugada a 3.000g por 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugagéao, a
fase superior da amostra era transferida para um béquer e mantida em banho de
gelo por no minimo trés horas para completa evaporagdo do cloroférmio.

Posteriormente, adicionava-se 500uL de gentamicina (10mg/mL). As
amostras processadas foram armazenadas a temperatura de - 80°C.

O teste de esterilidade da amostra consistiu na inoculagédo de uma aliquota
de 100 yL em 5mL de caldo de Triptona e Soja (TSB), incubado a 37°C e

monitorado por sete dias quanto a evidéncia de crescimento bacteriano.
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5.9.4. Quantificacao de virus entéricos

Virus entéricos foram quantificados pela técnica 50% Tissue Culture
Infectious Dose (TCIDsg) em placas de 96 pogos, onde se inoculou suspensao
celular na concentragdo de 1-2 x 10° células/mL a 15% de SFB com diluicdes
decimais da suspensdao do virus controle ou da amostra, sendo oito pogos
(réplicas) por diluicdo. As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de
CO; e observadas por sete dias quanto ao aparecimento de sinais de destruicao
da camada de células (efeito citopatico). O titulo viral foi calculado segundo
meétodo descrito por Spearman-Karber (Hierholzer e Killington, 1996). O titulo em
TCIDso/mL foi multiplicado pelo fator de coversao 0,69 (Daelemans et al., 2011)
para Unidades Formadoras de Placa (UFP) e o resultado expresso por UFP/mL
para as amostras de agua de lavagem das méos e alface. Para as amostras de

lodo e solo+biossdlido o resultado foi expresso pela Equacgéo 3:

UFP/g ST = (UFP/mL) x (volume recuperado da amostra) x 100 (3)

(% sdlidos totais)

5.9.5. Quantificagao de colifagos somaticos

A enumeragdo de colifagos somaticos foi realizada pelo ensaio de
plagueamento em dupla camada de agar (USEPA, 2001). Primeiramente,
realizava-se diluigdo decimal da suspensao estoque ou da amostra. Em banho-
maria, a temperatura de 46,5°C, 500uL de cada diluicdo era inoculada em
duplicata de meio TSA 0,7% (5mL) suplementado com acido nalidixico; em
seguida, adicionava-se 100 uL da bactéria hospedeira em fase log de crescimento.
Cada duplicata era homogeneizada, vertida sobre agar de TSA 1,5% e incubada a
37°C por 18-24 horas. O calculo do titulo em Unidades Formadoras de Placa
(UFP) por mL foi obtido pela razdo entre a soma do numero de UFP das
duplicatas que apresentaram numero de UFP entre 0-300 e a soma dos
respectivos volumes da amostra ndo diluida inoculados nas duplicatas referentes

a cada diluicao e o resultado expresso por UFP/mL para as amostras de agua de
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lavagem das maos e alface. Para as amostras de lodo e solo+biossélido o

resultado foi expresso pela Equacgao 4:

UFP/g ST — (UFP/mL) x (volume recuperado da amostra) x 100 (4)

(% sdlidos totais)

5.10. Parametros fisicos-quimico
5.10.1. Umidade

A umidade do lodo foi determinada conforme Andreoli (1999): (i) colocar
uma capsula de porcelana em estufa a 103°C durante 1 hora; (ii) esfriar a capsula
até a temperatura ambiente em dessecador; (iii) pesar o recipiente que recebera
amostra; (iv) acrescentar a capsula 200 g do lodo; (v) secar em estufa a 65 °C por
24 a 30 horas; (vi) esfriar em dessecador; (vii)) pesar novamente a capsula
contendo o lodo.

A diferencga de peso antes e apds a incubacéo do lodo na estufa representa
a umidade perdida. Para o calculo da porcentagem da umidade do lodo, utilizou-se

a Equacao 5:

U (%)= P‘;'SS x 100 (5)
Onde:

U= umidade (%)

PU= peso umido (g)

PS= peso seco (g)

5.10.2. Solidos totais

A determinagao do teor de sdlidos totais no lodo foi realizada utilizando os
procedimentos descritos no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2012), conforme as etapas a seguir: (i) colocar uma capsula

de porcelana em estufa a 103°C durante 1 hora; (ii) esfriar a capsula até a
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temperatura ambiente em dessecador; (iii) pesar inicialmente o recipiente que
recebera a amostra de lodo; (iv) acrescentar 50 g da mostra de lodo ao recipiente
e pesar novamente; (v) secar em estufa a 103-105 °C por 12h; (vi) esfriar em
dessecador e pesar a capsula contendo o lodo; (vii) se a diferenga entre o peso
umido e o peso seco for maior que 4% do peso da amostra umida, repetir o
procedimento de secagem em estufa por 1h a 103-105°C, até que a perda de
peso por parte da amostra seja menor 4% do peso da amostra imediatamente
anterior. O teor de sdlidos totais, em porcentagem, foi obtido através da Equacéao
6:

ST (%)= % x100 (6)
Onde:

ST= solidos totais (%);

A= peso da amostra seca + recipiente (Q)

B= peso do recipiente (g)

C= peso da amostra umida + recipiente (g)

5.10.3. Determinagao do pH

A etapa de determinacdo do pH seguiu as recomendagbes descritas em
Test Methods for Evaluating Solid Waste, Physical/Chemical Methods (USEPA,
2004): (i) em um béquer, pesar 20g da amostra; (ii) adicionar 100mL de agua
destilada; (iii) homogeneizar por cinco minutos com auxilio de um bastao de vidro;
(iv) manter em repouso por 15 minutos; (v) preceder a leitura equipamento

peagametro (Hanna®).

5.11. Determinagao dos coeficientes de decaimento

O calculo do coeficiente de decaimento microbiano foi realizado no
programa Microsoft® Excel e iniciado a partir da obtencdo da populacdo

remanescente) em um dado instante (t). Os dados de populacdo remanescente
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foram plotados em graficos de dispersao, sendo o eixo constituido pelos dados de
populacgdes remanescentes e o eixo pelo tempo. O teste de regresséao linear foi
realizado de forma que a reta passasse pela origem (X;Y = 0;0), obtendo-se
equacao do tipo e respectivo coeficiente de determinagédo (R?). Considerando o
decaimento microbiano como cinética de primeira ordem (Equagdo 7), o
coeficiente angular da equacéo obtida corresponde ao coeficiente de decaimento

microbiano a temperatura de operagéao T (Kr).
Ni= Np. et (7)

Onde:

N; = contagem de microrganismos num instante f;

No = contagem inicial de microrganismos;

Kyt = coeficientes de decaimento microbiano a temperatura de operagao T.

t = tempo

Para os indicadores bacterianos, os coeficientes de decaimento calculados
com base nas temperaturas de operagao (Ky) foram convertidos para 20°C (Kyo)
utilizando a Equacédo 8. Devido a inexisténcia, até o momento, de um valor de
coeficiente de temperatura (0) para lodo de esgoto, utilizou-se valor de 06 igual a
1,07, o qual é citado na literatura para o decaimento de bactérias em corpos
d’agua (von SPERLING, 2005).

KT= K20 . G(T'ZO) (8)

Onde:

Ko = coeficiente de decaimento microbiano a 20°C (d™);

Kt = coeficiente de decaimento microbiano a temperatura de operacéo T (d'1);
8 = coeficiente de temperatura (adimensional);

T = temperatura de operagao (°C).
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5.12. Analise dos dados

Os dados foram tratados por estatistica descritiva, no programa Microsoft®
Excel, de forma que os resultados pudessem ser apresentados através de

medidas de tendéncia central, de variabilidade ou dispersao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6. 1. Higienizacao de lodo de esgoto por secagem em estufa agricola
6.1.1. Temperatura do ar no interior da estufa agricola

A variagdo da temperatura do ar real no interior da estufa nos meses de
margo e abril esta apresentada na Tabela 1, que mostra um resumo dos dados de
temperatura registrados por equipamento datalogger entre 17/03 e 23/04/15,
totalizando 1777 combinag¢des de dados de temperatura e umidade, sendo 689 no
més de marco e 1079 no més de abril. As temperaturas e umidades médias,

minimas e maximas foram proximas nos meses de margo e abril.

Tabela 1 — Temperatura e umidade do ar no interior da estufa agricola aferidas por
aparelho tipo datalogger, marc¢o e abril de 2015, Vigosa-MG.

Temperatura Umidade
Medidas
Margo Abril Margo Abril
n 698 1079 698 1079
Média 26,9 247 77,7 79,5
Minimo 15,7 13,4 20,9 251
Maximo 52,5 50,6 100,0 100,0

Na Figura 6, apresenta-se a variagdo horaria da temperatura no interior da
estufa ao longo do dia nos meses de margo e abril. Observa-se um perfil na
variacdo da temperatura durante o dia marcado por duas fases: a primeira
compreende o inicio da noite (18 horas) até as primeiras horas da manha (5-6
horas) em que a variagdo da temperatura se mantém praticamente constante
entre minima préoxima a 15° C e maxima em torno de 20-25°C; ja na segunda fase,
entre sete horas da manhéd e as 17 horas (periodo do dia), a variagao da
temperatura € maior, quando as temperaturas minimas permaneceram proximas
de 20°C, enquanto as temperaturas maximas aumentaram gradativamente
podendo atingir valores superiores a 50°C entre onze e treze horas, e

posteriormente, decairam até o inicio da noite, quando atingem,
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novamente,valores entre 20-25°C. Lima (2010) e Dias (2012) também relataram
esse comportamento da variacdo diaria da temperatura no interior de estufa
agricola, destacando, principalmente, que a temperatura maxima pode ser

préxima ou superior a 50°C em estagdes climaticas mais quentes.
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Figura 6 — Variagao horaria da temperatura interna da estufa agricola ao longo dia, margo e
abril de 2015, Vigosa-MG

A temperatura média do ar no interior da estufa durante a secagem a dos
lotes de lodo foi estimada a partir do modelo (Equagao 9 e Figura 7) obtido apds
teste de regressdo entre dados coletados da temperatura do ar na estufa em
funcao da temperatura média do ar de Vigosa (externa a estufa), totalizando 215
pares de dados, no periodo de 16/05 a 23/11/2016.

Tmedia €stufa =1,1926 (T sqia ar de Vigcosa)+ 0,2284 (R2 = 0,8096) (9)
Onde:

Tmedia €Stufa = temperatura média estimada do ar no interior da estufa (°C);

Tmedia ar de Vigcosa = temperatura média do ar de Vigosa (°C).
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Figura 7 - Modelo de regressao linear entre temperatura média do ar no interior da estufa
agricola (n=215) e temperatura média observada do ar em Vigosa (n=215), no periodo de
maio a novembro de 2016.

Com base no modelo obtido (Equacgao 9), foram estimadas as temperaturas
médias do ar no interior da estufa para o periodo de tratamento de cada lote de
lodo. Essas temperaturas segundo o lote de lodo estdo apresentadas na Tabela 2,
onde nota-se que as temperaturas médias estimadas variaram, de 22,1 a 28,1°C.
Os lotes 2, 3, 4 e 5 foram tratados em temperatura média menor que 25°C e os
demais lotes (L1, L6, L7, L8 e L9) foram submetidos a secagem durante periodos
em que as temperaturas médias situaram-se entre 25 e 29°C. As temperaturas
meédias estimadas mostraram certa relagdo com a estacao climatica predominante
no periodo do tratamento, sendo que em L2, L3 e L4 predominou as estagdes
mais frias, outono e inverno, enquanto que os lotes L1, L6, L7, L8 e L9 foram
submetidos a secagem em periodos que abrangeram as estacdes quentes do ano,
primavera verao. O lote 5 foi tratado em periodo que mesclou inverno e primavera.
As temperaturas médias estimadas para o interior da estufa foram de 3,7 (lote 3) a

4,8°C (lote 9) mais elevadas que as temperaturas médias do ar fora da estufa.
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Tabela 2 — Temperaturas médias do ar fora da estufa agricola e temperaturas estimadas para
o interior da estufa agricola, no periodo de tratamento de cada lote de lodo esgoto, fevereiro
a novembro de 2015, Vigosa-MG.

Lote de lodo de L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
esgoto

Temperatura média

(°C) do ar em Vicosa’ 221 19,2 184 183 200 21,2 221 23,2 236

Temperatura média
(°C)estimadadoarno 26,6 23,1 221 221 241 256 266 27,9 28,1
interior da estufa

* Dados obtidos pela Estagdo Climatoldgica Principal de Vigosa (UFV, 2016). ** Temperaturas
médias estimadas com a Equagao 9.

As temperaturas médias estimadas (22,1°C a 28,1°C) para o periodo de
secagem de cada lote foram um pouco menores que as temperaturas reportadas
em outros estudos conduzidos no pais: em Vigosa, Dias (2012) também obteve
temperaturas estimadas, a partir de modelo de regressdo, nos periodos de
tratamento dos lotes de lodo tratados, que variaram 25,3° a 30, 2°C; em Franca-
SP, as temperaturas observadas variaram de 26,6° a 31,8°C (Comparini e
Sobrinho, 2002); em Vila Velha-ES, Lima (2010) observou temperaturas médias
entre 27,5° a 29,4°C.

O fato dos lotes de lodo terem sido tratados, possivelmente, em
temperaturas médias menores que as relatadas em estudos realizados, também,
na regiao Sudeste, pode estar relacionado com o clima de Vigosa, que é mais
ameno, em fungdo da cidade estar localizada em regido de serra. Além disso; a
estufa agricola e estagdo meteoroldgica, da qual foram utilizados dados de
temperatura do ar de Vigosa situam-se no campus da UFV, que € bem arborizado
€ possui uma lagoa, tais aspectos podem contribuir para as temperaturas do ar no

campus serem mais amenas que as registradas no centro da cidade.
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6.1.2. Caracterizagcao fisico-quimica dos lotes de lodo de esgoto durante
secagem em estufa agricola

Os lotes de lodo de esgoto tratados em estufa de secagem foram
caracterizados semanalmente, quanto as variaveis pH, umidade e teor de solidos

totais.

6.1.2.1. pH

O pH se manteve acido e estavel com valores entre 5,0-6,0 para a maioria
dos lotes (Figura 8 e Anexo 2). Apenas os lotes 1 e 7 apresentaram maiores
variagcdes nos valores de pH entre 5,0-8,0. Durante a secagem do lodo em estufa
sem caleagao, o pH tende a se manter proximo da neutralidade (Shanahan et al.,
2010; Sypula et al., 2013) ou se acidificar levemente (Lima, 2010; Dias, 2012).

10,0 T
90 +
80 T
5 707 [5 [;[] [E:I
LI R AP A
50 T I% Eg:l
4.0 } } } } } } } } i
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
LOTES
= Quartil 25% *Média OMinimo OMaximo  —Quartil 75%

Figura 8 - Distribui¢dao dos valores de pH para os lotes de lodo de esgoto tratados
Por secagem térmica em estufa de secagem, fevereiro a novembro de 2015, Vicosa-MG.
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6.1.2.2. Umidade

A maioria dos lotes foi transferida para estufa de secagem com teor de
umidade em torno de 60-80% (exceto lote 8 com menos de 30%). Teores de
umidade menores que 20% foram alcangados com trés semanas (25 dias) em L9,
cinco semanas (32-34 dias) em L1 e L7, sete semanas (46-49 dias) em L2, L5 e
L6, nove semanas (62 dias) em L3 e doze semanas (91 dias) em L4. Ao longo do
tratamento, a medida que transcorreu o tempo de secagem, pode-se observar
gradativa perda de umidade nas massas de lodo, os coeficientes de determinagéo
(R?) que variaram de 0,823 (L2) a 0,976 (L3) mostram o bom ajuste dos modelos
exponenciais aos dados (Figura 9 e Anexo 3).

Em Vigosa-MG, Dias (2012) constatou, também, que em 45 dias de
tratamento, a umidade foi reduzida para 20% em todos os lotes de lodo tratados.
Assim, depreende-se que, em Vigosa, 50 dias de secagem em estufa de secagem
parecem ser suficientes para reduzir teores de umidade iniciais de 60-80% para
20% de lodos de esgoto. Ja Comparini e Sobrinho (2002), em Franca-SP,
reportaram média de 70 dias de tratamento para se alcangar teores de umidade
menores que 10%, o que também foi constatado por Lima (2010) em
experimentos sucedidos em Vila Velha-ES.

O expressivo declinio da umidade até teor de 20% com subsequente
tendéncia a estabilidade também foi destacado por Comparini e Sobrinho (2002).
Esse comportamento € comum ao lodo de esgoto durante processos de
tratamento térmico, quando significativa redu¢cao da umidade ocorre em funcéo da
remocao das aguas intersticial e de superficie constituintes da massa de lodo

(Bennamoun, 2012).
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Figura 9 — Comportamento do teor de umidade (%) em lotes de lodo de esgoto (L1 a L9) em
funcgao do tempo (dias) de tratamento por secagem em estufa agricola, fevereiro a novembro
de 2015, Vigcosa-MG.
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Com intuito avaliar melhor o comportamento da perda de umidade, os lotes
de lodo foram avaliados segundo faixas de umidade iniciais no tratamento, de
forma que foram agrupados em trés faixas de umidade (Figura 10): menor ou igual
60% (L2 e L8; n=25), entre 60-70% (L4,L5, L6 e L9; n=32) e maior ou igual a 70%
(L1, L3 e L7; n=19). Foram considerados dados de umidade até 10%, pois, apds
esse teor, a perda de umidade é menos evidente e constante (Bennamoun, 2012;
Bennamoun et al., 2013). Contudo, os modelos gerados segundo as faixas de
umidade inicial da massa do lodo no tratamento ndo se ajustaram tdo bem
(R%yss0%= 0,4683; RZUs0.70%=0,6645; R?ys70%=0,634) aos dados de umidade das
amostras analisadas quanto os modelos gerados (R? = 0,8235 a 0,9764)

individualmente para cada lote de lodo de esgoto.

Umidade inicial < 60% Umidade inicial 60% - 70% Umidade inicial 2 70%

60 70 100
y = 36,58e0.02 60 .. . y = 58,88e0:01% y = 68,236€0026x
50 ° R?=0,4683 3 R2=0,634
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30 30

20 20
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Umidade (%)
Umidade (%)
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L ]
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o A

Figura 10 - Comportamento da perda de umidade segundo faixas de umidade iniciais (<60%,
60-70% e 270%) no tratamento por secagem em estufa agricola, fevereiro a novembro de
2015, Vigosa-MG.

6.1.2.3. Solidos totais

Obviamente, a perda de umidade, correspondeu ao aumento esperado dos
niveis de solidos totais (Figura 11 e Anexo 4). No inicio do processo de secagem,
os lotes de lodo apresentaram teores de ST em torno de 25-40%, com excecao do
lote 8 (70,92%). Em todos os lotes, os teores de sélidos totais permaneceram em
progressiva elevacdo na medida em que se perdurava o tempo de secagem, até
atingirem valores proximos de 90%. Essa relacdo positiva foi expressa nos
coeficientes determinagcdo que variam de 0,800 a 0,965 e o tempo de secagem
variou entre 40-50 dias (L1 e L7), 55-65 dias (L5, L6) e 85-100 dias (L2, L3 e L4).
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Figura 11 — Comportamento do teor de sélidos totais (%) em lotes de lodo de esgoto (L1 a
L9) em fungdo do tempo (dias) de tratamento por secagem em estufa agricola, fevereiro a
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A reducao do teor de umidade e elevacao do teor de solidos foi visivelmente
percebida na aparéncia € no volume ocupado pela massa de lodo. Quando a
umidade ¢é elevada, a operagao de revolvimento manual é dificultada pelo peso da
4gua incorporada @ massa. A medida que a secagem transcorre, devido ao
contato direto com o ambiente, a parte superficial da leira perde agua mais
facilmente que as partes do fundo e interior da massa. Diante disso, sempre foi
realizado criterioso revolvimento para completa homogeneizagdo do material. A
perda de agua e a concentragdo de soélidos culminam na reducdo do volume
ocupado pela massa de lodo e no fracionamento da massa em porgdes (torroes)
de variados tamanhos, enrijecidas e com rachaduras, as quais eram, muitas

vezes, dificeis de serem quebradas durante a coleta de amostras.

6.1.3. Caracterizagdao da qualidade microbiolégica dos lotes de lodo de
esgoto durante secagem em estufa agricola

6.1.3.1. Indicadores bacterianos

Sobre a qualidade bacteriolégica dos lotes de lodo de esgoto durante a
higienizacdo em estufa de secagem, conforme mostram as Figuras 12 e 13
(Anexos 5 e 6), altas concentracdes de coliformes totais (10° e 10 NMP g/ST) e E.
coli (10° e 10’ NMP/g ST) foram verificadas em todos os lotes, exceto em L1 que
apresentou problemas nas diluicbes. Os lotes L3, L4 e L6 foram transportados
para estufa apresentando niveis bacterianos que caracterizavam lodo classe B
(<1x10® NMP EC /g ST), enquanto que L2, L5, L7, L8 e L9 levaram até 20 dias
para alcangarem qualidade classe B. Ao longo do tratamento, em todos os lotes,
notou-se decaimento com tendéncia exponencial de CT e EC, sendo que L2, L3,
L5, L6 e L8 tiveram redugéo de 2-3 logqo para EC em 40-60 dias.

O tempo de tratamento necessario para que cada lote passasse do tipo
Classe B para Classe A (<1x10° NMP EC/g ST) foi, no minimo, 28 dias para o lote
4 e, no maximo, 80 dias para o lote L5; os demais lotes L2, L3 L6, L7 e L8
demoraram entre 50-60 dias para terem redugdo dos niveis de E. coli que
qualificasse o lodo como classe A. Em estudo na mesma localidade, Vigosa-MG,

Dias (2012) reportou que lodo Classe A foi obtido para quatro lotes em 45 dias e
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Figura 12 - Decaimento da concentragao de coliformes totais (CT) nos lotes de lodo de

esgoto L2 a L9, durante o tempo de secagem na estufa agricola, fevereiro a novembro de
2015, Vigosa-MG.
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Figura 13 - Decaimento da concentragao de E. coli (EC) nos lotes de lodo de esgoto L2 a L9
durante o tempo de secagem na estufa agricola, fevereiro a novembro de 2015, Vicosa-MG.

para outros trés lotes, o tempo foi igual ou superior a de 75 dias. Em Franca-SP,
Comparini e Sobrinho (2001) alcangaram concentragdo de E. coli correspondente

ao padrao classe A, em periodo superior a 60 dias (70 a 98 dias). Em Vitéria-ES,
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Lima (2010), conseguiu obter lodo Classe A em 28 dias na etapa 1 quando tratou
lodo digerido, adensado e desaguado; na segunda etapa, no tratamento de lodo
apenas adensado e desaguado, tempos superiores foram necessarios, chegando
a 56 dias.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de decaimento de E. coli durante o
tratamento a temperatura de operacao (Kyr )e a temperatura padronizada de 20°C
(Kb20y. De modo geral, observou-se entre os lotes a mesma tendéncia de variagdo
dos coeficientes Kyt e Kppo € valores nao discrepantes. Percebeu-se influéncia da
temperatura do tratamento sobre o decaimento da populagdo de E. coli, pois, 0
aumento da temperatura de operacdo de um lote para outro foi acompanhado de

aumento no valor do coeficiente de decaimento (Kpr).

Tabela 3 — Coeficientes de decaimento de E. coli em cada lote de lodo a temperatura
de operagao durante a secagem na estufa agricola e a temperatura padronizada de
20°C.

Temperatura média

Temperatura estimada
Lote média externa a (temperatura de Kot (d7) Kp2o (d7)
estufa (°C) operagao) dentro da

estufa (°C)
L2 19,2 23,1 0,070 0,057
L3 18,4 221 0,113 0,098
L4 18,3 221 0,197 0,171
L5 20,0 241 0,112 0,085
L6 21,2 25,6 0,113 0,077
L7 22,1 26,6 0,173 0,111
L8 23,2 27,9 0,181 0,106
L9 23,6 28,1 0,159 0,090

Assim, execetuando-se o lote L4 que foi resultante de problema técnico no
reator, notou-se que os coeficientes dos lotes L2 a L6 apresentaram valores de
coeficientes préximos para ambas as temperaturas, de operagao (0,070 a 0,113) e
20°C (0,057 a 0,077), enquanto que nos lotes L7 a L9, vé-se nitido aumento dos
valores dos coeficientes a temperatura de operacao (0,159 a 0181) e a 20°C
(0.090 a 0,111). Nesse sentido, torna-se importante lembrar, que o tratamento dos
lotes L2 a L9 foi realizado ao longo de um ano, perpassando pelas quatro

estacdes. O tratamento dos lotes L2 a L6 compreendeu as estagdes outono,

62



inverno e primavera, ja os lotes L7 a L9 foram tratados, prioritariamente, na
primavera e no verao, quando as temperaturas do ambiente sdo mais elevadas ao
longo do dia.

Comportamento semelhante também foi observado por Dias (2012), em
Vigosa-MG em experiementos realizados entre 2010 e 2011, quando decaimento
mais acentuado e coeficientes mais elevados foram detectados para lotes de lodo,
L1, L2, L6 e L7, que foram tratados nas estacdes de temperaturas mais elevadas,

primavera e verao.

6.1.3.2. Virus entéricos e colifagos somaticos

O controle de qualidade da recuperagao e identificacdo de virus em
amostras de lodo de esgoto foi realizado por meio da submissado ao protocolo
utilizado na pesquisa de amostras de lodo de esgoto esterilizadas por calor umido
a 121°C por 30 minutos e contaminadas artificialmente com suspensao de virus
entérico (Poliovirus 1 Sabin) e colifago somatico (Phi X 174) de referéncia.
Amostras estéreis de lodo de esgoto ndo inoculadas com virus de referéncia foram
utilizadas como controle negativo para avaliar a citotoxicidade da amostra de lodo
processada para as células RD utilizadas na técnica de quantificagao do titulo viral
na amostra.

Assim, na analise das amostras de lodo de esgoto durante o tratamento de
secagem e estufa agricola, foram analisadas 32 amostras controle, 16 positivo e
16 negativo. Os percentuais de recuperagdo nas 16 amostras controle positivo
variaram de 7,2% a 53,4% para Poliovirus 1 Sabin e de 8,4% a 55,6% para
colifago Phi X174. A avaliagdo da citotoxicidade (teste de citotoxicidade) das 16
amostras controle negativo para as células RD mostrou que a forma n&o diluida e
a menor diluigdo da amostra utilizada (1:10) ndo apresentaram efeitos citotoxicos
para a célula na técnica de microtitulacdo (TCIDsg), pois, observou-se
monocamada confluente e integra apds sete dias de leituras diarias.

A deteccdo de virus nas amostras de lodo analisadas durante o
monitoramento da secagem do lodo de esgoto em estufa de secagem foi muito

baixa, impossibilitando inferir sobre niveis de contaminagéo e grau de decaimento.
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Todas amostras (n=119) foram negativas para virus entéricos, sendo esse
resultado confirmado através de inoculagdo de 100uL do volume recuperado nio
diluido pds-processamento de cada amostra em monocamada de células RD
(25cm?), monitorada por 72 horas durante incubagdo em estufa com 5% CO; a
37°C. Observou-se monocamada integra, sem presenca de morte celular (efeito
citopatico) para todas as amostras, exceto para trés amostras, que apresentaram,
em 24 horas, 90-100% de destruicdo do tapete celular. Essas amostras
apresentaram no meio resultante da inoculagédo os seguintes titulos virais de
TCIDso/mL 1,77x103 (L6); 7,49x10° (L6) e 2,37x 10° (L7).

A negatividade das amostras de lodo para presenga de enterovirus divergiu
profundamente da reconhecida positividade das amostras de lodo oriundas de
digestdo anaerdbia (Guzman et al, 2007; Wong et al., 2009; Viau e Peccia, 2009);
cuja eficiéncia na inativagdo de virus é relativamente baixa (Aulicino et al., 1998;
Monpoeho et al., 2004, Mandilara et al., 2006).

Essa auséncia de virus entéricos infecciosos nas amostras de lodo durante
a secagem pode estar relacionada ao fato das densidades de virus encontradas
em amostras de lodo serem influenciadas pela variagao da ocorréncia de virus na
populagdo humana produtora do esgoto sanitario e pelas diferentes eficiéncias de
tratamento ou ainda ser atribuida a quantidade da amostra analisada e aos
métodos analiticos empregados (Hamparian et al., 1985).

Cabe registrar que o esgoto tratado no reator UASB é produzido por
pequena populacao residente do bairro Violeira, constituido por, no maximo, 1.500
habitantes, que, possivelmente, apresentava bom nivel de saude com relagédo as
viroses produzindo agua residuaria com baixo indice de contaminacéo viral, a qual
foi, portanto, eventualmente, inativada pela digestao anaerdbia no reator UASB,
restando concentracbes muito baixas ou inexisténcia de virus remanescente no
lodo excedente do processo de tratamento.

Mesmo com os controles positivos apontando recuperagao de Poliovirus 1
Sabin, a influéncia dos métodos analiticos empregados no estudo deve ser
considerada e abrange: a redugao do volume utilizado do eluente extrato de carne
de 500mL para 200mL; necessidade de repetir o processo de descontaminacao

das amostras com cloroférmio, que exige longo periodo de exposicdo das
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amostras a banho de gelo; o uso de somente uma linhagem celular, sendo que as
linhagens celulares apresentam variados niveis de suscetibilidade aos diferentes
tipos de virus (Johnston e Siegel, 1990: She et al., 2006; Prim et al., 2013); e o
uso de diluicbes em base 10 na quantificacdo das amostras.

No Brasil, outros estudos realizados em grandes centros urbanos,
obtiveram melhores percentuais de positividade para virus infecciosos isolados por
técnicas baseadas em cultivo celular em amostras de lodo de esgoto, porém, as
densidades relatadas foram baixas. Em Vila Velha-ES, Lima (2010) avaliou 30
amostras, das quais 11 (36,7%) foram negativas; Rotavirus foram detectados com
titulo variando de <0,3 a 2,8 UFP/g ST e o teste de infectividade com cultura de
células HEp-2 foi sugestivo para Adenovirus em 12 (40%) amostras. No estado de
Sao Paulo, Salvador (2011) avaliou amostras de lodo de seis ETEs, utilizou a
técnica de plagqueamento em cultura de células RD e verificou 29 (83%) das 35
amostras positivas para virus totais cultivaveis com titulos de até 12,5 UFP/g ST.
Ainda em Sao Paulo, Sato et al. (2012) tiveram 28 (77,8%) amostras positivas de
36 analisadas por plagueamento em cultura de RD, com concentracdo meédia de
2,23 UFP/g ST.

Com relacdo a deteccdo de colifagos somaticos, a Tabela 4 e o Anexo 7
mostram que os lotes L1, L3, L6, L7, L8 e L9 apresentaram amostras positivas,
totalizando 18 (15,1%) amostras das 119 analisadas. Os lotes L1, L7 e L8 tiveram
de quatro a cinco amostras sequenciais positivas com titulos semelhantes aos
relatados em amostras de lodo de esgoto digerido anaerobicamente (Chauret et
al., 1999; Mandilara et al., 2006; Wong et al., 2010).

A Tabela 4 mostra a variagdo dos titulos e da umidade nas poucas
amostras positivas conforme o lote de lodo: (i) no lote 1, as cinco amostras
positivas se referem as quatro primeiras semanas do tratamento, quando colifagos
somaticos foram detectados em concentracdes que variaram de 5,6x10* para
9,1x10? a UFP/g ST em amostras com umidade de 83,15 a 22,64%; (ii) no lote 7,
as amostras ja possuiam umidade inferior a 10% e apresentaram concentracao de
colifagos entre 1,53x10° UFP/g ST (41° dia) e 8,0x10° UFP/g ST (70° dia); (iii) no
lote 8, do sétimo ao 49° dia, a densidade de colifagos variou de 1,9x10° a 2,2x10*

UFP/g ST e a umidade caiu de 13,8% para 2,66%.
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Tabela 4 - Amostras positivas para colifagos somaticos segundo o lote de lodo e a
umidade durante tratamento por secagem em estufa agricola, fevereiro a novembro
de 2015, Vigosa-MG.

Lote de lodo de

esdoto NUmero de Colifagos
9 amostras positivas somaticos Umidade (%)
(amostras (%) (UFP/g ST)*
analisadas)
L1(11) 5 (45,5) 5,6x10* - 9,1x102- 83,15 - 22,64
L3 (13) 2 (15,4) 2,1-6,7x10° 79,84 — 71,11
L6 (16) 1(6,3) 1,1x10* 4,69
L7 (13) 4 (30,8) 1,5x10° - 8,0x10° 7,33 -2,90
L8 (8) 5 (62,5) 1,9x10°- 2,2x10* 13,8 — 2,66
L9 (4) 1(25,0) 1,0 x10° 16,24
Total 18/119 (15,0%) - -

* Unidade Formadora de Placa/ grama de sdlidos total.

Ao caracterizar as amostras positivas para colifagos somaticos quanto a
qualidade do lodo em termos do padrao da resolugdo CONAMA 375/2006 para E.
coli, observou-se que L1 e L8 possuiam qualidade Classe B (E. coli <10° NMP/s
ST) e o lote 7 tinha padréo Classe A (E. coli <10° NMP/g ST). Independentemente,
em quais eram as concentragbes de E. coli, niveis de colifagos somaticos
encontravam-se superiores a 10® UFP/ g ST em todos os trés lotes, exceto para
uma amostra de L1 que tinha titulo inferior.

Esses resultados apontam para a resisténcia de colifagos somaticos
naturais, os quais tém sido amplamente sugeridos como candidatos a serem
indicadores da presenca de virus durante tratamento de lodo. Na literatura,
colifagos somaticos sdo apontados como o grupo de bacteriéfagos mais
resistente, principalmente, em processos de tratamento térmico (Mocé-Llivina et
al., 2003; Mandilara et al., 2006; Guzman et al., 2007; Martin-Diaz et al., 2016). No
presente estudo, ndo foi possivel presumir a influéncia da temperatura no
decaimento de colifagos somaticos, uma vez que a temperatura das leiras n&o foi

monitorada e a temperatura média do ar no interior da estufa foi estimada.
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A deteccao pontual de colifagos somaticos em amostras, tanto com elevada
umidade (superior a 70%) quanto reduzida (< 5%), ndo permitiu sugerir efeito da
umidade na inativacdo desses bacteri6fagos na secagem do lodo. Mas, é
provavel, que essa detecgdo erratica para colifagos somaticos possa estar
relacionada a tendéncia a agregacao dos virus a particulas sélidas, que na massa
de lodo durante a secagem tornam-se cada vez mais volumosas, enrijecidas e
secas, definindo torrées, que, por sua vez, podem proteger virus em seu interior,
favorecendo uma distribuicdo irregular dos mesmos e dificultando a deteccgéao.
Pourcher et al. (2007) também relataram problemas de irregularidade na detecc¢ao
de amostras positivas na area do experimento que o lodo era mais seco e havia a
presenca de torroes.

No Brasil, Comparini e Sobrinho (2002) monitoraram concentra¢des de
bacteriéfagos F-especificos em lodo de esgoto durante secagem em estufa de
secagem, em trés experimentos seguidos, nos quais, respectivamente, as
concentracdes iniciais de colifagos detectadas foram 1,26x10% 2,90x102 e
1,54x10% UFP/g ST. Apos 14, 42 e 56 dias de tratamento foi detectada auséncia
desses colifagos, quando a umidade das respectivas amostras eram 24,1%,
46,3% e 71,2%, o que confirma a menor resisténcia de colifagos F-especificos a
temperatura.

A caracterizagdo da qualidade e do decaimento viroldégicos nos lotes de
lodo ficou impraticavel, devido a totalidade de amostras negativas para virus
entéricos e as enumeragdes pontuais de colifagos somaticos entre os lotes, sendo
assim, o estabelecimento de uma relagao entre as concentragcbes de enterovirus e
colifagos somaticos durante secagem de lodo de esgoto em estufa de secagem
ainda se mantém pendente.

Contudo, estudos recentes, que avaliaram a relacéo entre as densidades de
virus entéricos e colifagos somaticos em amostras de lodo de esgoto em
processos de higienizacdo do lodo, sugerem que virus entéricos infecciosos
podem estar ausentes ou em concentracdes muito baixas, sendo inferiores aos
limites de detecgéo das técnicas, quando a concentragao de colifagos somaticos &
menor que 10* UFP/g ST (Astals et al., 2012; Levantesi et al., 2014; Martin-Diaz et

al., 2016; Jofre et al., 2016). Assim, baseando-se nesse apontamento, na presente
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pesquisa, o resultado obtido para enterovirus e colifagos somaticos possa, talvez,

nao ser considerado tao inconsistente.

6.1.4. Ensaio de contaminagao artificial de lotes de lodo de esgoto com
enterovirus e colifago somatico de referéncia

A avaliacdo do decaimento de Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico
PhiX174 em amostras de lotes de lodo de esgoto submetidas a trés condi¢des de
temperatura (estufa de secagem, 30°C e 60°C) foi realizada entre os dias 02/10 a
23/10/15. Os lotes de lodo de esgoto em tratamento na estufa e utilizados no
ensaio foram L5 (U = 3,72%), L6 (U = 9,65%), L7 (U = 15,77%) e L8 (U = 3,50%),
sendo que amostras naturalmente contaminadas nao autoclavadas do lote L8
funcionaram como controle positivo (testemunha) e amostras dos lotes de lodo
autoclavadas nao inoculadas compreenderam o controle negativo.

A Figura 14 mostra que Polivirus 1 Sabin foi detectado por até sete dias nos
lotes 5, 7 e 8 na temperatura de estufa e a 30°C. No lote 6, Poliovirus foram
detectados somente apds inoculagédo na estufa e até o sétimo dia de amostragem
a 30°C. Na temperatura de 60°C, nos lotes 6 e 7, Poliovirus foram isolados
somente na amostra pos-inoculacéo; no lote 5, apresentou um aparente aumento
na concentracdo da amostra pds-inoculagdo para a amostra subsequente (quatro
dias); enquanto que no lote 8, foi detectado até sete dias. Nos potes testemunhas,
enterovirus cultivaveis de ocorréncia natural foram recuperados em diferentes
densidades na amostragem antes da incubagao nas trés temperaturas.

Colifagos somaticos de ocorréncia natural foram recuperados até quatro
dias nos potes testemunhas submetidos a estufa de secagem e a 30°C; ja o pote
colocado a 60°C foi negativo para colifagos somaticos naturais (Figura 14). Na
estufa de secagem, colifago Phi X174 foi detectado até sete dias em L8 e até nove
dias em L5 e L6 e nao foi detectado no lote 7. Na temperatura de 30°C, Phi X174
foi detectado até 4 dias em L6, sete dias em L8 e nove dias em L5 e L7. A
temperatura de 60°C, o colifago de referéncia foi detectado somente apods
inoculagdo em L7, até quatro dias em L6, até nove dias em L5 e L8.
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Figura 14- Decaimento de Poliovirus 1 Sabin (Unidade Formadora de Placa -UFP/mL) e
colifago somatico Phi X174 (Unidade Formadora de Placa -UFP/mL) inoculados em
amostras de lodo de esgoto submetidas a variagao de temperatura da estufa de secagem e
as temperaturas controladas 30°C e 60°C, outubro de 2015, Vicosa-MG.

A deteccao de virus entéricos de ocorréncia natural foi inesperada, ja que o
lote 8 de lodo de esgoto utilizado nos potes testemunhas nao apresentou
nenhuma amostra positiva durante o monitoramento da secagem em estufa de
secagem.

Esperava-se que o decaimento dos virus na estufa de secagem fosse um
pouco mais proeminente que o esperado a 30°C, pelo fato da temperatura no
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interior da estufa aumentar muito, podendo chegar a 50°C, entre o fim da manha e
inicio da tarde. Contudo, os perfis de decaimento de Poliovirus e Phi X174 foram
muitos similares na estufa de secagem e a 30°C, provavelmente, devido ao fato da
média da temperatura em estufas agricolas localizadas na regido sudeste Brasil
ser proxima de 30°C (Comparini e Sobrinho, 2001; Lima, 2010; Dias, 2012).

O rapido decaimento da concentragdo de Poliovirus e do colifago Phi X174,
que, no geral, foram detectados até sete e nove dias pds-inoculagao,
respectivamente, a temperatura da estufa e a 30°C, pode ser em parte devido ao
efeito da temperatura, mas também, pode estar associada ao fato de serem virus
de referéncia, cultivados e mantidos em laboratério, os quais sdo considerados
menos resistentes que organismos de ocorréncia natural e que nao refletiiam a
real resisténcia das cepas de ocorréncia natural (Mocé-Llivina et al., 2003, Arraj et
al., 2005; Bertrand et al., 2012). Essa rapida redugdo na concentragdo apos
inoculagao tem sido associada também ao efeito de matriz que € maior em virus
de laboratério do que em virus do ambiente (Mocé-Llivina et al., 2003; Arraj et al.,
2005; Popat et al., 2010). No caso, a baixa umidade do lodo inoculado
proporcionou maior efeito de matriz, de forma que os virus podem ter associado
mais fortemente as particulas sélidas do que se a matriz tivesse mais umidade.

Colifago somatico Phi X174 se mostrou mais resistente que Poliovirus, ao
ser detectado por mais tempo nas trés condicdes e, principalmente, a 60°C, em
trés dos quatro lotes inoculados. A elevada resisténcia térmica de colifagos
somaticos tem sido apontada por diversos estudos, que os tém sugerido como
indicadores da ocorréncia de virus durante tratamento térmico (Mocé-Llivina et al.,
2003; Mandilara et al., 2006; Guzman et al., 2007; Bertrand et al., 2012; Astals et
al., 2012; Martin-Diaz et al., 2016).

6.2. Caracterizacao da exposi¢cao humana a perigo microbioldgico

6.2.1. Exposigado do trabalhador durante o tratamento do lodo: amostras de
agua de lavagem das maos

A exposicao do trabalhador a perigo microbiolégico (bacteriano e viral) foi

analisada com base dos niveis de contaminacdo das maos. No total, foram
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analisadas 33 amostras de agua de lavagem das mé&os quanto a concentragao de
indicadores bacterianos (CT e E.coli), colifagos somaticos e virus entéricos.

N&o foi possivel fazer apontamentos sobre a contaminacdo viroldégica das
amostras, pois, todas as amostras foram negativas para enterovirus e colifagos
(Anexo 8), o que era esperado visto que as amostras de lodo coletadas durante o
tratamento também foram negativas.

Com relagdo a contaminagao bacteriana, conforme a Tabela 5 (Anexo 8),
42,5% e 63,7% das amostras apresentaram concentragbes entre 210° - <10* e <
10? por 100mL da amostra para coliformes totais e E. coli, respectivamente. No
cenario de exposigao avaliado, revolvimento manual das leiras de lodo com auxilio
de enxada, aparentemente, pouco determinou a contaminagdo das maos, pois,

nao havia contato direto das mesmas com o lodo.

Tabela 5 — Niveis de contaminagao bacteriana das amostras de agua de lavagem
das maos apos revolvimento e coleta de amostras das leiras dos lotes de lodo de
esgoto L1 a L9 durante tratamento térmico em estufa agricola, fevereiro a novembro
de 2015. Vigosa-MG.

Numero de amostras Numero de amostras

Intervalos de NMP/100 mL’ positivas para positivas para E.coli
coliformes totais (%) (%)
<10? 3(9,1) 21(63,7)
>10%-<10° 5(15,1) 5(15,1)
>10° - <10* 14 (42,5) 7 (21,2)
>10* - <10° 7 (21,2) 0 (0,0)
>10° - <10° 4(12,1) 0 (0,0)
Total 33(100,0) 33 (100,0)

*NUmero mais provavel

Diante disso, a baixa contaminacdo das maos por E. coli ocorreu
prioritariamente no momento da coleta e homogeneizagdo das amostras das leiras
com auxilio de pa para jardinagem, sendo que uma unica luva era usada para o
evento de coleta de amostras das leiras. Portanto, a possibilidade de
contaminagao via ingestao de patdogenos bacterianos em virtude do manuseio do
lodo com auxilio de ferramentas durante secagem em estufa de secagem néo foi

relevante. No momento do revolvimento, talvez, a exposigao mais importante seja
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a inalacdo da névoa de aerossois que se formava com o revolvimento e se tornava

mais substancial a medida que o lodo perdia umidade e ficava mais seco.

6.2.2. Uso agricola de lodo esgoto tratado por secagem em estufa agricola

Os lotes de lodo de esgoto tratados por secagem em estufa de secagem
utilizados como adubo no plantio de alface e cenoura com a respectiva qualidade
bacteriolégica que apresentavam no momento do plantio foram: L3 classe A (L3-
A), L4 classe A (L4-A), L5 classe A (L5-A), L6 classe B (L6-B), L6 classe A (L6-A)
e L7 classe B(L7-B). Cada lote foi utilizado na producéo de quatro canteiros: dois
de alface e dois de cenoura, sendo que para cada hortalica, um dos canteiros
recebeu lodo tratado e outro canteiro recebeu lodo tratado inoculado com virus de
referéncia. O plantio das hortalicas foi realizado em dois momentos: no primeiro,
foram utilizados os lotes L3-A, L4-A, L5-A e L6-B; no segundo, foi realizado plantio
com os lotes L6-A e L7-B.

O trabalhador rural pode se expor a perigo microbioldégico durante os
eventos de plantio e de colheita das hortalicas. Dessa forma, no evento plantio,
ap6s a montagem de cada canteiro, os dois colaboradores (Trabalhador 1 e
Trabalhador 2) tiveram as maos lavadas e amostra de agua de lavagem das maos
(ALM) foi coletada para analise de indicadores bacterianos, virus entéricos totais
cultivaveis e colifagos somaticos. No evento colheita, amostras da mistura solo +
biossodlido de cada canteiro foram analisadas somente quanto a contaminagao por

virus.

72



6.2.2.1. Exposig¢ao do trabalhador: amostras de agua de lavagem das maos

As amostras de ALM de ambos os trabalhadores tiveram concentracdes
variaveis de coliformes totais conforme apresentado na Tabela 6 (Anexo 9). Ja as
concentragbes de E. coli foram baixas, menores que 10> NMP/mL em 70,8% das

amostras do Trabalhador 1 e 75% das amostras do Trabalhador 2 (Tabela 6).

Tabela 6 - Niveis de contaminagao bacteriana das amostras de agua de lavagem das
maos do Trabalhador 1 e 2 apés a producado de canteiros no plantio de alface e de
cenoura, agosto e setembro de 2015, Vigosa-MG.

Trabalhador 1 Trabalhador 2
Inrtqel\?llba*;;nge Coliformes . Coliformes .
totais (%) E.coli (%) totais (%) E.coli (%)
<10? 5 (20,8) 17 (70,8) 3 (12,5) 18 (75,0)
>10%e < 10° 5 (20,8) 4(16,7) 4 (16,7) 3(12,5)
>10° e <10* 4 (16,7) 3(12,5) 7 (29,2) 3(12,5)
>10* e <10° 7 (29,2) 0 (0,0) 9 (37,5) 0(0,0)
>10° e <10° 3(12,5) 0 (0,0) 1(4,2) 0(0,0
Total 24 (100,0) 24 (100,0) 24 (100,0) 24 (100,0)

*Numero mais provavel; # Diluigdo 1:100 da amostra.

Todas as amostras de ALM foram negativas para colifagos somaticos. O
teste de TCIDsg para quantificagao de virus entéricos infecciosos em monocamada
de células RD foi realizado inoculando-se desde a forma nao diluida da amostra
até a diluigado 1:10.000 e com 8 réplicas (pogos) para cada diluigdo. Foram obtidos
trés padrdes de resultados para as amostras de ALM (Anexo 10): amostras
negativas, amostras consideradas positivas qualitativamente (sem titulo) e
amostras positivas com titulo viral.

A Tabela 7 mostra os resultados para enterovirus das amostras de ALM
coletadas nos dois eventos de plantio. Foram analisadas 46 amostras, pois, duas

amostras do Trabalhador 1 foram perdidas. As amostras consideradas negativas
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(23,9%) nao evidenciaram a presenca de efeito citopatico na monocamada de
células RD, ou seja, todos os pogos com indculos da amostra n&o diluida e com
in6culos das diluigdes apresentaram tapete celular intacto igual a dos pogos do
controle negativo, que continham somente células e meio de cultura. As 27
(58,7%) amostras julgadas qualitativamente positivas exibiram efeito citopatico
restrito somente em pocos da forma nado diluida, impossibilitando o calculo do
titulo viral e evidenciando baixa concentracido de virus nas amostras e nao
detectavel pelo teste TCIDsy. No total, oito (17,4%) amostras foram consideradas
positivas, pois, apresentaram efeito citopatico nas dilui¢gdes, permitindo o calculo

do titulo viral.

Tabela 7 — Caracterizagao quanto ao resultado no teste de TCID;, para virus
entéricos totais cultivaveis das amostras de agua de lavagem das maos dos
Trabalhadores 1 e 2 ap6s a produgido de canteiros em dois eventos de plantio de
alface e de cenoura, agosto e setembro de 2015, Vigosa-MG.

Trabalhador 1 Trabalhador 2
Amostra Lodo Lodo Lodo Lodo Total %
tratado inoculado tratado inoculado
(%) (%) (%) (%)

Negativa* 6 (60,0) 0 (0,0) 4 (33,4) 1(8,3) 11,0 23,9
Post'}t'h’ﬁ) M 440,00  6(50,0) 8 (66,6) 9(750) 27,0 587
Post'l?t"j’o LM 00,0 6 (50,0) 0 (0,0) 2 (16,7) 80 17,4

Total 10 12 12 12 46,0  100,0

*Amostra negativa: no teste TCIDs, réplicas da forma nao diluida e das diluigdes da amostra nédo
apresentaram efeito citopatico na monocamada de células RD; # Amostra positiva sem titulo: no
teste TCIDsy, somente réplicas da forma nao diluida da amostra apresentaram efeito citopatico na
monocamada de células RD; $ Amostra positiva com titulo: no teste TCIDs, réplicas da forma néo
diluida e das diluicbes = 1 da amostra apresentaram efeito citopatico na monocamada de células
RD.

Ao se comparar a positividade de amostras entre os trabalhadores segundo
o tipo de lodo usado nos canteiros, a Tabela 7 mostra que para lodo tratado,
nenhum dos dois Trabalhadores apresentou amostras positivas com titulo, sendo
que 60% das amostras do Trabalhador 1 foram negativas e 66,6% das amostras
do Trabalhador 2 foram positivas sem titulo. Para o lodo inoculado, observou-se

que as amostras do Trabalhador 2 manteve o percentual elevado de 75% de
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amostras positivas qualitativamente, enquanto que o Trabalhador 1 teve 50% das
amostras positivas com titulo.

A Tabela 8 apresenta os titulos das oito amostras positivas entre ambos os
Trabalhadores segundo o lote e a hortalica plantada. Todas as amostras positivas
com titulo foram referentes a canteiros produzidos com lodo inoculado. Na Tabela
8, nota-se que para o Trabalhador 1, das seis amostras positivas, cinco eram de
canteiros onde foi plantado alface e com relacdo aos titulos, quatro amostras
tiveram titulo inferior a 10 UFP/mL, uma amostra com titulo igual 97,3 UFP/mL e
uma amostra com titulo de 307,0 UFP/mL. O Trabalhador 2 teve duas amostras
com titulo, oriundas da produgéo de canteiro de cenoura, cujos titulos foram 9,7 e
409,2 UFP/mL

Tabela 8 — Titulo para virus entéricos totais cultivaveis das amostras de agua de
lavagem das maos dos Trabalhadores 1 e 2 apés a produgao de canteiros em dois
eventos de plantio de alface e de cenoura, agosto e setembro de 2015, Vigcosa-MG.

Trabalhador 1 Trabalhador 2
Amostra UFP*/mL Amostra UFP/mL
Lote 3 - A inoculado Lote 5 - A inoculado
(Alface) 307.,0 (Cenoura) 409,17
Lote 4 - A inoculado Lote 6 - A inoculado
(Alface) 7.2 (Cenoura) 9.73
Lote 6 - B inoculado 54
(Alface) ’
Lote 6 - B inoculado
54
(Cenoura)
Lote 6 - A inoculado
(Alface) 97.3
Lote 7 - B inoculado 30
(Alface) ’

* Unidade Formadora de Placa.
6.2.2.2. Exposigao do trabalhador: amostras de solo+biossélido

No cenario de exposig¢ao avaliado, foram utilizados biossélidos tratados com
inexistente ou baixa carga viral e biossélidos tratados e inoculados com elevada

carga viral, tal que, apds a mistura ao solo permanecessem com concentragoes
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finais de 10*-10° TCIDso/mL de Poliovirus 1 Sabin e 10*-10° UFP/mL de colifago
somatico Phi X174. Considerando que 40-60% das amostras de lodo foram
positivas, ainda que sem titulo, pode-se depreender que foi baixa a exposicao a
biossolidos tratados, e que biossélidos com elevada carga viral de enterovirus
infecciosos sdo necessarios para oferecerem contaminagédo expressiva nas maos
de trabalhadores rurais durante a aplicagdo manual de biossodlidos.

A exposicao do trabalhador rural no momento da colheita foi verificada pelo
nivel de contaminacéao viral das amostras de solo+biossolido dos canteiros apos a
colheita das hortalicas. Somente foram analisadas amostras em duplicata dos 16
canteiros (n = 32 amostras) do primeiro evento de plantio. Todas as amostras
foram negativas para virus entéricos, sendo que a forma nao-diluida das amostras
controle negativo e das amostras teste foram citotoxica para as células RD. Por
outro lado, colifagos somaticos persistiram no solo, sendo detectados no momento
da colheita, 52 dias ap6s o plantio. De acordo com a Tabela 9, os canteiros de
alface apresentaram maior numero de amostras negativas independente do tipo
de lodo utilizado como adubo, se tratado ou inoculado. Todas as amostras
referentes a canteiros de cenoura foram positivas. Os titulos das amostras tanto
em canteiros de alface quanto de cenoura foram baixos independente do tipo de
lodo utilizado (tratado ou inoculado) e variaram entre 6 a 100 UFP/mL (Tabela 9).

A sobrevivéncia de virus em solo adubado ou ndo com biossdlido é
influenciada por varios parametros, dentre os quais a adsorgcdo as particulas do
solo, a temperatura e a umidade sao apontados como os mais importantes (Goyal
e Gerba,1979; Yeager e O’ Brien, 1979; Hurst et al., 1980; Bitton et al, 1984;
Hurst, 1988; Pourcher et al., 2007 e Schwarz et al., 2014). Poliovirus 1 pode ser
detectado por duas semanas em solos mais secos e sob temperaturas mais
elevadas (Tierney et al., 1977; Poucher et al., 2007). Nesse sentido, as condigcdes
ambientais dentro da estufa de secagem podem ter propiciado a inativagdo de
enterovirus e colifagos no solo, na medida em que a temperatura elevada
favorecia a perda de umidade do solo dos canteiros, mesmo com a irrigagao diaria
dos pés de alface. Além disso, a absor¢ado de agua do solo pelos pés de alface
contribuiu ainda mais com a reduc¢ao da umidade do solo nos canteiros, tornando

o ambiente mais seco e desfavoravel a sobrevivéncia dos virus.
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Tabela 9 - Titulo de colifagos somaticos das amostras mistura de solo+biossélido
conforme o lote e o tipo de lodo usado na produgdo dos canteiros no primeiro
evento de plantio de alface e cenoura, agosto de 2015, Vigosa-MG.

Alface Cenoura
Amostra Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
(UFP/mL) (UFP/mL) (UFP/mL) (UFP/mL)
Lodo tratado
L3 classe A 20 70 10 50
L4 classe A N.D* N.D 20 40
L5 classe A N.D N.D 160 70
L6 classe B N.D 330 50 20
Lodo inoculado
L3 classe A N.D* 10 10 80
L4 classe A 20 N.D 20 6
L5 classe A 80 N.D 30 100
L6 classe B 10 N.D 140 10

*Unidade Formadora da Placa; # Nao detectado.

O comportamento e decaimento de colifagos no solo ainda s&o incertos,
contudo Campos et al. (2013) afirmaram o uso potencial de colifagos somaticos
como indicadores ao observarem menor decaimento desses virus em cinco
experimentos combinando diferentes tipos de solo com diversas proporgoes de
lodo. Mais recentemente, Schwarz et al. (2014) reportaram que o tempo de
decaimento para colifagos F- especifico MS2 variou de 22 a 36 dias, porém,
devido ao fato desse fago ser mais sensivel a temperaturas superiores a 25°C
(Mocé-Llivina et al., 2003; Guzman et al., 2007), os autores o apontaram como
nao sendo o melhor indicador para avaliar sobrevivéncia de enterovirus no solo.

A caracterizagcdo da exposicdo de trabalhadores rurais no uso agricola do
lodo indicou, de forma geral, baixa exposi¢do a perigos microbioldgicos, sendo
assim, as agcdes manuais de aplicacao do lodo Classe A ou B ao solo e de colheita
da cultura ndo seriam atividades perigosas para o trabalhador rural a ponto do
mesmo se contaminar com patdgenos via ingestdo. A exposicao do trabalhador no
uso agricola do lodo é negligenciada pela Resolugado CONAMA n°375/2006, pelo
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Artigo 18, encarrega a Unidade de Gerenciamento do Lodo (UGL) a
responsabilidade de informar, sobre o manuseio e aplicacdo do lodo, as
exigéncias: deve-se evitar fazer aplicagdo manual de biossdlido Classe A;
aplicagao obrigatoriamente mecanizada de biossolido B; e sobre a colheita da
cultura, que se a mesma for manual, lodo Classe B devera ser aplicado seis

meses antes do plantio.

6.2.2.3. Exposicao do consumidor: amostras de hortalicas cultivadas com
lodo de esgoto tratado

A exposicao do consumidor foi avaliada através do nivel de contaminacao
das hortalicas cultivadas em solo adubado com lodo. No total, foram produzidos
24 canteiros com 12 plantas que, a principio, resultariam em 144 unidades de
alface e 144 unidades de cenoura. Entretanto, as sementes de cenoura nao se
desenvolveram em nenhum dos canteiros do primeiro plantio. Em alguns
canteiros, apdés aproximadamente 10 dias do plantio, foi observado
desenvolvimento inicial com discreto aparecimento do ramo apical da planta, que
cresce sobre o0 solo, mas esses ramos apresentaram cortes, provavelmente,
causados por insetos e, definitivamente, ndo se desenvolveram. Em virtude desse
acontecimento, no segundo plantio, outra marca de sementes de cenoura foi
utilizada. No entanto, essa estratégia ndo apresentou efeito positivo, repetindo-se
o problema de ndo desenvolvimento das sementes, portanto, houve perda de
100% da produgéo.

No primeiro plantio de alface também houve perdas relacionadas ao nao
desenvolvimento das mudas em alguns canteiros e ao adoecimento das plantas,
as quais apresentaram nas folhas externas sintomas como amolecimento e
manchas escuras, culminando no apodrecimento da folha. Segundo Lopes e
Quezado-Duval (1998), esses sintomas sdo comuns em plantagdes de alface e
sdo causados por fungo ou bactéria, contaminantes do solo ou das mudas
utilizadas, que se proliferam com a presencga de fatores desencadeantes como a

temperatura e a umidade do ar no local do cultivo.
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Para o primeiro plantio, esperava-se a colheita de 96 pés de alface, todavia,
foram colhidos 73 pés, havendo uma perda de 24%. Ja no segundo plantio, n&o se
teve desenvolvimento das mudas de alface, cuja causa pode estar associada a
presenca do agente patogénico da doenca no ambiente e sua disseminagao pode
ter sido reforgada pelo processo de molhar as plantas por aspersao com auxilio de
uma mangueira de jardim.

Assim, a colheita da primeira parcela de alface plantada foi realizada 52
dias apds o plantio. Na Tabela 10, tem-se a quantidade de pés de alface por tipo
de canteiro no momento da colheita foi de: L3-A lodo tratado (11) e inoculado (2),
L4-A tratado (6) e inoculado (8), L5-A tratado (12) e inoculado (12), L6-B tratado
(11) e inoculado (11). Os canteiros adubados com lodo dos lotes L3-A inoculado e
L4 foram os mais acometidos pela doenga, sendo assim, tiveram maior proporgao
de perda total de plantas. Em todos os canteiros, a medida que os sintomas eram
detectados nas folhas, as mesmas eram descartadas, o que causou a redug¢ao no
tamanho do pé de alface e impossibilitou a analise do pé de alface de forma mais
efetiva, uma vez que as folhas mais externas eram as que apresentavam maior
contato com o solo e com as plantas adjacentes, e por isso, teriam maior

probabilidade de estarem contaminadas.

Tabela 10 — Numero de pés de alface existentes no canteiro no momento da colheita
e numero de amostras originadas dos pés de alface segundo o tipo de lodo
utilizado na adubagao do canteiro no primeiro plantio de alface, setembro de 2015,
Vigosa-MG.

Nidmero de pés de alface .
Numero de amostras

Lote de lodo remanescentes
de esgoto
Tratado Inoculado Tratado Inoculado
L3 classe A 11 2 20 3
L4 classe A 6 8 12 18
L5 classe A 12 12 23 23
L6 classe B 11 11 21 23
Total 40 33 76 67
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Devido aos problemas mencionados, os pés de alface remanescentes
passaram a ter tamanhos diferentes caracterizados como: pequeno, intermediario
e normal. No preparo das amostras para analise, primeiramente, os pés de alface
foram separados e identificados conforme o canteiro de origem e separados pelos
tamanhos observados. A amostragem de cada planta de acordo com o tamanho
se deu da seguinte forma: planta de tamanho pequeno conformou uma amostra ou
foi fracionada em duas amostras de 10g; planta de tamanho intermediario deu
origem a uma amostra de 10g composta por folhas externas e internas; ja planta
de tamanho normal teve duas amostras de 10 g formadas por folhas externas e
internas. O numero de amostras por tipo de canteiro esta apresentado na Tabela
10, sendo que no total foram produzidas 143 amostras de alface, 76 de canteiros
com lodo tratado e 67 de canteiros com lodo inoculado.

A estratégia de realizar o cultivo das hortalicas em estufa de secagem com
intuito de protegé-los do acesso de animais e de variagdes climaticas adversas
nao foi bem sucedida e pode ter interferido de maneira negativa nos resultados do
experimento, na medida em que temperaturas maximas diarias poderiam chegar a
50°C, as quais sao inadequadas a germinagao de sementes de cenoura, que deve
ocorre de forma rapida e uniforme sob 20° a 30°C. Posteriormente, o alongamento
e pigmentagao da raiz acontecem sob 18 e 25°C; ou seja, temperaturas superiores
a 30°C comprometem o ciclo vegetativo da planta (Vieira et al., 1999).

Enfim, a variagdo da temperatura e da umidade do ar dentro da estufa ao
longo do dia foi um evento desfavoravel para o desenvolvimento das plantas, além
de propicio ao aparecimento da doenca observada nas plantas de alface e
oportuno a um decaimento microbiano superior ao que normalmente possa ocorrer
em cultivo realizado ao ar livre.

Conforme os resultados apresentados no item 6.3, a recuperacéo de virus
das amostras de alface foi realizada com aplicacdo do Protocolo 1, eluicdo com
solugcao de extrato de carne 1% pH 9 suplementada com glicina (50 mM) e
MgCl>(50 mM) seguida de concentragao por floculagdo organica). Todas as
amostras de alface foram negativas para colifagos somaticos. Ja para virus
entéricos cultivaveis, apenas sete amostras (38,9%) do canteiro L4-A inoculado

foram consideradas positivas sem possibilidade de calculo do titulo viral, porque
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foi verificado efeito citopatico somente na monocamada de células RD das réplicas
(1 a 8 pogos) da menor diluigdo (1:10) utilizada no teste.

Considerando as condi¢cdes de plantio e o tempo de cultivo de 52 dias da
hortalica, esse resultado evidencia a baixa possibilidade contaminagcédo de alface
cultivada em solo adubado com lodo de esgoto Classe A ou B ou ainda com
concentracdes de virus entre 10* a 10° UFP/ g ST. Isso contraria as
recomendagdes presentes no Artigo 12 da Resoluggo CONAMA n°375/2006, o
qual proibe a utilizagao de qualquer Classe de lodo de esgoto no cultivo de plantas
cuja parte comestivel entra em contato com o solo; além de ainda restringir o
plantio desse tipo de hortalica em solo que tenha recebido lodo de esgoto para
somente apdés um periodo minimo de 48 meses da ultima aplicagdo. Assim,
evidencia-se que essa restricdo da Resolugdo que € incoerente, principalmente,
com relagdo ao tempo minimo de espera entre a aplicagdo do lodo ao solo e a
realizacdo do plantio de diferentes tipos de culturas, pois, sabe-se que a
sobrevivéncia de microrganismos patogénicos no solo adubado com lodo varia de
dias a alguns poucos meses (Straub et al., 1993; Zaleski et al., 2005; Poucher et
al., 2007; Campos et al., 2013; Schwarz et al., 2014).

6.3. Avaliagao de técnica para recuperagao de virus entéricos e colifagos
somaticos de amostras de alface

Para recuperacdao de virus entéricos e colifagos somaticos a partir de
amostras de alface foram testados quatro protocolos baseados em etapas de
eluicao e de concentracao. A ordem decrescente de recuperacao de Poliovirus 1 e
colifago somatico Phi X174 entre os protocolos foi: protocolo1 > protocolo 2 >
protocolo 4 > protocolo 3 (Tabela 11 e Anexos 12 a 15). As recuperacdes de
Poliovirus foram mais bem sucedidas que as observadas para Phi X174,
principalmente, utilizando-se floculagdo organica como técnica de concentragao

(Protocolos 1 e 2).
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Tabela 11 — Recuperagao de Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174
inoculados em amostras de alface segundo protocolo testado
Recuperagao (%)

Protocolo N“g:tfsde Poliovirus 1 Sabin Phi X174
Média Minimo - Maximo Média Minimo - Maximo
1% 9 21, 38 0,93 - 52,23 4,04 0,29 - 6,94
2% 9 19,13 3,94 — 39,39 2,19 0,40 — 3,75
3* 9 0,41 0,04 -1,24 0,24 0,07 -0,75
48 9 1,09 0,07 — 3,94 0,45 0,10 — 1,59

# (Eluente com extrato de carne 1% pH 9 + concentragdo por floculagdo); $ (Eluente com extrato
de carne 3% pH 9 + concentracdo por floculagéo); ¥ (Eluente com extrato de carne 1% pH 9 +
concentragao por filiragéo); § (Eluente com extrato de carne 3% pH 9 + concentragéo por filtragéo).

Na Tabela 12, observa-se pouca diferenga na média de recuperagao para
cada tipo de virus com relagdo a concentracdo do extrato de carne (1% e 3%). De
acordo com a Tabela 13, houve nitida diferengca entre enterovirus e colifagos
somaticos conforme a técnica de concentragao utilizada, de forma que floculagéao

organica apresentou melhor desempenho que a filtragao (p<0,001).

Tabela 12 — Médias percentuais de recuperagcao de virus segundo a solugao de
eluicao utilizada na recuperagcao de virus de amostras de alface inoculadas com
Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174.

Extrato de carne 1% + glicina  Extrato de carne 3% + glicina

Virus (50mM) + MgCl, (50mM) (50mM) + MgCl, (50mM)
Média (Minimo — Média (Minimo —
n AR n AR
Maximo) Maximo)
Poliovirus 1 18 10,89 (0,04 -52,23) 18 10,11 (0,07 — 39,39)
Sabin
Colifago somatico
Phi X174 18 2,14 (0,07 -6,94) 18 1,37 (0,10 — 3,75)
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Tabela 13 — Médias percentuais de recuperacao de virus segundo procedimento de
concentragao para recuperacao de virus de amostras de alface inoculadas com
Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174.

Floculagao Filtragcao
Virus Média (Minimo — Média (Minimo —
n L . n L.
Maximo) Maximo)
Poliovirus 1 Sabin 18 20,25 (0,93 -52,23) 18 0,75 (0,04 — 3,94)
Colifago somatico g 3,12 (0,29 - 6,94) 18 0,33(0,07 - 1,59)

Phi X174

7. CONCLUSOES

O tratamento por secagem em estufa de secagem se mostrou eficiente
como processo de higienizacdo de lodo de esgoto, proporcionando a obtencgéo,
em aproxidamente 50 a 60 dias de tratamento, de um produto estavel, seco,
granulado, com reduzido volume e em conformidade com o padrdo Classe A para
E. coli conforme a Resolugdo CONAMA 375/2006.

A caracterizagado virologica das amostras de lodo de esgoto durante a
secagem em estufa de secagem foi insatisfatéria. Enterovirus cultivaveis nao
foram detectados e as contagens de colifagos somaticos foram erraticas, ndo
permitindo avaliar o decaimento desses virus no lodo. No entanto, a detecg¢ao de
colifagos somaticos em concentragbes superiores a 10®* UFP/g ST em amostras
com baixo teor de umidade de lotes de lodo com qualidade Classe A ou B aponta
para a possivel resisténcia desses bacteriéfagos as condigbes de tratamento por
secagem em estufa de secagem. O ensaio de contaminagao dos lotes de lodo de
esgoto com enterovirus e bacteriofago de referéncia apontou para maior
persisténcia de colifagos somaticos em relagdo a enterovirus a temperatura
variavel da estufa de secagem e a 60°C.

A caracterizacido da exposigcao ao lodo durante o tratamento na estufa e no
uso agricola do lodo mostrou que a exposi¢ao a qual trabalhadores do servigo de
saneamento, trabalhadores rurais e consumidores estariam sujeitos nao é

relevante, visto os baixos niveis de contaminagcdo por E. coli e/ou virus
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constatados nas amostras de agua de lavagem das méaos, solo+biossélido e de
alface. Portanto, sugere-se que as restricdes quanto ao uso agricola de lodo de
esgoto impostas pela legislagdo brasileira sdo muito rigorosas, principalmente,
com relagdo ao uso do lodo classe A. Destaca-se a importancia do uso de
equipamentos de protegao individual (jaleco, o6culos, mascara e luvas) por
trabalhadores em cenarios iguais ou proximos aos que foram avaliados, nos quais
o individuo exposto estaria protegido por mais uma barreira, esta que n&o é
valorizada e nem orientada de forma sistematica aos trabalhadores pela legislagao

brasileira.

8. CONTRIBUIGOES PARA O CONHECIMENTO

O presente trabalho foi o primeiro a tentar pesquisar ao mesmo tempo virus
entéricos infecciosos e colifagos somaticos com objetivo de estabelecer o perfil de
decaimento e da relagdo das concentragbes desses virus em lodo de esgoto
submetido a secagem em estufa agricola. E, além disso, caracterizou a exposi¢ao
humana (trabalhadores e consumiidores) em cenarios de manejo e utilizagado
agricola do lodo tratado.

Com base nos cenarios avaliados, é exequivel a recuperagao de virus de
amostras de lodo de esgoto com diferentes teores de umidade, no entanto, o
isolamento de virus entéricos infecciosos, que ocorre por meio cultivo celular,
mostrou-se trabalhoso e limitado quando se utiliza somente uma linhagem de
células. Demonstrou-se, mais uma vez conforme outras pesquisas, a facilidade na
deteccao e quantificacao de colifagos somaticos em amostras de lodo de esgoto e
de forma inovadora de amostras de solo+biossdlido.

O tratamento de lodo de esgoto por secagem em estufa agricola, com
revolvimento manual da leira de lodo uma vez por semana, durante 50-60 dias,
realizado em localidades com condi¢gdes climaticas semelhantes as encontradas
em Vigosa-MG, ¢é praticavel e eficiente ao proporcionar reducdo das
concentracbes de bactérias indicadoras a niveis nao significativos, elevada

redugao do volume e obtenc&o de produto seco granulado. Portanto, para o Brasil,
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que recebe intensa radiacdo solar, a secagem em estufa agricola pode ser
recomendada como processo de tratamento para reducéo adicional de patégenos.

Na secagem do lodo em estufa, o uso de ferramentas como enxada ou pa
reduz o contato das m&os com a massa do lodo durante o revolvimento da
mesma, que somada ao uso de luvas, reduzem muito a contaminagéo das maos
e, consequentemente, a exposi¢cdo do individuo durante esse manejo. Contudo, a
medida que o lodo perde umidade e fica seco, proporcionalmente, forma-se uma
névoa de poeira fina, que demanda a utilizacdo de mascara confeccionada com
material resistente e com a presencga de filtros para garantir protecdo das vias
aéreas do individuo. Assim, nessa forma de tratamento do lodo, por secagem, a
exposicao aérea € mais importante que a por ingestao.

Com relagdo a exposicdo humana no uso agricola, novamente, a
contaminagdo das maos parece nao ser significativa, mesmo havendo contato
direto das maos com a mistura solo adubado com biossélido durante o plantio de
hortalicas como alface e cenoura. O periodo de cultivo da planta contribui para o
decaimento de virus e colifagos somaticos foram resistentes, sendo recuperados
52 dias apos o plantio, contudo, em concentragdes muito reduzidas. O estudo
compactuou com outras pesquisas, que apontaram a resisténcia de colifagos
somaticos a temperaturas superiores a 40°C e demonstrou a capacidade de
sobrevivéncia desse bacteriofago em lodo de esgoto seco (teor de umidade menor
que 20%).

9. RECOMENDAGOES

Ainda persistem as indagacodes iniciais quanto a eficiéncia de inativagao
desse processo de higienizacdo sobre as densidades de virus entéricos e
colifagos somaticos, além da relagédo entre as contagens desses virus e, também,
destes com as densidades de indicadores bacterianos. Para afirmar que amostras
sao livres de virus, sugere-se a utilizacdo de métodos de biologia molecular em
conjunto com os de cultivo celular. Além disso, a passagem das amostras em
outros tipos celulares, principalmente, em células A549, que tem sido apontada

como a linhagem mais apropriada para isolamento e quantificagdo de enterovirus.
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Orienta-se, também, realizar monitoramento das amostras em intervalos de tempo
menores e utilizar a menor diluicido ndo toxica das amostras nas técnicas de
quantificagao.

Sabe-se que a populagao viral em amostras de lodo pode oscilar em fungéo
de diversos fatores, podendo dificultar a obtengcdo de resultados consistentes,
sendo assim, acredita-se que a execucgado, paralela a pesquisa de campo, de
experimentos de contaminagdo artificial de amostras de lodo com virus de
referéncia possa garantir a efetiva coleta de dados para avaliagdo do
comportamento desses organismos.

Por ultimo, uma vez consolidado amplo banco de dados em diferentes
cenarios, € importante o exercicio de aplicagdo da metodologia Avaliagcado
Quantitativa de Risco (AQRM) para dimensionar os riscos a saude associados ao
tratamento do lodo por secagem em estufa agricola e ao uso do lodo tratado como

adubo organico alternativo na agricultura.
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ANEXOS

ANEXO 1

Anexo 1 — Cronograma executado quanto aos dias de coleta de amostras das leiras de lodo de esgoto para analise de parametros quimico,
fisicos e microbiolégicos conforme o tempo (dias) de secagem dos lotes de lodo de esgoto (L1 a L9) em estufa de secagem, fevereiro a
novembro de 2015, Vicosa-MG.

LOTE Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9
Descarte do lodo I;Jzt/02/201 5 I;Jzt/03/201 5 sot/03/201 5 D20t/04/201 5 D16t/06/2015 Dzot/o7/2015 D10t/08/201 5 [())Bt/09/201 5 D16t/1 0/2015
do reator colae?a Dias colae?a Dias co?e?a Dias co?e?a Dias co?e?a Dias co?e?a Dias colae?a Dias colae?a Dias colae?a Dias
Transporte do
lodo para estufa 19/02 0 16/03 0 13/04 0 18/05 0 02/07 0 03/08 0 25/08 0 28/09 0 22/10 0
de secagem

26/02 7 23/03 7 20/04 7 25/05 7 08/07 6 10/08 7 31/08 6 05/10 7 28/10 6
02/03 11 3003 14  27/04 14  03/06 16  13/07 11 17/08 14  08/09 14 1310 15  10/11 19
09/03 18  06/04 21  04/05 21  08/06 21  21/07 19  24/08 21 14/09 20  19/10 21 16111 25
16/03 25  13/04 28  11/05 28 1506 28  27/07 25  31/08 28  21/09 27  28/10 30
23/03 32 2004 35 18/05 35  02/07 45  03/08 32  08/09 36 2809 34 10111 43
30003 39  27/04 42 2505 42  08/07 51 10/08 39  14/09 42 0510 41 1611 49
07/04 47  04/05 49  03/06 50  13/07 56  17/08 46  21/09 49 1310 49 2311 56
13/04 56  11/05 56  08/06 55  21/07 64 2508 54  28/09 56  19/10 55
Tratamento 20/04 54  18/05 63 1506 62  27/07 70  31/08 60 0510 63 2810 64
27/04 61 2505 70 02007 79  03/08 77 0809 68 13110 71 1011 77
0306 79 0807 85  10/08 84  14/09 74 19110 77  16/11 83
08/06 84  13/07 90  17/08 91  21/09 81  28/10 86  23/11 90
15/06 91 2508 99  28/09 88  10/11 99
02/07 108 31/08 105 0510 95  16/11 105
08/07 114 08/09 113 13110 103 2311 112
13/07 119 14/09 119 19/10 109
28/09 133 28/10 118
10111 131
;r;'t';’r’:e:fo (dias) 61 119 90 133 131 112 90 56 25
:r:';‘:trr‘;:e 11 17 13 18 19 16 13 8 4
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ANEXO 2

Anexo 2 - Resultados obtidos do parametro pH para as amostras de lodo de esgoto dos lotes L1 a L9 durante secagem em estufa de secagem
segundo tempo de tratamento, fevereiro a novembro de 2015, Vigcosa-MG.

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9
Amostra ~Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo

(dias) P (dias) P (dias) P (dias) P (dias) P (dias) P (dias) P (dias) P (dias)  PH
0 0 6,90 0 5,86 0 5,75 0 4,90 0 6,10 0 6,09 0 6,23 0 5,82 0 6,98
1 7 8,21 7 6,56 7 7,06 7 5,30 6 6,79 7 6,64 6 7,36 7 6,00 6 6,40
2 11 7,12 14 5,48 14 6,23 16 5,20 11 5,46 14 5,51 14 7,20 15 5,80 19 5,92
3 18 5,94 21 5,53 21 5,98 21 5,10 19 5,34 21 5,54 20 7,04 21 5,61 25 6,20
4 25 6,56 28 5,68 28 5,44 28 5,02 25 5,56 28 5,63 27 6,48 30 5,66
5 32 6,92 35 5,77 35 5,86 45 5,13 32 5,39 36 5,68 34 6,46 43 5,62
6 39 5,56 42 5,63 42 5,37 51 5,13 39 5,57 42 5,90 41 6,30 49 5,55
7 47 5,42 49 5,82 50 5,33 56 5,09 46 5,42 49 5,72 49 5,70 56 5,68
8 56 5,60 56 5,55 55 5,33 64 5,85 54 5,58 56 5,56 55 5,75
9 54 5,95 63 5,32 62 5,42 70 5,46 60 5,63 63 5,45 64 5,67
10 61 5,66 70 5,36 79 5,59 77 5,63 68 5,66 71 5,41 77 5,70
11 79 5,30 85 5,37 84 5,45 74 5,64 77 5,27 83 5,55
12 84 5,34 90 5,53 91 5,54 81 5,47 86 5,32 90 5,89
13 91 5,27 99 5,46 88 5,39 99 5,21
14 108 5,48 105 5,27 95 5,47 105 4,89
15 114 5,39 113 5,40 103 5,38 112 5,38
16 119 5,45 119 5,29 109 5,30
17 133 5,02 118 5,34
18 131 5,38
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ANEXO 3

Anexo 3 — Resultados obtidos do parametro umidade (U) para as amostras de lodo de esgoto dos lotes L1 a L9 durante secagem em estufa de
secagem segundo tempo de tratamento, fevereiro a novembro de 2015, Vigosa-MG.

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9
Amostra Ter.npo U (%) Ter.npo U (%) Ter'npo U (%) Tempo U (%) Tempo :J Ter'npo :J Ter'npo :.I Ter.npo :J Ter'npo :J
(dias) (dias) (dias) (dias) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%)
0 0 83,15 0 49,52 0 79,84 0 68,21 0 63,59 0 65,40 0 76,39 0 27,13 0 61,39
1 7 75,42 7 47,52 7 71,11 7 63,90 6 57,75 7 61,42 6 43,81 7 13,80 6 36,57
2 11 43,95 14 38,00 14 61,16 16 59,33 11 53,41 14 53,57 14 33,07 15 6,74 19 28,83
3 18 36,51 21 27,40 21 56,79 21 51,55 19 46,84 21 31,23 20 30,28 21 5,51 25 16,24
4 25 22,64 28 25,21 28 50,73 28 47,23 25 34,13 28 31,37 27 20,32 30 3,50
5 32 10,90 35 16,00 35 38,09 45 38,98 32 34,52 36 30,49 34 15,77 43 2,54
6 39 7,14 42 14,65 42 35,64 51 35,17 39 26,72 42 17,93 41 7,33 49 2,66
7 47 3,00 49 13,43 50 22,68 56 31,15 46 21,79 49 10,42 49 4,32 56 2,77
8 56 5,30 56 8,36 55 18,35 64 23,60 54 8,68 56 9,65 55 4,24
9 54 3,23 63 6,31 62 15,04 70 21,48 60 6,35 63 4,69 64 4,07
10 61 4,36 70 6,00 79 9,11 77 15,24 68 5,27 71 3,79 77 2,90
11 79 4,70 85 8,94 84 13,83 74 4,74 77 3,15 83 2,41
12 84 4,30 90 7,76 91 10,63 81 4,54 86 2,90 90 2,70
13 91 3,99 99 1,81 88 3,72 99 2,78
14 108 4,16 105 3,92 95 2,68 105 2,43
15 114 6,88 113 3,69 103 3,08 112 2,24
16 119 6,07 119 4,05 109 2,52
17 133 4,08 118 2,93
18 131 2,49
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ANEXO 4

Anexo 4 — Resultados obtidos do parametro soélidos totais (ST) para as amostras de lodo de esgoto dos lotes L1 a L9 durante secagem em
estufa de secagem segundo tempo de tratamento, fevereiro a novembro de 2015, Vicosa-MG.

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9
Amostra Tempo ST Tempo ST Tempo ST Tempo ST Tempo ST Tempo ST Tempo ST Tempo ST Tempo ST
(dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%) (dias) (%)
0 0 25,50 37,00 0 25,00 0 30,82 36,97 33,85 0 40,42 0 70,92 0 33,78
1 7 56,00 50,48 7 27,83 7 35,53 41,16 39,30 6 51,77 7 85,56 6 64,00
2 11 38,00 14 59,88 14 36,73 16 39,44 11 46,42 14 44,36 14 63,38 15 91,01 19 71,60
3 18 46,80 21 68,24 21 42,51 21 44,99 19 51,24 21 54,26 20 64,61 21 91,98 25 67,16
4 25 56,67 28 72,79 28 47,58 28 49,91 25 64,36 28 61,23 27 77,83 30 93,00
5 32 85,13 35 80,76 35 58,97 45 55,82 32 61,10 36 69,28 34 81,34 43 94,50
6 39 89,89 42 82,59 42 62,81 51 52,08 39 70,52 42 77,02 41 90,46 49 95,52
7 47 91,59 49 84,17 50 78,74 56 66,26 46 76,37 49 86,48 49 98,46 56 94,30
8 56 91,82 56 87,32 55 77,00 64 71,64 54 88,64 56 88,25 55 94,52
9 54 92,89 63 88,71 62 82,33 70 77,13 60 90,54 63 93,26 64 93,72
10 61 93,57 70 89,37 79 87,63 77 83,32 68 91,54 71 94,00 70 95,80
11 79 89,92 85 89,28 84 85,30 74 90,72 77 94,26 76 89,81
12 84 90,08 90 89,94 91 87,57 81 92,22 86 94,18 83 94,48
13 91 91,78 99 90,44 88 94,00 99 94,82
14 108 91,93 105 91,90 95 94,38 105 94,06
15 114 91,27 113 92,94 103 94,47 112 93,04
16 119 91,64 119 91,20 109 94,56
17 133 93,08 118 94,30
18 131 94,42
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ANEXO 5

Anexo 5 — Niveis de coliformes totais (CT) das amostras de lodo de esgoto dos lotes L1 a L9 durante secagem em estufa de secagem segundo
tempo de tratamento (T), fevereiro a novembro de 2015, Vigosa-MG.

> Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9

3 — = — = — S — S — = — = - = - = - =

2 % %52 ¢ %53 § %52 7 %32 3 %52} 832 p %52 0§ %52 3 oske
0 0 - 0 6,5x10° 0 2,1x10’ 0 1,1x10° 0 1,1x107 0 9,8x10° 0 1,1x10° 0 1,0x10" 0  5,1x10°
1 7 4,3x10° 7 8,6x107 7 8,6x10° 7 3,4x10° 6 7,0x106 7 9,4x10° 6 4,2x107 7 28x10° 6  7,6x107
2 11 6,3x10° 14 4,3x10° 14 6,5x10° 16 8,8x10" 11 52x10° 14 6,2x10° 14 57x107 15 1,1x10° 19 5.9x10°
3 18 - 21 6,3x10’ 21 1,0x1% 21 1,6x10* 19 2,5x10° 21 4,8x10° 20 4,7x10° 21 1,5x10° 25  3,6x10°
4 25 4,2x10° 28 2,7x10° 28 1,1x10° 28  3,7x10° 25 2,4x10° 28 3,9x10° 27 2,5x10° 30 6,5x10°

5 32 3,5x10° 35 2,4x10° 35 41x10* 45  1,5x10° 32 1,5x10° 36 2,5x10° 34 2,3x10° 43 3,6x10"

6 39 7,0x10° 42 4,3x10° 42 12x10° 51 2,8x10° 39 - 42 7,5x10° 41 2,7x10° 49 3,0 x10*

7 47 5,5 x10° 49 6,9x10* 50  4,5x10* 56  3,7x10° 46 53x10° 49 3,7x10° 49  8.2x10° 56 2,5x10*

8 56 1,5x10° 56 5,7x10° 55  31x10* 64  4,8x10° 54 1,9x10* 56 2,7x10* 55  2,5x10°

9 54 3,5x10° 63 2,7x10* 62 29x10* 70  3,x10° 60 2,6x10° 63 2,5x10° 64  2,5x10°

10 61 6,2x10* 70 2,7x10* 79 2,1x10° 77 1,2x10° 68 2,6x10* 71 2,5x10° 70 2,5x10°

11 79 2,7x10* 85  2,7x10° 84 1,1x10° 74 2,6x10* 77 2,5x10° 76 2,5x10°

12 84 2,7x10° 9  1,3x10° 91 3,5x10° 81 2,6x10° 86 2,5x10° 83  2,5x10°

13 91 5,9x10° 99  7,6x10° 88 2,6x10° 99 2,5x10°

14 108  3,7x10° 105  1,8x10° 95 2,6x10° 150 2,5x10°

15 114  3,1x10° 113 2,6x10° 103 2,6x10° 121 2,5x10°

16 19  2,6x10° 119  2,6x10° 109 2,6x10°

17 6,5x10° 133 21x10° 118 2,6x10°

18 131 2,6x10°
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ANEXO 6

Anexo 6 — Niveis de E. coli (EC) das amostras de lodo de esgoto dos lotes L1 a L9 durante tratamento térmico em estufa de secagem segundo
tempo de tratamento (T), fevereiro a novembro de 2015, Vigosa-MG.

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9
fmest® §- 8Sm 5+ gEm §- 937 §- 9Sm 5§ 93m §- 93m §- sEn F- gin F- 43nm
«Q «Q «Q «Q «Q «Q «Q «Q «

0 4,7x10° 1,1x10° 0 4,0x10° 0 3,2x10° 4,3x10° 0 29x10° 0 4,1x10° 0 1,4x10° 0 6,2x107

1 7 1,8x10* 1,9x10° 3,7x10° 7 2,8x10° 4,1x10° 7 2,5x10° 6 380x10° 7 8,8x10° 6 9,6x10°

2 11 1,2x10* 14 16x10° 14 57x10* 16  25x10° 11  54x10° 14  6,7x10° 14 1,0x10° 15 3,2x10* 19 8,8x10°

3 18 4,3x10° 21 14x10° 21 39x10* 21 22x10° 19  1,1x10° 21  1,8x10° 20 3,0x10° 21 263x10° 25 3,6x10°

4 25 1,5x10° 28  1,3x10° 28 6,3x10° 28 82x10' 25 7,0x10* 28  1,6x10° 27 2,5x10° 30 5,4x10°

5 32  26x10° 35 12x10° 35 - 45  1,7x10" 32 1,0x10° 36 58x10" 34 1,4x10* 43 1,0x10°

6 39 41x10° 42 12x10° 42 15x10° 51  1,9x10' 39  6,6x10° 42  2,5x10° 41 1,8x10* 49 1,5x10°

7 47  6,0x10° 49  11x10° 50 25x10° 56  1,5x10" 46  1,4x10° 49  14x10" 49 1,2x10? 56 5,6x10’

8 56  1,1x10° 5  1,4x10* 55  1,3x10° 64 56x10' 54 12x10° 56  9,7x10' 55 8,1x10"

9 54 1,0x10° 63 1,1x10" 62 1,0x10° 70 1,0x10° 60 2,6x10° 63 51x10' 64 2,5x10?

10 61 21x10* 70 1,4x10" 79  22x10° 77 12x10' 68 2,6x10° 71 1,9x10' 70 9,6x10?

1 79  11x10" 85 2,7x10' 84  1,Ax10' 74 2,0x10° 77  1,8x10' 76 1,3x10?

12 8 11x10" 90 2,8x10' 91  1,1x10" 81  1,0x10° 86  2,2x10' 83 1,76 x10°

13 91 1,1x10' 99  14x10" 88 6,1x10> 99  1,0x10'

14 108  1,0x10' 105 1,0x10' 95  6,1x10° 105  2,4x10'

15 114 1,3x10' 113  6,8x10" 103  4,3x10" 112 1,7x10'

16 119  1,0x10° 119  1,1x10' 109  2,6x10’

17 133 N.D 118  1,3x10'

18 131 1,03
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ANEXO 7

Anexo 7 — Niveis de colifagos somaticos (CS) das amostras de lodo de esgoto dos lotes L1 a L9 durante secagem em estufa de secagem
segundo tempo de tratamento, fevereiro a novembro de 2015, Vigcosa-MG.

> Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8 Lote 9

3

2. ’;‘ ﬂgo ’2‘ ©So g 2So ; ©So :3 2GS o g ©So g 2GS o 'c:: 2GS0 ’;‘ 2So
8 g Kg"’ 3’ :ng @ :jgm g :ng 3 jgm g :ng g :ng 5’; :J"aum g :J"aum
0 0 5,6x10" 0 ND 0 2,1x10° 0 ND 0 ND 0 ND 0 ND 0 ND 0 ND

1 7 1,7x10° 7 ND 7 6,7x10° 7 ND 6 ND 7 ND 6 ND 7 1,9x10° 6 ND
2 11 3,7x10° 14 ND 14 ND 16 ND 11 ND 14 ND 14 ND 15 3,2x10* 19 ND
3 18 9,1x10° 21 ND 21 ND 21 ND 19 ND 21 ND 20 ND 21 2,2x10* 25 1,0x10°
4 25 1,8x10° 28 ND 28 ND 28 25 ND 28 ND 27 ND 30 ND

5 32 ND* 35 ND 35 ND 45 ND 32 ND 36 ND 34 ND 43 5,0x10*

6 39 ND 42 ND 42 ND 51 ND 39 ND 42 ND 41 1,5x10° 49 1,1x10°

7 47 ND 49 ND 50 ND 56 ND 46 ND 49 ND 49 2.2x10° 56 ND

8 56 ND 56 ND 55 ND 64 ND 54 ND 56 ND 55 9,3x10°

9 54 ND 63 ND 62 ND 70 ND 60 ND 63 1,1x10* 64 ND

10 61 ND 70 ND 79 ND 77 ND 68 ND 71 ND 70 8,0x10°

11 79 ND 85 ND 84 ND 74 ND 77 ND 76 ND

12 84 ND 90 ND 91 ND 81 ND 86 ND 83 ND

13 91 ND 99 ND 88 ND 99 ND

14 108 ND 105 ND 95 ND 105 ND

15 114 ND 113 ND 103 ND 112 ND

16 119 ND 119 ND 109 ND

17 133 ND 118 ND

18 131 ND

# Unidade Formadora de Placa/g de solido total; *Nao detectado.
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ANEXO 8

Anexo 8 — Resultados das analises de indicadores bacterianos, virus totais cultivaveis e
colifagos somaticos das amostras de agua de lavagem das maos coletadas ap6s manejo
das leiras de lotes de lodo de esgoto L1 a L9 durante secagem em estufa de secagem
segundo tempo de tratamento, fevereiro a novembro de 2015, Vigosa-MG.

Amoswa  COlmmestoas  pconmpmL) s eriercesiols  Colages
1 1,7x10° 1,0 x 10° ND ND
2 2,4 x10° 1,0 x 10° ND ND
3 1,6 x10* 6,1x 10° ND ND
4 3,1x10? 1,0 x 102 ND ND
5 2,4x10° 2,3x10° ND ND
6 4,5x10° 2,0 x 102 ND ND
7 1,0 x 10? 1,0 x 102 ND ND
8 1,3 x 10° 1,0 x 102 ND ND
9 1,6 x10* 7,1 x10? ND ND
10 2,9x10° 1,0 x 102 ND ND
1 4,6 x10° 1,0 x 102 ND ND
12 2,0 x 10? 1,0 x 102 ND ND
13 4,2x10° 1,0 x 102 ND ND
14 2,0 x 10? 1,0 x 102 ND ND
15 1,6 x10° 2,0 x 10? ND ND
16 1,6 x10* 6,2 x 10° ND ND
17 3,0x10° 1,0 x 102 ND ND
18 1,4x10° 1,0 x 102 ND ND
19 4,6 x 10* 1,5x10° ND ND
20 1,0 x 102 4,0 x 10 ND ND
21 1,0 x 102 1,0 x 102 ND ND
22 1,0 x 102 1,0 x 102 ND ND
23 2,5x 10* 3,8x 10° ND ND
24 3,9x10° 1,0x 102 ND ND
25 1,1x10° 1,0 x 102 ND ND
26 3,6x10° 1,0 x 102 ND ND
27 3,1x10? 1,0 x 102 ND ND
28 2,5x10° 1,0 x 102 ND ND
29 2,0x 10° 1,0 x 102 ND ND
30 2,4x10° 1,3x10° ND ND
31 2,4x10° 2,4x10° ND ND
32 1,1x10* 1,4x10° ND ND
33 1,6 x10* 1,0 x 102 ND ND

* Nimero mais provavel; # Tissue Cell Infectious Dose (Método da Diluigéo Limitante); $ Unidade Formadora de Placa.
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ANEXO 9

Anexo 9 - Niveis de coliformes totais e E. coli das amostras de agua de lavagem (diluigao 1:100) das maos dos Trabalhadores 1 e 2 apods a
producgao de canteiros nos eventos de plantio de alface e de cenoura, agosto e setembro de 2015, Vicosa-MG.

Trabalhador 1

Lote de lodo de esgoto Alface Cenoura
utilizado na producao do .
canteiro Coliformes totais (NMP /mL) E coli (NMP/mL) Coliformes totais (NMP/mL) E coli (NMP/mL)
Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo Tratado Lodo Inoculado
Lote 3 (Classe A) 3,4 x10* 4,9 x10* 1,0 x10° 1,0 x10? 2,0 x10? 1,0 x10° 4,1 x10? 1,0 x10°
Lote 4 (Classe A 9,3x10° 2,0 x10? 1,0 x10° 1,0 x10? 1,0 x10° 4,1 x10? 1,0 x10° 1,0 x10*
Lote 5 (classe A) 8,2 x10* 1,0 x10? 4,1 x10? 1,0 x10? 1,4 x10° 8,6 x10° 1,0 x10? 1,0 x10?
Lote 6 (Classe B) 2,4 x10° 2,4 x10° 7,0 x10? 2,9 x10° 5,1x10° 5,2 x10* 1,0 x10? 1,0 x10?
Lote 6 (Classe A) 2,4 x10° 2,6 x10* 4,1 x10? 1,0 x10? 3,0 x10? 1,0 x10? 1,0 x10? 1,0 x10?
Lote 7 (Classe B) 1,2 x10* 6,7 x10* 7,1 x10° 2,4 x10° 4,7 x10° 1,0 x10? 1,0 x10* 1,0 x10?
Trabalhador 2
Lote de lodo de esgoto Alface Cenoura
utilizado na producgao do i . ) i . i
canteiro Coliformes totais (NMP/mL) E coli (NMP/mL)* Coliformes totais (NMP/mL)* E coli (NMP/mL)
Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo Tratado Lodo Inoculado
Lote 3 (Classe A) 1,7x10? 1,4x10* 1,0x10? 4,1x10? 1,0x10? 2,6x10° 1,0x10? 1,0x10?
Lote 4 (Classe A 1,0x10? 9,9x10° 1,0x10? 1,0x10? 1,4x10° 6,8x10° 1,0x10? 1,0x10?
Lote 5 (classe A) 2,0x10? 4,9x10* 1,0x10? 1,0x10? 1,1x10* 2,4x10° 1,0x10? 2,0x10°
Lote 6 (Classe B) 9,8x10* 1,6x10° 2,9x10° 1,0x10? 8,2x10* 3,0x10* 4,3x10° 4,1x10?
Lote 6 (Classe A) 2,0x10? 1,0 x10? 1,0x10? 1,0x10? 1,2x10* 2,7x10° 1,0x10? 1,0x10?
Lote 7 (Classe B) 7,4x10° 6,3x10? 2,0x10? 1,0x10? 1,2x10* 2,0x10? 1,0x10? 1,0x10?

*Numero mais provavel
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ANEXO 10

Anexo 10 — Resultados de virus entéricos totais cultivaveis das amostras de agua de lavagem das maos dos Trabalhadores 1 e 2 apds a
producgao de canteiros nos eventos de plantio de alface e de cenoura, agosto e setembro de 2015, Vicosa-MG.

TRABALHADOR 1 TRABALHADOR 2
Lote

Lodo Tratado Lodo Inoculado Lodo tratado Lodo Inoculado

Alface Cenoura Alface Cenoura Alface Cenoura Alface Cenoura

L3 classe A Negativa* Negativa Postllgixlezjsc om

L4 classe A Negativa Negativa POSIttI,'t\L?Ocom

L5 classe A Nao tem Negativa Positiva com titulo
L6 classe B Negativa Posittfit\llj?ocom Positiva com titulo Negativa Negativa

L6 classe A Negativa POSittfi':\(JaloCOm Negativa Positiva com titulo
L7 classe B Nao tem Positiva com

titulo

*Amostra negativa: no teste TCIDs, réplicas das formas nédo-diluida e diluigdes da amostra ndo apresentaram efeito citopatico na monocamada de células RD); # Amostra positiva sem titulo:
no teste TCIDso, somente réplicas da forma néo-diluida da amostra apresentaram efeito citopatico na monocamada de células RD; $ Amostra positiva com titulo: no teste TCIDso, réplicas das
diluigdes = 1 da amostra apresentaram efeito citopatico na monocamada de células RD.
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ANEXO 11

Anexo 11 — Resultados de colifagos somaticos das amostras de solo + biossélido apés
periodo de 52 dias de cultivo da cultura de alface, setembro de 2015, Vicosa-MG.

Lodo Tratado Lodo Inoculado
Lot Amostra de Amostra de Amostra de Amostra de
ote alface (UFP/mL) cenoura (UFP/mL) alface (UFP/mL) cenoura (UFP/mL)
1 2 1 2 1 2 1 2
L3 20 70 10 50 N.D 10 10 80
classe A :
L4
N.D N.D 20 40 20 N.D 20 6
classe A
LS N.D N.D 160 70 80 N.D 30 100
classe A ’ ’ ’
L6 N.D 330 50 20 10 N.D 140 10
classe B ’ ’
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ANEXO 12

Anexo 12 — Resultados dos titulos e percentual de recuperagido de Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174 de amostras de alface
inoculadas e submetidas ao Protocolo 1 para recuperagao de virus de amostras de alface.

Protocolo 1 - Eluente com extrato de carne 1% + concentragao por floculagdo organica

L. Amostra Poliovirus Colifago somatico Phi X174
Repeticdo inoculada
Titulo amostra L R 50 (% Titulo amostra L R 50 (%
(TCIDsoImL)* 0g10 ecuperacao (%) (UFP/mL)’* 0d10 ecuperagao (%)
1 3,33 x10° 5,52 0,93 5,73 x10° 6,76 4,62
R1 2 7,90 x10° 5,90 2,21 3,87 x10° 6,59 3,12
3 1,41 x10° 6,15 3,94 3,62 x10° 5,56 0,29
1 1,41 x10 7,15 39,39 5,89 x10° 6,77 4,75
R2 2 4,45 x10° 6,65 12,43 6,83 x10° 6,83 5,51
3 1,87 x10 7.27 52,23 4,19 x10° 6,62 3,38
1 2,50 x10° 6,40 6,98 4,99 x10° 6,70 4,02
R3 2 1,87 x10’ 7,27 52,23 4,67 x10° 6,67 3,77
3 7,90 x10° 6,90 22,07 8,61 x10° 6,94 6,94

* Tissue cell infectious dose; # Unidade Formadora de Placa.
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ANEXO 13

Anexo 13 — Resultados dos titulos e percentual de recuperagido de Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174 de amostras de alface
inoculadas e submetidas ao Protocolo 2 para recuperagao de virus de amostras de alface.

Protocolo 2 - Eluente com extrato de carne 3% + concentragao por floculagao organica

Amostra

Repetigio inoculada Poliovirus Colifago somatico Phi X174
Titulo amostra = /0 Titulo amostra = [0
(TCIDsy/mL) Log1o Recuperacéo (%) (UFP/mL)* Logo Recuperacgio (%)
1 1,41 x10° 6,15 3,94 3,14 x10° 6,50 2,53
R1 2 5,93 x10° 6,77 16,56 4,65 x10° 6,67 3,75
3 1,87 x10° 6,27 5,22 3,80 x10° 6,58 3,06
1 1,41 x10’ 7,15 39,39 4,01 x10° 6,60 3,23
R2 2 7,90 x10° 6,90 22,07 4,94 x10° 5,69 0,40
3 1,41 x10’ 7,15 39,39 1,79 x10° 6,25 1,44
1 5,93 x10° 6,77 16,56 2,37 x10° 6,37 1,91
R3 2 7,90 x10° 6,90 22,07 3,19 x10° 6,50 2,57
3 2,50 x10° 6,40 6,98 9,52 x10° 5,98 0,77

* Tissue cell infectious dose; # Unidade Formadora de Placa.
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ANEXO 14

Anexo 14 — Resultados dos titulos e percentual de recuperagido de Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174 de amostras de alface

inoculadas e submetidas ao Protocolo 3 para recuperagao de virus de amostras de alface.

Protocolo 3 - Eluente com extrato de carne 1% + concentragao por filtragao a vacuo

Repetigio i':g::ﬁ;?a Poliovirus Colifago somatico Phi X174
T;t.lf’cI?Di:?;Is_t)':a Log1o Recuperagao (%) Tit(ﬂglf/mﬁ} ra Log1o Recuperacgao (%)
1 1,87 x10° 5,27 0,52 3,96 x10° 5,60 0,32
R1 2 1,41 x10* 4,15 0,04 1,26 x10° 5,10 0,10
3 5,93 x10* 4,77 0,17 4,20 x10° 5,62 0,34
1 4,45 x10° 5,65 1,24 8,40 x10* 4,92 0,07
R2 2 1,41 x10° 5,15 0,39 8,25 x10* 4,92 0,07
3 1,87 x10° 5,27 0,52 1,27 x10° 5,10 0,10
1 1,41 x105 5,15 0,39 9,30 x10° 5,97 0,75
R3 2 5,93 x10* 4,77 0,17 1,80 x10° 5,26 0,15
3 7,90 x10* 4,90 0,22 2,92 x10° 5,47 0,24

* Tissue cell infectious dose; # Unidade Formadora de Placa.
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ANEXO 15

Anexo 15 — Resultados dos titulos e percentual de recuperagido de Poliovirus 1 Sabin e colifago somatico Phi X174 de amostras de alface
inoculadas e submetidas ao Protocolo 4 para recuperagao de virus.

Protocolo 4 - Eluente com extrato de carne 3% + concentragao por filtragao a vacuo

Repeticio i':(')‘l‘:j;ﬁ‘a Poliovirus Colifago somatico Phi X174
T:Erucl:?ni:;n‘:sl_t)fa Log1o Recuperagao (%) Tit(ﬂglflnr:‘t?}ra Log1o Recuperagao (%)
1 2,50 x10* 4,40 0,07 1,19 x10° 5,08 0,10
R1 2 3,33 x10* 4,52 0,09 1,57 x10° 5,20 0,13
3 2,50 x10* 4,40 0,07 2,17 x10° 5,34 0,18
1 1,87 x10° 5,27 0,52 2,32 x10° 5,37 0,19
R2 2 7,90 x10* 4,90 0,22 1,35 x10° 513 0,11
3 2,50 x10° 5,40 0,70 8,10 x10° 5,91 0,65
1 1,05 x10° 6,02 2,93 N.D N.D N.D
R3 2 1,41 x10° 6,15 3,94 1,97 x10° 6,29 1,59
3 4,45 x10° 5,65 1,24 7,84 x10° 5,89 0,63

* Tissue cell infectious dose; # Unidade Formadora de Placa.
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