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RESUMO

MAGALHAES, Wemerson Geraldo, D. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, dezembro de 2013. Crescimento e qualidade microbiologica
de alface (Lactuca sativa L.) cultivada com solugdes de urina de
vaca. Orientador: Mario Puiatti. Co-orientadores: Luiz Antonio dos Santos
Dias e Fernando Luiz Finger.

A urina de vaca aplicada em alface (Lactuca sativa L.) tem
promovido o seu crescimento e a producdo de folhas. Todavia,
questionamentos tém sido feitos em relacgdo a contaminagao
microbiolégica. O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagao
de solugdes de urina de vaca sobre caracteristicas de crescimento de
planta e qualidade microbiolégica da alface. Foram realizados quatro
experimentos no IFMG — Campus Sao Joao Evangelista - MG. Os
experimentos 1 e 2 foram desenvolvidos no periodo de novembro de 2011
a fevereiro de 2012 e os experimentos 3 e 4 no periodo de agosto a
novembro de 2012. Os experimentos foram conduzidos em ambiente
protegido e em sistema de cultivo organico. Os experimentos 1 e 2 foram
constituidos de cinco tratamentos, correspondentes as concentragdes de
solugdes de urina de vaca de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0%, conduzidos no
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. No
experimento 1, a aplicagdo das solugdes foi via foliar e no experimento 2
foi via solo, ambos com a alface 'Regina 2000'. Os experimentos 3 e 4
foram constituidos de cinco tratamentos, correspondentes as
concentracdes de solucdes de 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10%, conduzidos no
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Em

ambos, a aplicagao das solugdes foi via foliar. No experimento 3 a alface
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foi a 'Regina 500' e no experimento 4 a alface foi 'Baba de Verao'. As
solugdes foram preparadas com a mesma agua utilizada para irrigagao,
sendo que a testemunha recebeu somente agua. Em todos os
experimentos foram aplicados 60 mL de solugao/planta. Esse volume foi
dividido em cinco aplicagcbes semanais, iniciando sete dias apos
transplante das mudas, aplicando-se, respectivamente, 5, 5, 10, 20 e 20
mL de solugdo/planta. A parcela foi constituida por quatro fileiras
longitudinais de 1,75 m de comprimento, com plantas espagadas de 0,25
x 0,25 m. Foram consideradas uteis, as seis plantas centrais das duas
fileiras centrais. Foram avaliadas caracteristicas de producio da alface e
realizadas analises microbiologicas da agua de irrigagao, da urina de vaca
armazenada, das solucdes de urina de vaca aplicadas, da alface lavada e
nao lavada em agua pura. Os dados qualitativos foram submetidos a
analise de variancia. Os dados referentes as concentracdes das solucdes
foram submetidos a analise de regressao, utilizando-se o teste t, a 1% e a
5% de probabilidade. Solugbes de urina de vaca aplicadas via foliar ou
solo, na concentragdo de até 5,21%, promoveram o crescimento das
plantas e a produgcao da alface. Solugcdes de urina de vaca aplicadas via
solo, até a concentracdo de 4%, e via foliar até 10%, ndo promoveram
aumento da carga microbiana em alface. A urina de vaca hermeticamente
fechada em bombona plastica mantida no escuro apresentou crescimento
dos micro-organismos coliformes totais, coliformes termotolerantes e
aerdbios mesofilos até por volta da 52 semana, caindo drasticamente e
alcangando nivel zero, ou préximo desse, na 72 semana. A agua de
irrigacdo com elevada carga microbiana foi a maior responsavel pela
carga microbiana em alface, sendo que a simples lavagédo das folhas de
alface com agua pura, apesar de reduzir a carga microbiana, nao foi

eficaz em reduzir essa carga até niveis aceitaveis aos comensais.
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ABSTRACT

MAGALHAES, Wemerson Geraldo, D. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, December, 2013. Growth and microbiological quality of lettuce
(Lactuca sativa L.) grown in solutions with cow urine. Adviser: Mario
Puiatti. Co-advisers: Luiz Anténio dos Santos Dias e Fernando Luiz
Finger.

The cow urine applied to lettuce (Lactuca sativa L.) has promoted
the growth and production of leaves. However, questions have been
raised regarding the microbiological contamination. The study aimed to
evaluate the effect of solutions of cow urine on plant growth characteristics
and microbiological quality of lettuce. Four experiments were conducted in
IFMG - Campus Sao Joao Evangelista — MG. Experiments 1 and 2 were
carried out from November 2011 to February 2012 and the experiments 3
and 4 in the period August to November 2012. The experiments were
conducted in greenhouse under organic cropping system. Experiments 1
and 2 consisted of five treatments, corresponding to concentrations of cow
urine solutions of 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0%, conducted in a completely
randomized design with five replications. In experiment 1, the application
of the solutions was foliar and in experiment 2 was in the soil, both with
lettuce 'Regina 2000'. Experiments 3 and 4 were made up of five
treatments, solutions corresponding to concentrations of 0.0, 2.0, 4.0, 6.0
and 10%, conducted in a completely randomized design with four
replications. In both, the application of foliar solution was only in
experiment 3 the lettuce was the 'Regina 500' and in experiment 4 Lettuce
was 'Baba de Verao'. The solutions were prepared with the same water

used for irrigation, and the control received only water. In all the
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experiments were applied 60 mL of solution/plant. This volume was
divided into five applications, starting seven days following transplantation
of seedlings, applying respectively 5, 5, 10, 20 and 20 mL/plant. The plot
consisted of four longitudinal rows of 1.75 m long, with plants spaced 0.25
x 0.25 m. The six central plants from the two central rows were considered
useful. Were evaluated the production of lettuce and microbiological
analysis of irrigation water, the cow urine stored, the solutions applied cow
urine, lettuce washed and not washed in pure water. Qualitative data were
subjected to analysis of variance. The data on the concentration of the
solutions were subjected to regression analysis, using the t test, the 1%
and 5% probability. Solutions cow urine applied foliar or soil, the
concentration of up to 5.21%, promoted plant growth and yield of lettuce.
Solutions cow urine applied to soil, up to a concentration of 4%, and foliar
up to 10%, did not improve the microbial load in lettuce. The cow urine in
sealed plastic bombona kept in the dark showed growth of micro-
organisms total coliforms, fecal coliforms and aerobic mesophilic until
around the 5™ week, dropping dramatically and reaching zero, or close to
it, in the 7™ week. The irrigation water had a high microbial load and was
largely responsible for the microbial load on the lettuce, and the simple
washing of lettuce leaves with pure water, although reducing the microbial
load, was not effective for reducing this burden to acceptable levels for

diners.



1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.), hortalica folhosa consumida crua,
pertence a um grupo de alimentos de ampla aceitagdo popular. Ela
participa quase diariamente da alimentacdo de grande parte da
populagado, sendo que a demanda constante por essa hortalica € atendida
por inumeros produtores rurais espalhados pelo pais.

Até atingir o ponto comercial, a alface cumpre um ciclo de cultivo de
algumas semanas. Nesse breve tempo, o crescimento da planta e a
producao de folhas sdo beneficiados pela adubacdo organica. Nas
pequenas propriedades rurais, além do cultivo de hortalicas, € comum a
atividade da exploracdo de gado de leite, sendo o esterco produzido
utilizado nesses cultivos.

Todavia, a urina da vaca, um subproduto da atividade leiteira, tem
sido pouco utilizada. A sua utilizacao pode ser algo benéfico no cultivo de
hortalicas, representando uma alternativa de baixo custo, acessivel a
inumeros agricultores e com resultados satisfatérios para o crescimento
da planta. Mas, além de favorecer o crescimento da planta, a urina de
vaca tem de ser in6écua, mantendo a hortalica livre de qualquer risco
microbiolégico, pois a alface é consumida in natura.

Diante da importancia econémica e alimentar da alface, e da
possibilidade de seu cultivo no sistema organico, faz-se necessario
verificar se a aplicagdo de urina de vaca pode favorecer o cultivo dessa
hortalica e que influéncia pode exercer sobre a taxa microbiana da planta.

Em razdo do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito

da aplicacao de solugbes de urina de vaca, via foliar e via solo, em



diferentes concentracdes, sobre caracteristicas de crescimento de planta

e a qualidade microbioldgica da alface cultivada em sistema organico.



2. REVISAO DE LITERATURA

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais cultivada e
consumida em todo o planeta (RUBATZKY & YAMAGUCHI, 1997). A
alface é cultivada em todas as regides brasileiras e é a principal hortalica
consumida na forma de salada pela populagdo, tanto pelo sabor e
qualidade nutricional quanto pelo reduzido prego para o consumidor
(RESENDE et al., 2007).

A evolugdo de cultivares e sistemas de manejo, tratos culturais,
irrigacao, espagcamentos, técnicas de colheita e de conservagao pos-
colheita e mudancgas nos habitos de alimentagao impulsionaram o cultivo
e tornaram-na a hortalica folhosa mais consumida no pais (RESENDE et
al., 2007).

De acordo com LOPES et al. (2005), a alface € a hortalica folhosa
de maior valor comercial cultivada no Brasil, com cerca de 75 cultivares
comerciais, das quais, aproximadamente 18 sao nacionais; e € ingerida,
com maior frequéncia, em saladas cruas e sanduiches, sendo mais
consumida nas regides Sul e Sudeste.

A larga adaptacdo da alface as condi¢bes climaticas diversas, a
possibilidade de cultivos sucessivos no mesmo ano, o custo relativamente
baixo de producgdo, a pouca suscetibilidade a pragas e doengas e a
comercializagado segura, fazem com que seja a hortalica preferida pelos
pequenos produtores (MEDEIROS et al., 2007). Esse fato Ihe confere
grande importancia econbmica e social, sendo significativo fator de
agregacdo do homem ao campo (VILLAS BOAS et al., 2004).

A alface é uma planta herbacea, delicada, com caule diminuto, ao

qual se prendem as folhas. Estas sdo amplas e crescem em roseta, em



volta do caule, podendo ser lisas ou crespas, formando ou ndo uma
‘cabecga”, com coloragdo em varios tons de verde, ou roxa, conforme a
cultivar (FILGUEIRA, 2003). Ainda segundo esse autor, a adubagao
organica é altamente benéfica a essa cultura, de raizes delicadas e
exigente quanto ao aspecto fisico do solo.

A alface possui de 95,0 a 97,2% de umidade; 0,6 a 1,7% de
proteinas; 0,1 a 0,2% de lipideos; 1,7 a 2,4% de carboidratos; 1,0 a 2,3%
de fibra alimentar, além de minerais como calcio, fésforo e ferro e de
vitaminas C, tiamina, riboflavina e piridoxina (TACO, 2011).

Além de ser fonte de nutrientes, o alimento deve ser também
in6cuo a saude dos consumidores. De acordo com MAISTRO (2001),
seguranga e qualidade na producao de alimento fresco sdo dependentes
da sua microflora, dos micro-organismos presentes nele.

Micro-organismos indicadores s&o grupos ou espécies de micro-
organismos que, quando presentes no alimento, podem fornecer indicios
sobre a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel
presenca de patdogenos, além de indicarem condicdes sanitarias
inadequadas. Micro-organismos indicadores, tais como os coliformes e os
aerdbios mesofilos, vem sendo utilizados na avaliacdo da qualidade
microbiolégica da agua ha longo tempo, e mais recentemente na de
alimentos (FRANCO & LANDGRAF, 2001).

A razdo da escolha do grupo de coliformes como indicador de
contaminagao deve-se, entre outros, ao fato de que s&o facilmente
detectaveis e quantificaveis por técnicas simples e economicamente
viaveis; possuem maior tempo de vida no material contaminado que as
bactérias patogénicas intestinais, por serem menos exigentes em termos
nutricionais; e sdo mais resistentes a acdo dos agentes desinfetantes do
que os germes patogénicos (BRASIL, 2009).

A contagem de aerdbios mesofilos € comumente empregada para
indicar a qualidade sanitaria dos alimentos. Um numero elevado desses
micro-organismos indica que o alimento pode ser insalubre porque

ofereceu condicdes apropriadas para o desenvolvimento de micrébios



causadores de doengas alimentares, pois todas as bactérias patogénicas
de origem alimentar sdo mesodfilas. Portanto, uma alta contagem de
mesdfilos, que podem se desenvolver na mesma temperatura do corpo
humano, significa que houve condicbes para que patdégenos, caso
estivessem presentes, também se multiplicassem no alimento (FRANCO
& LANDGRAF, 2001).

No cultivo tradicional da alface se utiliza canteiros de terra, onde
durante o seu desenvolvimento grande parte do vegetal fica em contato
com o solo. O ambiente umido associado com adubos organicos, muitas
vezes constituidos de fezes provenientes de diversos animais, favorece
as contaminagdes. Outro problema é que a grande maioria dos
produtores irriga as hortaligas com aguas provenientes de rios, corregos e
lagos adjacentes as hortas, bombeadas ou levadas por meio de canais de
irrigacdo sem nenhum tratamento prévio, o que certamente causa a
contaminagao (ROSA & MARTINS, 2001).

A alface é bastante exigente quanto as caracteristicas quimicas,
fisicas e biologicas do solo. Nesse sentido, a fertilizagdo constitui-se, sem
duvida, na pratica mais cara e a de maior retorno, visto que permite nao
sO maiores rendimentos, mas também obtencdo de produto com aspecto
mais uniforme e, consequentemente, de maior valor comercial (RICCI et
al., 1994).

Em funcédo do ciclo curto e de ser hortalica cuja parte consumida e
de interesse comercial sdo as folhas, a alface tem grande resposta ao
fornecimento de nitrogénio (LOPES et al., 2005). A resposta da cultura ao
fornecimento de N é traduzida em maior massa média das plantas e
folhas tenras e suculentas. Por sua vez, a urina de vaca aplicada em
diversos vegetais causou resultados que indicam potencial de utilizagao,
principalmente, como fertilizante (GADELHA et al., 2003). Sua utilizagao
inicial foi como nutricdo em pastagem em trabalhos desenvolvidos na
Nova Zelandia, nos quais foram observados efeitos positivos da urina de

vaca, principalmente como fonte de K e de N.



Segundo a PESAGRO-RIO (2002), o uso da urina de vaca diminui
a necessidade de agrotoxicos e adubos quimicos; reduz os custos de
produgao; nutre corretamente a planta, aumentando o numero de
brotacdes, de folhas e flores e aumenta a producao; ndo causa risco a
saude do produtor e do consumidor; esta pronta para uso, bastando
acrescentar agua; pode ser utilizada em quase todas as culturas e o efeito
€ rapido, além de ser facilmente obtida.

Ainda, de acordo com PESAGRO-RIO (2002), a aplicagao de urina
faz com que as plantas fiquem saudaveis e mais resistentes as pragas e
doencas; possibilita ao produtor utilizar regularmente adubagao completa,
pois as principais substancias encontradas na urina de vaca sao:
nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, ferro, manganés,
boro, cobre, zinco, sédio, cloro, cobalto, molibdénio, aluminio (abaixo de
0,1ppm), fendis (aumentam a resisténcia das plantas) e acido indolacético
(hormonio natural de crescimento).

A urina de vaca, insumo agricola, possibilita aos agricultores
reduzir a dependéncia econémica de produtos industrializados, sobretudo
na producdo de hortaligas no sistema organico. Todavia, apesar de ser
pratica rotineira nas areas de produgdo, esta ainda requer maior
aprofundamento do conhecimento cientifico para a compreensdo dos
efeitos da sua aplicagdo sobre a planta, bem como a qualidade do
alimento produzido (OLIVEIRA, 2007).

Resultados positivos ao crescimento de plantas de alface foram
obtidos por OLIVEIRA (2007) com aplicacdo de urina de vaca
armazenada por alguns dias apos a coleta, quando uma amostra da urina
foi analisada, apresentando a seguinte composicdo (em mg L™"): N =
12.600,0; P = 97,8; K =2.666,0; Ca = 5,0; Mg = 330,0; S = 45,0; Fe = 4,0;
Mn =4,0; Cu=2,0; Zn = 8,0; B =110,0; Na = 2.000,0; Co = 6,0; Mo = 9,0;
Al =2.900,0; Cl = 1.700,0 e densidade = 1,0.

Em relagdo a qualidade microbiolégica da hortalica cultivada com
aplicagbes de residuos liquidos de origem animal, ha informagdes, por

exemplo, sobre carga microbiana de alface irrigada com aguas



residuarias da piscicultura e da suinocultura (BAUMGARTNER et al.,
2007); sobre aspectos sanitarios do cultivo da alface irrigada com aguas
receptoras de efluentes urbanos (BISCARO et al., 2008); sobre a
qualidade sanitaria da alface irrigada com agua de reuso comparada com
amostras comercializadas (VARALLO et al. 2011). Todavia, até o
momento da realizagdo do presente trabalho, ainda n&o havia
informacgcdes sobre microbios em alface cultivada com aplicagdo de
solucao com urina de vaca.

Algumas pesquisas sobre o uso de residuos liquidos de origem
animal no cultivo de alface, como de BISCARO et al. (2008),
preocuparam-se com a questao sanitaria ao indicarem a transmissao de
carga contaminante do residuo aplicado para a cultura. Outras pesquisas,
como de BAUMGARTNER et al. (2007), sobre o uso de residuos liquidos
de origem animal no cultivo de alface, mostraram a melhoria do
desenvolvimento das hortalicas e, ao mesmo tempo, a relagdo entre a
contaminagdao microbiana dessas hortalicas e a carga microbiana dos
residuos utilizados. Nesses trabalhos, houve aplicagdo de residuos
contaminados por micrébios em volume de irrigagdo, o que certamente foi
o fator decisivo para as altas contagens microbianas verificadas nas
hortaligcas.

Outras pesquisas revelaram os beneficios do cultivo de alface com
a urina de vaca sem indicar possiveis transmissdes de cargas
microbianas contaminantes durante o cultivo (OLIVEIRA et al., 2010).
Nesse caso, houve aplicacdo de doses reduzidas de urina de vaca
(solugbes de até 1,25%), e em frequéncia reduzida (cinco aplicagbes com
intervalos de sete dias entre cada), e os resultados foram positivos para o
desenvolvimento da hortaliga.

BISCARO et al. (2008) avaliaram aspectos sanitarios do cultivo de
alface americana irrigada com aguas receptoras de efluentes urbanos. As
analises microbiologicas foram semanais, em amostras de solo, agua e
cultura, desde a primeira semana apoés o transplante das mudas até a

colheita, objetivando a verificacdo da quantidade de coliformes fecais. Os



autores encontraram concentracdes de coliformes fecais variando de 1,1
NMP/mL a 9,3 NMP/mL no solo dos canteiros e na agua de irrigacao; e de
1,5 NMP/mL a 9,3 NMP/mL nas amostras da alface cultivada
experimentalmente, indicando a transmissdo de contaminantes dos
efluentes para a cultura.

BAUMGARTNER et al. (2007) avaliaram o desenvolvimento, a
producao e a qualidade sanitaria da cultura da alface irrigada com aguas
residuarias originadas da suinocultura e da piscicultura. Os tratamentos
avaliados foram: T1 — agua de origem subterrdnea e adubagao
suplementar; T2 — agua residuaria de viveiro de peixes alimentados com
racao; T3 — agua residuaria originaria de lagoa de estabilizacdo de
dejetos de suinos, e T4 — agua de lagoa de cultivo de algas, alimentada
com residuo de biodigestor de dejeto de suino. A carga microbiana dos
tratamentos foi de >2,3 x 10° NMP/100mL de coliformes totais e <1,1 x
10° NMP/100mL de coliformes fecais parao T1; 1,7 x 10° NMP/100mL de
coliformes totais e 5,0 x 102> NMP/100mL de coliformes fecais para o T2;
5,0 x 10* NMP/100mL de coliformes totais e 5,0 x 10* NMP/100mL de
coliformes fecais para o T3; 9,0 x 10* NMP/100mL de coliformes totais e
5,0 x 10* NMP/100mL de coliformes fecais para o T4. Em todos os
tratamentos, ocorreram contaminagdes da alface por coliformes fecais e
totais, sendo mais pronunciada em T3 e T4. Os tratamentos que
apresentaram as maiores concentragdes de micro-organismos produziram
as hortalicas mais contaminadas.

Em estudos com residuos liquidos de origem animal em alface,
deve-se buscar respostas sobre possiveis efeitos positivos desses
residuos para o desenvolvimento das culturas e sobre a seguranga
alimentar da hortalica produzida.

Outra preocupacao se refere aos procedimentos para higienizacao
dessa alface no preparo da alimentagdo. Lavar em agua pura é apenas o
inicio da higienizacdo de alimentos; € uma atividade inacabada, pois, a
higienizagao inclui etapas de limpeza e sanitizacdo das superficies dos

alimentos. A limpeza tem como obijetivo principal a remocgao de residuos



organicos e minerais aderidos as superficies dos alimentos e a
sanitizagdo tem como objetivo eliminar micro-organismos patogénicos e
reduzir o numero de micro-organismos alteradores, que causam
deterioragbes de alimentos, para niveis considerados seguros
(ANDRADE, 2008).

A limpeza é realizada em etapas de pré-lavagem em agua pura,
uso de detergentes e enxague com agua pura, € a sanitizagao pode ser
efetuada pelo uso de substadncias quimicas como, por exemplo,
compostos clorados (ANDRADE, 2008). Portanto, a lavagao de alface em
agua pura nao € considerada sequer como procedimento de limpeza
completo, mas apenas 0 seu primeiro momento e nao pode ser

considerada higienizagao.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Generalidades

Foram conduzidos quatro experimentos com alface, em sistema de
cultivo organico, submetida aos tratamentos com aplicacéo de diferentes
solugdes de urina de vaca, no periodo de novembro de 2011 a novembro
de 2012. Os experimentos foram realizados no IFMG — Campus Sao Joao
Evangelista (IFMG-SJE). O municipio de Sado Jo&o Evangelista localiza-
se no Vale do Rio Doce, mais exatamente no Vale do Rio Suacui, a
18°54’ de latitude sul e 42°76’ de longitude oeste (IBGE, 2013) e altitude
de 680 m (IFMG-SJE, 2013).

Os experimentos foram desenvolvidos em ambiente protegido e em
laboratérios do IFMG-SJE. As analises de solo do local de cultivo e do
esterco usado na adubacao orgéanica foram realizadas no Laboratério de
Andlise de Solos. A alface foi cultivada no Setor de Horticultura. A urina
foi coletada de vacas em lactacdo do plantel do Setor de Bovinocultura.
As anadlises de agua de irrigacéo, urina de vaca, solugdes de urina de
vaca e amostras de alface foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia.

Os experimentos 1 e 2 foram realizados simultaneamente no
periodo de novembro de 2011 a fevereiro de 2012. Os experimentos 3 e 4

foram simultaneos no periodo de agosto a novembro de 2012.
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3.2. Agua de irrigagao

A agua de irrigacao utilizada nos quatro experimentos foi a mesma
utilizada no cotidiano do Setor de Horticultura do IFMG-SJE. E a agua
bruta captada pela Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) do IFMG-SJE
no Rio S&o Nicolau Pequeno. Essa agua, em um determinado ponto dos
tubos de captacao, divide-se em dois trajetos distintos: uma parte segue
para a ETA/IFMG-SJE, para ser tratada e abastecer a comunidade
académica; a outra segue para a irrigagcao das hortaligas cultivadas no
campus.

A irrigacao de alface dos experimentos foi realizada pelo sistema
de microasperséao, e as coletas das amostras de agua foram realizadas
diretamente nos bicos dos aspersores localizados nos ambientes dos
cultivos.

As amostras da agua de irrigagao foram coletadas semanalmente e
conduzidas ao Laboratério de Microbiologia do IFMG-SJE para contagem
de coliformes totais, coliformes termotolerantes e micro-organismos
aerdbios mesodfilos. Em todos os experimentos, a primeira coleta de
amostras de agua foi realizada no inicio do preparo das mudas de alface
e a ultima ocorreu sempre na etapa final de cultivo, exatamente na
semana da colheita das plantas.

As amostras de agua de irrigagcao foram coletadas em frascos de
borossilicato com bocas largas, capacidade de 600 mL, previamente
esterilizados. Todos os procedimentos, desde o campo até o laboratdério,
seguiram as recomendacdes de BRASIL (2009).

As contagens de coliformes totais e coliformes termotolerantes das
amostras de agua de irrigacdo seguiram a metodologia da Fundagao
Nacional de Saude (BRASIL, 2009). As contagens de micro-organismos
aerobios mesdfilos foram realizadas de acordo com as metodologias
descritas por SILVA et al. (2010).
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3.3. Urina de vaca: coleta e analise

A urina foi coletada de vacas em lactagao, do plantel de sanidade
comprovada, do rebanho leiteiro do Setor de Bovinocultura do IFMG-SJE.

Nos experimentos 1 e 2, a coleta da urina ocorreu no dia
19/11/2011, 11 dias antes da primeira aplicacdo. Nos experimentos 3 e 4,
a urina foi coletada no dia 27/07/2012, 49 dias antes da primeira
aplicagao.

A urina foi coletada e armazenada em recipiente de polietileno, de
cor branca leitosa, fechado com tampa de rosca, popularmente chamado
de bombona plastica. Para cada uma das duas coletas realizadas,
utilizou-se bombona nova, adquirida exclusivamente para esse fim. Antes
de seu uso nos experimentos, cada bombona foi submetida a um
procedimento de limpeza para minimizar, ou mesmo eliminar, alguma
possibilidade de contaminagdo da urina, ocasionada pela proépria
bombona, durante o momento da coleta e o periodo de armazenamento.

A limpeza de cada bombona, na véspera da coleta da urina de
vaca, foi realizada com agua tratada, pura, fornecida pela ETA/IFMG-SJE.
A atividade de limpeza consistiu em operacdo muito simples, repetida
diversas vezes em um unico periodo de tempo, com duragao de alguns
minutos: adicao de agua da ETA/IFMG-SJE até cerca de 1/3 da bombona,
fechamento do recipiente com a sua tampa de rosca, vigorosa agitagao
por alguns segundos e, a seguir, 0 seu esvaziamento completo.
Finalizado o procedimento de limpeza, a bombona foi totalmente
preenchida com agua tratada da ETA/IFMG-SJE e mantida cheia e
fechada com sua tampa de rosca até o momento imediatamente anterior
a coleta.

No instante da coleta da urina de vaca, a bombona foi
completamente esvaziada e, nesse momento, uma amostra dessa agua
foi coletada e conduzida ao Laboratério de Microbiologia do IFMG-SJE e
feita a contagem de coliformes totais e coliformes termotolerantes,

segundo a metodologia da Fundagéao Nacional de Saude (BRASIL, 2009)
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e contagem de micro-organismos aerdbios mesofilos de acordo com as
metodologias apresentadas por SILVA et al. (2010), visando, assim, a
verificagao da eficacia do procedimento de limpeza da bombona.

Cada bombona limpa e vazia foi, entdo, utilizada na coleta,
momentos antes do inicio da ordenha da manha. A coleta da urina
ocorreu em um piquete a poucos metros do estabelecimento da ordenha
mecanizada, enquanto as vacas, que ali haviam passado a noite,
levantavam-se e eram conduzidas pelo ordenhador até o estabulo.

As vacas, quando se levantavam, invariavelmente, defecavam e
urinavam em abundancia. No momento em que ficavam de pé, enquanto
urinavam, a bombona era aberta e posicionada de modo a recolher a
urina que jorrava. Nas duas datas de coleta, o procedimento durou alguns
minutos até que cada bombona, com capacidade para 10 L, estivesse
cheia de urina coletada de algumas vacas.

A bombona cheia de urina foi fechada com sua tampa de rosca,
acondicionada dentro de um saco plastico preto e levada ao Laboratério
de Microbiologia onde foi armazenada em local fresco ao abrigo da luz e
utilizada nas aplicacdes e analises.

O plano de trabalho em relagdo as analises microbiolégicas da
urina de vaca, inicialmente limitava-se a contagem de micro-organismos
aerobios mesofilos com a finalidade de verificagdo da presenca de
microbios na urina de vaca para, entdo, reconhecé-la como fonte de
contaminagao microbiana para as hortalicas. Contudo, no instante da
coleta da urina, diante da explicita fecalizagdo das vulvas pelas proprias
vacas, a realizacdo das contagens dos coliformes tornou-se algo
absolutamente necessario.

A partir da coleta, portanto, a urina de vaca, pura, dos quatro
experimentos foi semanalmente analisada no Laboratério de Microbiologia
do IFMG-SJE. As contagens de coliformes totais e coliformes
termotolerantes das amostras de urina seguiram a metodologia da

Fundagao Nacional de Saude (BRASIL, 2009). As contagens de aerdbios
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mesdfilos foram realizadas de acordo com as metodologias apresentadas
por SILVA et al. (2010).
Nos experimentos 1 e 2, as analises microbiolégicas da urina

foram realizadas em dez ocasides diferentes, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Datas de realizagdo das analises microbiologicas da urina de
vaca, pura, empregada no preparo das solugdes para pulverizagdes dos
experimentos 1 e 2.

Amostra Data Ocasiao

1 19/11/2011 Dia da coleta da urina de vaca

2 23/11/2011 Uma semana antes da 12 aplicacdo em alface
3 30/11/2011 No dia da 12 aplicagao

4 07/12/2011 No dia da 22 aplicacéo

5 14/12/2011 No dia da 32 aplicagao

6 21/12/2011 No dia da 42 aplicacao

7 28/12/2011 No dia da 5 aplicagao

8 04/01/2012 Uma semana apos o fim das aplicagdes
9 11/01/2012 Duas semanas ap6s o fim das aplicagdes
10 18/01/2012 Trés semanas apos o fim das aplicagdes

As trés dultimas andlises microbiolégicas da urina de vaca,
realizadas apds a Uultima pulverizagdo dos experimentos, visaram a
verificagdo do momento em que as taxas microbianas da urina
armazenada estivessem reduzidas ou mesmo zeradas, pois, durante as
semanas de aplicagbes, observou-se tendéncia de queda da taxa
microbiana dessa urina e, assim, fez-se necessario verificar que valor
essa queda atingiria.

Nos experimentos 3 e 4, as analises microbiolégicas da urina pura
foram realizadas em doze momentos. Sete analises anteriores ao inicio
dos preparos e aplicacdes das solugdes de urina, e cinco analises durante
as semanas das aplica¢gdes, conforme Tabela 2.

Com base nos experimentos 1 e 2, em que houve queda da taxa
microbiana com o tempo de armazenamento, a coleta da urina de vaca
para os experimentos 3 e 4 foi realizada sete semanas antes da primeira

aplicacao para utilizar-se uma urina com menor taxa microbiana.
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Esse foi, de fato, um ponto a se ressaltar, pois, com base em
resultados de analises microbioldgicas dos experimentos 1 e 2, houve a
definicdo do momento ideal para a coleta, preparo e aplicagdo das
solugdes nos experimentos 3 e 4, de modo a se dispor da urina de vaca

que nao levasse microbios até a alface.

Tabela 2. Datas de realizagdo das analises microbiologicas da urina de
vaca, pura, empregada no preparo das solugdes para pulverizagdes dos
experimentos 3 e 4.

Amostra Data Ocasiao

1 27/07/2012 Dia da coleta da urina de vaca
03/08/2012 Seis semanas antes da 12 aplicacao

3 10/08/2012 Cinco semanas antes da 12 aplicagao

4 17/08/2012 Quatro semanas antes da 12 aplicagao

5 24/08/2012 Trés semanas antes da 12 aplicagao

6 31/08/2012 Duas semanas antes da 1?2 aplicacéo

7 07/09/2012 Uma semana antes da 12 aplicagao

8 14/09/2012 No dia da 12 aplicagao

9 21/09/2012 No dia da 22 aplicacao

10 28/09/2012 No dia da 32 aplicacéo
11 05/10/2012 No dia da 42 aplicacao
12 12/10/2012 No dia da 52 aplicagao

3.4. Preparo e aplicacao das solugdoes de urina de vaca nos

experimentos

A urina de vaca armazenada, analisada semanalmente, foi utilizada
no preparo das solugdes, com diferentes concentragdes, para aplicagdes
em alface dos quatro experimentos.

As solugdes foram preparadas por meio da diluicdo de quantidades
determinadas da urina de vaca, armazenada na bombona, em agua de
irrigacdo das hortalicas (item 3.2) a fim de se obter a concentracao
determinada.

Nos experimentos 1 e 2 foram preparadas e aplicadas solucdes de
urina de vaca nas concentragdes de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0%. Nos
experimentos 3 e 4 foram preparadas e aplicadas solugdes nas

concentracdes de 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0%. Nos quatro experimentos a
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solugdo na concentragdo de 0% (testemunha) correspondeu a aplicagao
de apenas agua de irrigagao.

Foi aplicado o volume total de 60 mL/planta de cada solugdo de
urina de vaca, segundo metodologia de OLIVEIRA (2007). Essa dose de
60 mL/planta foi dividida em cinco aplicagbes, uma por semana, iniciando
uma semana apos o transplante das mudas. Nessas aplicacbes foram
pulverizados, respectivamente, 5, 5, 10, 20 e 20 mL de solugao/planta.

Nas aplicagbes das solugdes foi empregado um pulverizador lateral
de alta pressao, capacidade util de 5 L, com pressdao maxima de trabalho
de até 200 Ibf/pol®.

Cada solucgao foi preparada no momento da aplicagao, diretamente
no recipiente do pulverizador. As doses de urina de vaca foram pipetadas
e as quantidades de agua foram medidas com o auxilio de proveta. As
vidrarias esterilizadas foram levadas do laboratério para o campo com a
finalidade de permitir as medi¢des precisas. As aplicacbes sempre foram
realizadas ordenadamente a partir da solugédo de menor para a solugao
de maior concentragao de urina de vaca.

Quando a aplicacdo foi via foliar, utilizou-se o pulverizador
cuidadosamente, evitando-se o escorrimento das solugdes das folhas
para o solo. Além disso, no momento da aplicacdo via foliar foram
utilizadas folhas de papeldao para isolar as plantas que receberam
solugdes de diferentes concentragdes, protegendo-as e evitando deriva
das solugdes. Na aplicacédo via solo, a solugao foi vertida ao redor das
plantas, sem entrar em contado com a sua parte aérea.

Nos dias das aplicacbes de solugdes de urina de vaca, foram
coletadas amostras das solucdes preparadas para realizacdo de analises
microbiolégicas no Laboratério de Microbiologia do IFMG-SJE. As
contagens de coliformes totais e coliformes termotolerantes das amostras
das solugdes com diferentes concentragdes de urina de vaca seguiram a
metodologia da Fundagdo Nacional de Saude (BRASIL, 2009). As
contagens de micro-organismos aerobios mesofilos foram realizadas de

acordo com as metodologias apresentadas por SILVA et al. (2010).
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3.5. Cultivo da alface

O cultivo de alface dos quatro experimentos foi realizado em
ambiente protegido no Setor de Horticultura do IFMG-SJE.

As mudas foram produzidas em bandejas de poliestireno
expandido de 200 células mantidas em ambiente protegido. As bandejas
foram preenchidas com substrato preparado com uma mistura de terra
dos canteiros de cultivo e esterco bovino curtido, na proporgao de 1:1
(v:v). O substrato, antes de sua utilizagdo, foi submetido a sete dias de
solarizagcao debaixo de lona plastica transparente conforme OLIVEIRA
(2007).

Na semeadura utilizou-se duas sementes/célula e, no 12° dia apos
a semeadura, realizou-se o desbaste deixando-se apenas uma
plantula/célula. O transplante das mudas para os canteiros de cultivo
ocorreu 25 dias depois da semeadura quando elas apresentavam cerca
de quatro folhas definitivas.

O ambiente protegido (casa de vegetagao) tinha 20,0 x 12,0 m, pé-
direito de 2,5 m e altura do vao central de 3,0 m, sendo coberta com filme
agricola de 150 micra e protegido nas laterais com sombrite 50%.

O solo da area de cultivo tem a composicao indicada pela analise
quimica apresentada na Tabela 3.

Cinco dias antes do transplante das mudas, procedeu-se a
adubacao de plantio, utilizando-se apenas esterco bovino curtido na
quantidade equivalente a 31,6 t ha’', em massa seca, cuja analise

quimica € apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados das analises de amostras do solo da area de cultivo
antes da adubacdo organica e do esterco bovino curtido utilizado na
adubacao de plantio da alface. Laboratério de Analise de Solos, Registro
n° 41, IFMG-SJE.

Caracteristica Unidade Solo Esterco
pH H,O 6,74 8,43
P mg/dm?® 298,7 650,8
K mg/dm° 220 2240
Ca** cmoly/dm? 5,50 6,70
Mgz" cmoly/dm? 1,00 4,40
Al cmoly/dm? 0,00 0,00
H + Al cmoly/dm? 1,30 0,51
SB cmoly/dm? 7,06 16,83
) cmole/dm?® 7,06 16,83
(

T) cmol,/dm?® 8,36 17,34
(

Vv % 84,4 97,1
m % 0,00 0,00
MO dag/Kg 2,26 9,15
P-rem mg/L 39,4 34,3

pH em agua, KCl e CaCl, — Relagdo 1:2,5; P — Na — K- Fe — Zn — Mn — Cu — Extrator
Mehlich 1; Ca — Mg — Al — Extrator: KCI 1N; H + Al — Extrator: SMP; B — Extrator agua
quente; S — Extrator — Fosfato monocalcico em acido acético; SB= Soma de Bases
Trocaveis; CTC (t) — Capacidade de Troca Catidnica Efetiva; CTC (T) — Capacidade de
Troca Catibnica a pH 7,0; V= indice de Saturagéo de Bases; m= Indice de Saturagéo
de Aluminio; ISNa= indice de Saturagdo de Sédio; Mat. Org. (MO) — Oxidagao:
Na,Cr,0O7 4N + H,SO, 10N; P-rem= Fésforo Remanescente.

Nos experimentos 1 e 2 foi utilizada a cultivar Regina 2000; no
experimento 3 foi utilizada a cultivar Regina 500 e no experimento 4
utilizou-se a cultivar Baba de Verao.

Os experimentos 1 e 2 foram constituidos de cinco tratamentos,
correspondentes as concentragdes das solugdes com urina de vaca 0,0;
0,5; 1,0; 2,0 e 4,0%. No experimento 1, a aplicagao das solugdes de urina
foi via foliar e no experimento 2 foi via solo. Ambos foram conduzidos no
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetigdes.

Os experimentos 3 e 4 foram constituidos de cinco tratamentos,
correspondentes as solugdes nas concentragdes 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e
10,0%. Em ambos experimentos, a aplicacdo das solugdes foi via foliar
sendo que no experimento 3 foi utilizada alface Regina 500 (aberta ou

folhas soltas), e no experimento 4 a alface Baba de Verao (fechada ou de
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cabeca). Ambos experimentos foram conduzidos no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

Foram preparados, e utilizados para os cultivos, canteiros com
dimensdes de 17,5 x 1,0 x 0,30 m (comprimento x largura x altura).

A unidade experimental para os quatro experimentos foi constituida
por quatro fileiras longitudinais de 1,75 m de comprimento, com plantas
no espagamento de 0,25 x 0,25 m, totalizando 28 plantas. Foram
consideradas como uteis, as seis plantas centrais das duas fileiras

centrais, conforme esquema abaixo (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da unidade experimental constituida por 28 plantas. As seis
plantas centrais das duas fileiras centrais corresponderam a area util para a
coleta de amostras.

A irrigacéao foi realizada diariamente por aspersao. Entretanto, nos
dias das pulverizagdes, apds a aplicagao das solugdes de urina de vaca,
as alfaces ficaram o intervalo de cerca de 42 horas sem irrigagcéo. Esse
periodo sem irrigacdo incluia o resto do dia pds-pulverizagdo, todo o dia
seguinte e até o meio-dia do segundo dia apds a aplicagao.
Semanalmente, foi realizada a retirada manual das plantas espontaneas.

A colheita foi realizada aos 46 dias apés o transplante das mudas,
quando as plantas estavam no ponto de colheita comercial. As amostras
de alface foram submetidas a avaliacbes de algumas caracteristicas e a

analises microbioldgicas.
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3.6. Caracteristicas avaliadas nas plantas

Em trés plantas colhidas aleatoriamente na area util de cada
unidade experimental, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
numero de folhas por planta (NFP); massa de matéria fresca de folhas
(MFF); comprimento de caule (CC); massa de matéria fresca de caule
(MFC) e massa de matéria fresca de cabeca (MFCA).

O NFP foi obtido por meio da contagem de todas as folhas
presentes na cabeca com tamanho minimo de 5 cm de comprimento. A
MFF foi obtida por pesagem das folhas da cabega sem o caule, apds a
colheita. O CC foi o correspondente a medida da porcédo de caule
presente na cabega comercial, expressa em cm. A MFC foi obtida por
meio da pesagem do caule presente na cabega, sem as folhas,
imediatamente apos a colheita. A MFCA foi obtida pela soma dos valores

de MFF mais MFC, expressa em g/planta.

3.7. Analises microbiolégicas de alface nao lavada

Para a realizacdo das analises microbiolégicas, foram colhidas
aleatoriamente trés plantas na area util de cada unidade experimental e
conduzidas devidamente acondicionadas ao Laboratério de Microbiologia
do IFMG-SJE, onde foram processadas as amostras.

Foram realizadas contagens de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e micro-organismos aerdbios mesofilos de acordo com as
metodologias indicadas por SILVA et al. (2010).
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3.7.1. Analises microbiolégicas de alface lavada apenas em agua

pura tratada

Amostras de alface dos quatro experimentos foram lavadas em
agua pura da ETA/IFMG-SJE e, a seguir, submetidas as analises para
contagens de coliformes totais, coliformes termotolerantes e micro-
organismos aerobios mesdfilos, segundo as metodologias indicadas por
SILVA et al. (2010).

As analises de alface dos quatro experimentos lavadas apenas em
agua pura visaram indicar se tal pratica €, ou n&o é, suficiente para a
eliminagao dos riscos microbiolégicos na hortalica.

A decisao de se incluir a analise de alface lavada apenas em agua
pura fundamentou-se na pressuposicdo de que nos domicilios e em
certos estabelecimentos que comercializam refeicbes prontas as
hortalicas ndo sdo adequadamente higienizadas.

Para a verificagdo da pertinéncia do pressuposto de que a alface
nao recebe um tratamento higiénico adequado, foi realizada uma
pesquisa em Sao Jodo Evangelista, Minas Gerais, em outubro de 2011,
sobre como a populagao higieniza a hortalica em seus domicilios e nos
estabelecimentos de comercializacdo de refeicbes prontas, tais como
lanchonetes e restaurantes. Cada entrevistado respondeu livremente a

uma unica pergunta que lhe foi feita: “— Como vocé higieniza a alface
antes de prepara-la para o consumo?”

De acordo com o Censo Demografico 2010, a populagao urbana de
Sao Joao Evangelista, Minas Gerais, era formada por 10.108 moradores
(IBGE, 2013). A pesquisa abrangeu 288 entrevistados nos 12 bairros de
toda a zona urbana de S&o Jodo Evangelista, MG. Em cada bairro foram
realizadas 24 entrevistas. Desse modo, a pesquisa visou identificar a
atitude higiénica, em relagdo a alface, de uma amostra de 2,85% da

populacao equidistantemente distribuida por toda a extensao da cidade.
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3.8. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Para o
fator qualitativo (vias de aplicacdo das solugbes de urina de vaca), os
dados dos experimentos 1 e 2 foram submetidos a analise conjunta e
teste F a 5% de probabilidade. Os dados microbioldgicos de alface nao
lavada e de alface lavada em &agua tratada pura, dos 4 experimentos,
também foram submetidos a andlise conjunta e teste F a 5% de
probabilidade. Para o fator quantitativo (concentracdo das solugbes de
urina de vaca), procedeu-se a analise de regresséo, utilizando-se o teste
t, adotando-se os niveis de 1% e 5% de probabilidade, no coeficiente de

determinagdo R? e no fendmeno bioldgico em estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Qualidade da agua de irrigagao
As analises laboratoriais revelaram a presenca de populagao
microbiana na agua de irrigacédo da alface nos experimentos 1 e 2 (Tabela

4) e 3 e 4 (Tabela 5).

Tabela 4. Resultados das analises microbiologicas da agua de irrigagéo
utilizada nos experimentos 1 e 2.

Amostra/ Coliformes Coliformes Aerobios
Data Totais Termotolerantes Mesofilos
(NMP/100mL)  (NMP/100mL) (UFC/mL)

12 (02/11/2011) 1,6 x 10° 9,4 x 10 7,9 x 10
22 (09/11/2011) 1,6 x 10° 7,9x 10’ 3,6 x 10*
32 (16/11/2011) 4,3 x 10? 3,3x 10’ 2,48 x 10*
42 (23/11/2011) 2,2 x 10° 2,1x10° 43x10°
52 (30/11/2011) 1,3 x 102 2,2x 10’ 1,99 x 10*
62 (07/12/2011) 1,6 x 10° 1,1 x 10’ 9,5x 10*
72 (14/12/2011) 1,6 x 10° 1,4 x 10’ 6,4 x 10*
82 (21/12/2011) >1,6 x 10° 1,1 x 10? 5,1 x10*
92 (28/12/2011) >1,6 x 10° 1,7 x 10° 6,3 x 10*

SOUTO (2005) avaliou as condi¢cdes sanitarias da agua de
irrigacao e das alfaces produzidas no municipio de Lagoa Seca, Paraiba.
A autora registrou a presenga de coliformes, em agua de irrigagao
utilizada na hortalica, nas contagens de coliformes totais que variaram de
3,30 x 10* a 2,40 x 10° UFC/100mL; contagens de coliformes fecais de
7,75 x 10° a 1,53 x 10° UFC/100mL, e contagens de mesdfilos totais de
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1,76 X 10" a 9,48 x 108 UFC/100mL. Todos esses valores indicados foram

superiores aos encontrados no presente trabalho (Tabelas 4 e 5).

Tabela 5. Resultados das analises microbioldgicas da agua de irrigagao
utilizada nos experimentos 3 e 4.

Amostra/ Coliformes Coliformes Aerodbios
Data Totais Termotolerantes Mesofilos
(NMP/100mL)  (NMP/100mL) (UFC/mL)

12 (17/08/2012) 9,2 x 107 1,7 x 10" 5,3 x 10°
22 (24/08/2012) >1,6 x 10° 3,1 x 10’ 7,1 x 10*
32 (31/08/2012) >1,6 x 10° 2,2x 10’ 3,9x10*
42 (07/09/2012) >1,6 x 10° 3,9x 10’ 1,82 x 10*
52 (14/09/2012) 5,4 x 10° 1,5 x 10’ 9,0 x 10*
62 (21/09/2012) >1,6 x 10° 7,0 x 10 7,8 x 10*
72 (28/09/2012) >1,6 x 10° 1,3 x 10? 1,24 x 10*
82 (05/10/2012) >1,6 x 10° 9,4 x 10’ 2,17 x 10°
92 (12/10/2012) 1,6 x 10° 4,9x10' 8,8 x 10*

De acordo com SOUTO (2005), os valores médios de coliformes
totais e fecais em aguas de irrigacdo nas propriedades estudadas,
evidenciaram que as condi¢ées do manejo do sistema agricola adotados
pelos produtores ndo sdo adequados ao uso em culturas cujo produto é
consumido in natura. A autora considerou os valores das contagens
microbianas da agua de irrigacao elevados e preocupantes, pois, a
contaminagao foi transmitida da agua para a alface.

Em avaliagdo microbiolégica de agua de irrigacdo de alface,
ARBOS et al. (2010), verificaram contagens de <3 a 2,4 x 10° NMP/g
coliforme total; <3 a 2,4 x 10° NMP/g coliforme fecal; 3 x 10% a 4,1 x 10*
UFC/g de mesdfilos aerdbios. Segundo esses autores, a alface é a
hortalica folhosa de maior preferéncia entre os consumidores no Brasil
devido ao seu baixo valor caldrico, o que a qualifica a diversas dietas,
basicamente no que se refere a elevacdo no consumo de hortalicas in
natura. Contudo, o consumo de hortalicas cruas contribui como
importante meio de transmissao de varias enfermidades intestinais.

Os resultados obtidos por ARBOS et al. (2010) na avaliagao

microbiolégica de alface indicaram que 94% das amostras apresentaram
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indices inaceitaveis de contaminagdao por coliformes totais, 88% por
coliformes termotolerantes e que os valores encontrados para bactérias
aerdbias mesdfilas variaram de 1,4 x 10% a 1,6 x 10° UFC/mL. Os altos
indices de contaminacao fecal encontrados em alface indicaram que as
amostras de agua utilizadas na irrigagado estavam em condigdes higiénico-
sanitarias insatisfatérias, com a possibilidade de serem veiculadoras de
contaminagao por micro-organismos patogénicos. Essa argumentacao
deve ser destacada, pois os autores apontaram a contaminagdo da
hortalica como decorréncia direta da contaminagao da agua de irrigagao.

A qualidade sanitaria da alface irrigada com agua de reuso foi
comparada com amostras comercializadas em trabalho de VARALLO et
al. (2011). A agua de reuso analisada pelos autores, proveniente de
cozinha e banheiros do local do experimento de campo, era captada de
um sistema fossa-filtro composto de um tanque séptico seguido de um
filtro anaerdbio. Conforme os autores, a agua foi submetida a algum
procedimento de redugcdo de carga microbiana contaminante, mas, nem
por isso, ficou livre de micrébios. No caso das alfaces comercializadas
pelo produtor rural a agua de irrigacdo analisada pelos autores era
retirada de afloramento do lencol freatico. Os valores médios verificados
na agua de irrigagdo do produtor rural foram 2,1 x 10" NMP/100mL em
ambos os grupos de coliformes; e, na agua de reuso, foi 9,0 x 10*
NMP/100mL de coliformes totais e 5,0 x 10> NMP/100mL de coliformes a
45°C.

Previsivelmente, nas alfaces dos experimentos de VARALLO et al.
(2011) irrigadas com as aguas de reuso e naquelas irrigadas com a agua
do produtor rural, as taxas microbianas foram consideraveis. As
contagens de coliformes totais passaram de 1,1 x 10° NMP/g e as
contagens de coliformes a 45°C alcangaram 4,3 x 10" NMP/g.

Desse modo, os autores reforcaram a ideia de que agua de
irrigacdo contaminada por micrébios resulta em alface contaminada.
Contudo, um ponto a ser mais destacado no trabalho de VARALLO et al.

(2011), foi a inclusdo, como testemunha, no cultivo experimental, de
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alfaces irrigadas com agua de abastecimento local, em que nao
ocorreram contaminagdes importantes por coliformes totais e
termotolerantes. Nesse caso, os autores concluiram que alface irrigada
com agua livre de micrébios ficou livre de contaminagao importante, pois
a contaminacado da alface € diretamente determinada pela qualidade
microbioldgica da agua de irrigagao.

A agua de irrigacao é a grande fonte de contaminagao da alface.
Os resultados das contagens microbianas apresentados nas Tabelas 4 e
5 confirmaram esse fato ao revelarem presenca microbiana consideravel
e constante, durante semanas seguidas, na agua de irrigacdo. A presenca
de coliformes totais sempre esteve na ordem de 10% a 10* por 100 mL; os
termotolerantes, entre 10" e 10° por 100 mL; e os micro-organismos
aerobios meséfilos, entre 10° e 10° por 1mL.

A alface dos quatro experimentos foi exposta diariamente, durante
algumas semanas, aos microbios transmitidos pela agua de irrigagao.
Quando considerados em conjunto, trés fatores podem potencializar a
capacidade contaminante da agua de irrigagdo: a carga microbiana, o
volume aplicado diariamente e os dias seguidos dessa aplicagao.
Dificilmente havera outro meio de contaminagdo microbiolégica da alface
que supere ou sequer se iguale ao da agua de irrigagao.

Por tudo isso, ndo se deve subestimar a decisiva contribuicdo da
agua de irrigacao para a definicdo da microbiota da superficie de alface e

também por sua contaminagao microbioldgica.
4.2. Contaminantes nos recipientes

Os resultados das analises microbiolégicas das amostras de agua
tratada usada no preenchimento das bombonas, desde o procedimento

de limpeza na véspera até o instante imediatamente anterior a coleta da

urina de vaca, sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados das analises microbiolégicas da agua tratada da
ETA/IFMG-SJE usada no preenchimento da bombona limpa.

Amostra/ Coliformes Coliformes Aeroébios
Data Totais Termotolerantes Mesofilos
(NMP/100mL) (NMP/100mL) (UFC/mL)
12 (19/11/2011) <2 <2 0
22 (27/07/2012) <2 <2 0

Os resultados indicaram que as bombonas novas, apds os
procedimentos de limpeza, tornaram-se livres de cargas microbianas
contaminantes. A indicagdo de <2 NMP de coliformes totais e de
coliformes termotolerantes por 100mL de agua pode ser considerada a
expressao da auséncia desses microbios nas amostras analisadas, pois,
de acordo com BRASIL (2009), esse resultado € possivel quando nao ha
crescimento desses microbios nos meios empregados para a sua
verificagdo e contagem. Os resultados da Tabela 6 permitem, portanto, o
entendimento de que se algum micrébio for verificado na urina de vaca

armazenada podera ter qualquer origem exceto a propria bombona.

4.3. Contaminantes na urina de vaca

Os resultados das analises da urina de vaca pura, usada para o
preparo das solugdes aplicadas nos quatro experimentos, que foi
permanentemente mantida em recipiente hermeticamente fechado e
protegida da luz, encontram-se nas Figuras 2, 3,4 e 5.

A coleta da urina de vaca utilizada no preparo das solucdes
aplicadas nos experimentos 1 e 2 ocorreu 11 dias antes da primeira
aplicacao. Pode-se verificar que, no dia da coleta (19/11/2011), a urina de
vaca pura apresentou determinada taxa microbiana que aumentou com o
transcorrer do periodo de armazenamento, atingindo estabilidade e, a
partir da 5% semana, a taxa de contaminantes caiu abruptamente até

valores zero ou proximos de zero (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Coliformes totais (¢) e coliformes termotolerantes (m) presentes na

urina de vaca pura (NMP/100 mL) utilizada no preparo das solugdes aplicadas
nos experimentos 1 e 2.
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Figura 3. Micro-organismos aerébios meséfilos (¢) presentes na urina de vaca

pura (UFC/mL) utilizada no preparo de solugdes aplicadas nos experimentos 1 e
2.

A primeira analise microbiologica da urina de vaca pura, no dia da
coleta, indicou baixa presenga microbiana, ou seja: 7,9 x 10" coliformes
totais/100mL e 2,0 x 10° coliformes termotolerantes/100 mL (Figura 2); e
9,5 x 10? micro-organismos aerdbios mesofilos/mL (Figura 3). A partir da

12 analise, foi constatado o aumento progressivo da carga microbiana da
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urina hermeticamente armazenada na bombona plastica, alcangando, na
52 analise, valores de >1,6 x 10> NMP/100mL de coliformes totais; 1,8 x
102 NMP/100mL coliformes termotolerantes; e 3,9 x 10’ UFC/mL micro-
organismos aerdbios mesofilos. A partir da 5% semana, houve queda
brusca, alcancando, na 92 semana de armazenamento, valores de <2,0 x
10° NMP/100mL de coliformes totais; <2,0 x 10° NMP/100mL de
coliformes termotolerantes; e 0,0 x 10° UFC/mL de micro-organismos
aerobios mesdfilos. Esses valores permaneceram na 10? semana e sao
considerados auséncia de micrébios, de acordo com BRASIL (2009).

Segundo NELSON & COX (2011), a maior parte dos animais
terrestres é ureotélica e excreta o nitrogénio aminico na forma de ureia. A
producao de ureia ocorre quase que exclusivamente no figado, sendo o
destino da maior parte da amoénia canalizada para esse 6rgéo. A ureia
passa para a circulagdo sanguinea e chega aos rins, sendo excretada na
urina.

Além da ureia, € eliminado diariamente na urina, agua, sodio,
calcio, fésforo, acido urico e inumeros outros produtos do catabolismo do
organismo. O trabalho metabdlico aproveita o que serve para o organismo
e rejeita o que néo deve ser assimilado (produto catabdlico) e envia ao
rim para ser eliminado por ser desnecessario (RIELLA, 2003).

Os micrébios presentes na urina de vaca pura, armazenada nas
bombonas, utilizaram as moléculas e ions presentes na urina para
obterem energia e precursores moleculares para o seu crescimento e
reprodugcdo. Desse modo, a populagdo inicial de micrébios encontrou
alimentos na urina de vaca armazenada e passou por um periodo de
expansao até que os nutrientes da urina se tornassem escassos e
houvesse estabilizacdo da populagdo microbiana. A seguir, apos o
consumo dos nutrientes, os microbios entraram em um processo coletivo
de fome e morte que resultou em urina livre de contaminantes.

Nos experimentos 1 e 2, sem o conhecimento do padrdo de
desenvolvimento dos microbios na urina armazenada, o preparo das

solugbes e a aplicagdo foi realizada a partir dos 11 dias de
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armazenamento da urina. Portanto, nos momentos em que a urina
apresentava taxas elevadas de contaminantes, ou seja, do dia 30/11/2011
até o dia 28/12/2011 (Figuras 2 e 3). Essa decisao foi baseada no
trabalho de OLIVEIRA (2007) que empregou, em seus tratamentos, a
urina de vaca armazenada a partir do décimo dia de coleta.

A observacdo do padrdo de crescimento dos micro-organismos
avaliados na wurina armazenada em bombona, e utlizada nos
experimentos 1 e 2, foi de fundamental importancia para definicdo da data
de coleta e periodo de armazenamento antes da aplicacdo das solugdes
de urina de vaca nos experimentos 3 e 4.

Portanto, a partir de observagdes dos experimentos 1 e 2, com o
conhecimento de que a partir da 72 semana de coleta e armazenamento
em bombona fechada a urina apresentava taxas microbianas tendendo ao
zero, realizou-se a coleta da urina destinada aos experimentos 3 e 4 aos
49 dias antes da primeira aplicagao das solugdes de urina em alface, com
0 objetivo de se aplicar solugbes com baixa carga microbiana ou mesmo
livre de contaminacéo.

Na anadlise da urina armazenada em bombona destinada a
aplicagado nos experimentos 3 e 4 (Figuras 4 e 5), observou-se 0 mesmo
padrao de desenvolvimento dos micro-organismos observado na urina de
vaca armazenada na bombona plastica utilizada nos experimentos 1 e 2.

Logo, o objetivo de se utilizar urina com baixa carga microbiana
nos experimentos 3 e 4 foi alcangcado, pois nos momentos do preparo e
aplicacao das solugdes de urina de vaca em alface, do dia 14/09/2012 ao
dia 12/10/2012, as contagens de coliformes totais e coliformes
termotolerantes da urina armazenada ja estavam estabilizadas em <2,0 x
10° NMP/100mL, conforme indicagdo da 82 andlise em diante, e a
contagem de micro-organismos aerdbios mesdfilos que foi de 3,0 x 10°
UFC/mL na 82 analise, estabilizou-se em 0,0 x 10° UFC/mL a partir da 92

analise (Figuras 4 e 5).
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Figura 5. Micro-organismos aerébios mesoéfilos (¢) presentes na urina de vaca

pura (UFC/mL) utilizada no preparo de solugdes aplicadas nos experimentos 3 e
4,

Finalmente, no presente trabalho, as analises revelaram que a
urina com maior periodo de armazenamento pés-coleta apresentou

menores taxas microbiolégicas do que a urina mais nova (Figuras 2 a 5).
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Essa informacao indica a possibilidade de preparo e aplicagdo, em alface,

de solucdes de urina de vaca livre de micrébios.

4.4. Contaminantes nas solugoées de urina de vaca

4.4.1. Contaminantes nas solugdes de urina de vaca utilizadas nos

experimentos 1 e 2

Os resultados das analises microbiolégicas realizadas nas
solugdes aplicadas na alface, nos experimentos 1 e 2, nas respectivas
datas de aplicagdo, revelaram a presenga microbiana em todas as

concentragdes preparadas (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados das analises microbiolégicas para Coliformes
Totais, Coliformes Termotolerantes e Aerdbios Mesdfilos em solugdes de
urina de vaca nas concentracées de 0,0 (testemunha), 0,5, 1,0, 2,0 e
4,0%, nas respectivas datas de aplicagdo nas plantas de alface dos
experimentos 1 e 2.

Avaliagao/ Concentragao de urina v/v (%)

Data 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0

Coliformes Totais (NMP/100 mL)

12 (30/11/2011) 1,3x10°  2,1x10° 1,4x10° 15x10° 2,1x10°
22 (07/12/2011) 16x10°  >16x10° >16x10° >16x10° >16x10°
32 (14/12/2011) 16x10°  >16x10° >16x10° >16x10° >16x10°
42 (21/12/2011) >1,6x10° >16x10° >16x10° >16x10° >16x10°
5° (28/12/2011) >1,6x10° >16x10° >16x10° 16x10° 1,6x10°

Coliformes Termotolerantes (NMP/100 mL)

12 (30/11/2011) 2,2x 10’ 2,5x10' 21x10"  22x10" 24x10'
22 (07/12/2011) 1,1x 10’ 1,7 x 10 1,3 x 10’ 1,4x10"  1,5x10
32 (14/12/2011) 1,4 x 10 2,2x 10" 1,7 x 10 1,7x10"  2,0x10’
42 (21/12/2011) 1,1 x 10° 1,1 x 10° 1,1x10° 94x10" 94x10
5 (28/12/2011) 1,7 x 10° 1,7 x 10° 1,8x10°  1,7x10° 1,5x10°

Aerébios Mesoéfilos (UFC/mL)

12 (30/11/2011) 1,99 x 10°  3,2x10° 79x10°  1,39x10° 2,59x 10°
22 (07/12/2011) 95x10*  83x10° 242x10° 38x10° 6,8x10°
32 (14/12/2011) 6,4x10"° 201x10° 45x10° 84x10° 1,62x10°
42 (21/12/2011) 51x10°  221x10° 84x10* 1,17x10° 1,84x10°
5 (28/12/2011) 6,3x 10"  9,3x10* 6,8x10*  74x10* 84x10*
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A solugédo de concentracdo 0% de urina de vaca (testemunha) foi
apenas a agua de irrigacéo, ou seja, a agua bruta do setor de Horticultura
do IFMG-SJE, também utilizada para o preparo de todas as solugdes
aplicadas. Portanto, os resultados das analises da 12 a 52 avaliagao das
solugdes a 0% (Tabela 7) s&o, respectivamente, os mesmos valores das
analises da 5% a 92 avaliagao da agua de irrigagao, que estao na Tabela 4,
e demonstram contaminacao.

Nas cargas microbianas contaminantes das solugdes de urina de
vaca nas concentracdes de 0,5%, 1%, 2% e 4% (Tabela 7), os valores de
coliformes totais e coliformes termotolerantes foram muito proximos dos
valores da testemunha nesses dois grupos microbianos (Figuras 6 e 7),
indicando que as contaminagdes por coliformes das solugdes de urina de

vaca originaram-se quase totalmente da agua utilizada em seus preparos.
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Figura 6. Contagem de coliformes totais (NMP/100mL) presentes nas solugbes
de urina de vaca nas concentracdes de 0% (testemunha) (¢), 0,5% (m), 1% (4),
2% (x) e 4% (x), aplicadas em plantas de alface nos experimentos 1 e 2.
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Figura 7. Contagem de coliformes termotolerantes (NMP/100mL) presentes nas
solugdes de urina de vaca nas concentracdes de 0% (testemunha) (¢), 0,5% (m),

1% (A), 2% (x) e 4% (), aplicadas em plantas de alface nos experimentos 1 e
2.

Entretanto, nas contagens de micro-organismos aerdbios mesofilos
nas solugdes a 0,5%, 1%, 2% e 4%, os valores foram superiores aos da

testemunha (Tabela 7), especialmente da primeira a terceira aplicagdes
(Figura 8).
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Figura 8. Contagem de micro-organismos aerébios mesodfilos (UFC/mL)
presentes nas solu¢gdes de urina de vaca nas concentracbes de 0%
(testemunha) (¢), 0,5% (m), 1% (4), 2% (x) e 4% (), aplicadas em plantas de
alface nos experimentos 1 e 2.
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Nesse caso, deve-se considerar a influéncia dos valores de
aerdbios mesofilicos da urina de vaca utilizada no preparo das solugdes
(Figura 3), com destaque aos altos valores da 42 analise, em 07/12/2011
(1,48 x 10’"UFC/mL), e 52 analise, em 14/12/2011 (3,9 x 10’"UFC/mL).

Apesar do baixo teor de urina das solugdes (0,5% a 4,0%), as
cargas elevadas de microbios presentes na urina de vaca nesse periodo
de tempo de armazenamento determinaram a maior carga de aerobios
mesofilos nessas solugdes, em relagado a testemunha. Todavia, a taxa de
aerobios mesoéfilos na agua utilizada no preparo dessas solugdes, com
contagens sempre no nivel de 10* UFC/mL nas ocasides de preparo e
aplicacao das solugdes (Tabelas 4 e 7), contribuiu fortemente, por causa
da alta contaminagdo microbiolégica, para que as solug¢des 0,5% a 4%
tivessem contaminagdes entre 10* e 10°UFC/mL.

Em relacdo a urina de vaca, a sua efetiva contribuicdo
contaminante nas solugbes preparadas e aplicadas nao deve ser
superestimada. Visando a compreensao do real significado de
contaminagdo microbiolégica pela urina de vaca, na forma como foi
empregada nos experimentos 1 e 2, deve-se ressaltar que, devido a sua
diluicdo em agua de irrigagdo no preparo das solugdes, as quantidades de
urina de fato aplicadas foram pequenas. Assim, na concentracao de 0,5%,
na 12 e 22 aplicagdes, a quantidade de urina de vaca foi limitada a 0,025
mL/planta em 4,975 mL de agua da solugdo; na 32 aplicagao foi 0,05 mL
de urina por planta em 9,95 mL de agua; na 42 e 52 aplicagao, foi 0,1 mL
de urina por planta em 19,9 mL de agua. Portanto, fica evidenciado que a
maioria absoluta dos micrébios presentes nas solugdes a 0,5% (Tabela 7)
proveio da agua utilizada em seu preparo.

Mesmo no caso do preparo das solucdes a 4%, devido a diluigao
em agua, as quantidades da urina de vaca compondo as solugdes
aplicadas nos cultivos dos experimentos 1 e 2 foram limitadas a 0,2
mL/planta em 4,8 mL de agua da solugdo na 12 e na 22 aplicagbes; 0,4
mL/planta em 9,6 mL de agua na 3? aplicagédo e 0,8 mL de urina por

planta em 19,2 mL de agua da solucéo na 42 e 52 aplicagdes. Ou seja, fica
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também evidenciado que a maioria absoluta dos microbios presentes nas
solugbes a 4% (Tabela 7) foi, na verdade, da agua utilizada em seu
preparo.

A observagao desses numeros permite afirmar que nos cultivos dos
experimentos 1 e 2, em termos de contaminacdo microbiolégica, a
contribuigdo da urina de vaca empregada no preparo das solugdes foi
extremamente pequena quando comparada com a enorme contribuigao
contaminante da agua utilizada no preparo das solugdes aplicadas na
alface.

Mas, para a melhor percepcao da questédo, deve-se considerar que
a urina de vaca empregada no preparo das solugdes foi utilizada em
escala de mililitros, em cinco ocasides isoladas durante todo o periodo de
cultivo, o que seria infima possibilidade de contaminag¢do, embora nao
desprezivel, quando comparada com a imensa capacidade contaminante
da agua de irrigacao, aplicada em escala de litros, em todos os dias de
cultivo experimental da alface, desde o preparo das mudas até a colheita

das plantas e coleta das amostras das hortalicas para as analises.

4.4.2. Contaminantes nas solugdes de urina de vaca utilizadas nos

experimentos 3 e 4

As andlises microbiolégicas realizadas nas solugbes de urina de
vaca nas concentracbes de 0% (testemunha), 2%, 4%, 6% e 10%,
aplicadas em alface nos experimentos 3 e 4, também revelaram a
presenga microbiana (Tabela 8).

Entretanto, nesse caso, diferentemente das solugcdes preparadas e
aplicadas nos experimentos 1 e 2, a urina de vaca utilizada no preparo
dessas solugdes foi mantida armazenada por 49 dias, ou mais. Em razao
disso, houve drastica redugdo de sua carga microbiana. Por esse motivo,
as solugdes preparadas com essa urina, apresentaram apenas a carga

microbiana da agua empregada na solugdo, pois a carga microbiana da
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urina mantida por mais tempo no armazenamento encontrava-se

extremamente reduzida e até mesmo zerada (Figuras 4 e 5).

Tabela 8. Valores médios de micrébios presentes nas solucdes de urina de vaca
preparadas nas concentracbes de 0% (testemunha), 2%, 4%, 6% e 10%
aplicadas em alface nos experimentos 3 e 4.

Avaliagao/ Coliformes Coliformes Aerodbios
Data Totais Termotolerantes Mesofilos
(NMP/100 mL) (NMP/100 mL) (UFC/mL)

12 (14/09/2012) 5,4 x 10° 1,5 x 10’ 9,0 x 10*
22 (21/09/2012) >1,6 x 10° 7,0 x 10" 7,8 x 10
32 (28/09/2012) >1,6 x 10° 1,3 x 10? 1,24 x 10*
42 (05/10/2012) >1,6 x 10° 9,4 x 10" 2,17 x 10°
52 (12/10/2012) 1,6 x 10° 49x10' 8,8 x 10*

Desse modo, as quantidades de microbios presentes nas solucdes
de urina preparadas e aplicadas nos experimentos 3 e 4 ndo variaram nas
concentragcbes. Portanto, o numero de microbios presentes nessas
solugdes foi referente ao niumero de microbios presentes na agua de
irrigacdo usada no preparo das solu¢gdes e que corresponde aqueles
presentes na agua de irrigacdo analisada nos dias 14/09/2012 a
12/10/2012 (Tabela 5).

Os valores da Tabela 8 evidenciaram a auséncia de contribuicdo
da urina de vaca para com a carga microbiana contaminante nas solugdes
aplicadas na alface nos experimentos 3 e 4. Deixa evidente também a
relevante contribuicdo da agua de irrigagdo como causa de contaminagao

microbiana das hortaligas.

4.5. Urina de vaca e a producgao de alface
Os efeitos das solugdes de urina de vaca sobre o desenvolvimento

da planta e produgcdo da alface, dos quatro experimentos, sao

apresentados e discutidos a seguir. As analises conjuntas de algumas
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caracteristicas avaliadas nos experimentos 1 e 2 revelaram a influéncia
da via de aplicacdo das solucbes de urina de vaca sobre o
desenvolvimento da alface (via foliar no experimento 1 e via solo no
experimento 2). Além disso, conforme os quatro experimentos, as
analises de regressao indicaram os efeitos de concentragbes de solugbes

de urina de vaca sobre o crescimento e producao da alface.

4.5.1. Massa de Matéria Fresca de Cabeca (MFCA)

A Massa de Matéria Fresca de Cabeca (MFCA) de alface nao
diferiu entre as vias de aplicagao das solu¢des de urina de vaca, apesar
das plantas que receberam solugbes via foliar terem MFCA
numericamente superior aquelas que receberam aplicagdes via solo
(Figura 9).

Nas duas vias de aplicagao foram observadas respostas lineares
crescentes as concentracdes das solugdes de urina de vaca aplicadas
(Figura 10). Aplicacdo via foliar proporcionou aumento na MFCA de
101,601 g/planta a 137,705 g/planta; enquanto na aplicagéo via solo, o
aumento foi de 94,804 g/planta a 134,612 g/planta (Figura 10).
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Figura 9. Massa de matéria fresca de cabeca (MFCA) de alface ‘Regina 2000’
em funcdo da concentracdo e da via de aplicagdo das solugbes de urina de

vaca: foliar (=) no experimento 1 e solo (=) no experimento 2.

OLIVEIRA (2007), também verificou respostas lineares crescentes
sobre a MFCA de alface quanto as aplicacdes de urina de vaca via foliar,
nas concentragdées de 0,0%, 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,00% e 1,25%, e

melhores resultados na concentracao 1,25%.
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Figura 10. Massa de matéria fresca de cabega (MFCA) em fungdo das
concentragoes de solugdes de urina de vaca aplicadas vias foliar no experimento
1 (A) e solo no experimento 2 (B), em alface ‘Regina 2000’. ** e ¥,
respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.

ALENCAR et al. (2012) também constataram aumento expressivo
para massa fresca de cabega com a utilizagdo de urina de vaca (1% v/v)
quando comparados com a testemunha (cultivada apenas com adubagao
mineral de base). Os autores argumentaram que, além dos possiveis

fatores hormonais (promovidos pelo acido indol-acético), dentre os
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componentes da urina de vaca que mais se conhece a acio, esta a ureia,
sendo uma das responsaveis pelo rendimento das plantas de alface em
resposta aos tratamentos realizados com a urina, por ser uma forma do
nitrogénio facilmente absorvida pelas folhas das plantas.

No experimento 3, com alface ‘Regina 500°, e no experimento 4,
com alface ‘Baba de Verao’, ambos com aplicacdo de solu¢des de urina
de vaca via foliar, também foram observadas respostas as concentragbes
das solugbes de urina de vaca aplicadas, mas com comportamento
quadratico (Figura 11).

No experimento 3, o ponto de maximo de MFCA estimado foi
328,65 g/planta obtido com a concentragao da solugéo a 4,03%; portanto,
em relacdo a dose zero, promoveu acréscimo de 44,15 g/planta, ao
passar de 0% para 4,03%, ou seja, um aumento de 15,52% (Figura 11).
No experimento 4, o ponto de maximo de MFCA estimado foi 278,94
g/planta obtido com a concentragédo da solugao a 4,37%; logo, em relagéo
a dose zero, promoveu acréscimo de 43,67 g/planta, ao passar de 0% a
4,37%, ou seja, o aumento de 18,56% (Figura 11).
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Figura 11. Massa de matéria fresca de cabega (MFCA) em funcdo das
concentracoes de solugbes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no
experimento 3, em alface ‘Regina 500’ (A) e, no experimento 4, em alface ‘Baba
de Verao’ (B). ** e *, respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.

4.5.2. Namero de Folhas por Planta (NFP)

As solugdes nas concentracdes de 1,0% e de 4,0% aplicadas via

foliar (experimento 1) proporcionaram numero de folhas por planta (NFP)
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de alface maior do que aquelas plantas que receberam a aplicagcéo
dessas solugdes via solo (experimento 2); entretanto, as diferengas entre
as vias de aplicagcédo, ou experimentos, ndo foram significativas (Figura
12).
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Figura 12. Numero de folhas por planta (NFP) de alface ‘Regina 2000’ em
funcdo da concentragédo e da via de aplicagdo das solugdes de urina de vaca:

foliar (m) no experimento 1 e solo (m) no experimento 2.

Em ambas as vias de aplicacdo, foram observadas respostas
lineares crescentes as concentracbes das solugbes de urina de vaca
aplicadas (Figura 13). Na aplicagéo via foliar (experimento 1), o NFP
aumentou de 31,05 para 42,36 folhas/planta ao aumentar a concentragao
da solugdo de 0% para 4%; enquanto que via solo, o NFP passou de
32,015 para 39,911 folhas/planta. OLIVEIRA (2007) também verificou
respostas lineares crescentes sobre o NFP de alface as aplicacbes de
urina de vaca via solo ao avaliar o efeito de solugdes de urina de vaca nas
concentragdes de 0,00%, 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,00%, 1,25%.
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Figura 13. Numero de folhas por planta (NFP) em fungdo das concentragdes de
solugdes de urina de vaca aplicadas vias foliar no experimento 1 (A) e solo no
experimento 2 (B), em alface ‘Regina 2000’. ** e *, respectivamente, significativo
a 1% e 5% de probabilidade.

Certamente, o maior NFP da alface pulverizada com as maiores
concentragdes de urina de vaca, nos experimentos 1 e 2, influenciou os
resultados de MFCA anteriormente apresentados e discutidos no item
4.5.1. Esses resultados podem ter um significado interessante para o

produtor rural, uma vez que nas plantas de alface o NFP é uma

44



caracteristica importante, visto que o consumidor ao adquirir a hortalica o
faz por unidade e nao por peso (MOTA et al., 2001).

Nos experimentos 3 e 4, com alfaces ‘Regina 500’ e ‘Baba de
Verao’, respectivamente, ambos com aplicagcdo via foliar, foram
observadas respostas quadraticas as concentra¢des de solug¢des de urina

de vaca aplicadas (Figura 14).
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Figura 14. Numero de folhas por planta (NFP) em fungao das concentragdes de
solugbdes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no experimento 3, em alface
‘Regina 500’ (A) e, no experimento 4, em alface ‘Baba de Verao’ (B). ** e *,
respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.
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No experimento 3, o ponto de maximo para NFP foi estimado na
concentracdo a 3,38% de urina de vaca, que proporcionou 34,48
folhas/planta, resultando em acréscimo, ao passar de 0% para 3,38%, de
1,37 folhas/planta (Figura 14). No experimento 4, o ponto de maximo
estimado na concentracdo de 4,38%, proporcionou 26,68 folhas/planta,
resultando em um acréscimo de 1,53 folhas/planta, ao passar de 0% para
4,38% (Figura 14).

4.5.3. Massa de Matéria Fresca de Folhas (MFF)

A MFF de alface que recebeu aplicacdo de solugdes de urina de
vaca via foliar foi numericamente maior do que a MFF de alface que
recebeu aplicacdo via solo, embora a diferenca ndo tenha sido

significativa entre as duas vias de aplicagao (Figura 15).
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Figura 15. Massa de matéria fresca de folhas (MFF) de alface ‘Regina 2000’ em
funcdo da concentracido e da via de aplicacdo das solucgdes de urina de vaca:
foliar (m) no experimento 1 e solo (m) no experimento 2.
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Nos experimentos 1 e 2, foram observadas respostas lineares
crescentes as concentragdes de solugcdes de urina de vaca aplicadas
(Figura 16).
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Figura 16. Massa de matéria fresca de folhas (MFF) em fungdo das
concentragoes de solugdes de urina de vaca aplicadas vias foliar no experimento
1 (A) e solo no experimento 2 (B), em alface ‘Regina 2000'. ** e *,
respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.

No experimento 1, aplicagcdo via folhas, a MFF aumentou

linearmente com o aumento da concentracédo de urina de vaca, de 0% a
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4%, variando de 91,3 a 126,0 g/planta (Figura 16). No experimento 2,
aplicagédo via solo, a MFF aumentou linearmente com o aumento da
concentracado de urina de vaca, de 0% a 4%, variando de 86,7 a 122,8
g/planta (Figura 16).

O efeito linear crescente as concentracdes de urina de vaca via
foliar na MFF de alface também foi verificado por OLIVEIRA (2007).

De acordo com a PESAGRO-RIO (2002), um dos efeitos da urina
de vaca sobre a alface é hormonal, promovido pelo acido indol-acético
(AIA). O AIA, uma auxina, promove o alongamento celular e funciona
como regulador do crescimento da planta (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os
resultados de aumento de massa fresca nas alfaces pulverizadas com
urina de vaca nos quatro experimentos aqui apresentados podem ter sido
favorecidos pelo AIA presente na urina, pois, plantas tratadas com
auxinas mostram respostas significativas em seu crescimento vegetativo
(TAIZ & ZEIGER, 2004).

No experimento 3, com alface ‘Regina 500°, e no experimento 4,
com alface ‘Baba de Verao’, ambos com aplicacdo de solu¢des de urina
de vaca via foliar, foram observadas respostas quadraticas, para MFF, as
concentragbes de urina de vaca aplicadas (Figura 17). O ponto de
maximo estimado de MFF de 276,38 g/planta foi verificado na solugao a
3,07%, que proporcionou acréscimo, ao passar de 0% para 3,07%, de
25,69 g/planta (Figura 17). No experimento 4, o ponto de maxima da MFF
foi verificado na solugdo a 4,23%, que proporcionou 235,94 g/planta,
resultando em acréscimo, ao passar de 0% para 4,23%, de 35,51 g/planta
(Figura 17).
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Figura 17. Massa de matéria fresca de folhas (MFF) em fungdo das
concentracoes de solucbes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no
experimento 3, em alface ‘Regina 500’ (A) e, no experimento 4, em alface ‘Baba
de Verao’ (B). ** e *, respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.

4.5.4. Massa Fresca de Caule (MFC)

A MFC de alface que recebeu aplicacdo das solucdes de urina de

vaca via foliar nas concentracbes a 0,5 e 1%, foi notavelmente maior do
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que a MFC de alface que recebeu aplicagcdo dessas solugdes via solo;

todavia, a diferenca entre os experimentos nao foi significativa (Figura
18).
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Figura 18. Massa fresca de caule (MFC) de alface ‘Regina 2000’ em fung¢éo da
concentragao e da via de aplicacao das solugdes de urina de vaca: foliar (m) no
experimento 1 e solo (m) no experimento 2.

No experimento 1, com aplicagao de solugdes de urina de vaca via
foliar, € no experimento 2, com aplicacao via solo, ocorreu incremento da
MFC com aumento da concentracdo. Em ambos os experimentos, com
alface ‘Regina 2000’, foram observadas respostas quadraticas as
solugdes de urina de vaca aplicadas (Figura 19).

Via foliar, o ponto de maximo estimado de 12,33 g/planta de MFC
foi verificado na solucéo a 2,41%, resultando em um acréscimo, ao passar
de 0% para 2,41%, de 3,03 g/planta (Figura 19). Via solo, o ponto de
maximo estimado de 11,58 g/planta de MFC, verificado na solugéo a
3,09%, resultou no acréscimo, de 0% a 3,09%, de 4,38 g/planta (Figura
19).
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Figura 19. Massa fresca de caule (MFC) em fungdo das concentragbes de
solugdes de urina de vaca aplicadas vias foliar no experimento 1 (A) e solo no
experimento 2 (B), em alface ‘Regina 2000’. ** e *, respectivamente, significativo
a 1% e 5% de probabilidade.

OLIVEIRA (2007), ao avaliar o efeito de concentra¢des de solugdes
de urina de vaca até 1,25% sobre a MFC de alface, verificou respostas
lineares crescentes as concentragdes via solo e foliar. Caso o autor
tivesse avaliado concentragdes superiores a 1,25%, provavelmente teria
verificado respostas quadraticas com pontos de maximo proximos aos

aqui indicados na Figura 19.
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No experimento 3, com alface ‘Regina 500°, e, no experimento 4,
com alface ‘Baba de Verao’, ambos com aplicacdo de solugdes de urina
de vaca via foliar, foram observadas respostas quadraticas as

concentragdes das solugdes aplicadas (Figura 20).
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Figura 20. Massa fresca de caule (MFC) em fungdo das concentragdes de
solucdes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no experimento 3, em alface
‘Regina 500’ (A) e, no experimento 4, em alface ‘Baba de Verao’ (B). ** e *,
respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.
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No experimento 3, o ponto de maximo estimado de 45,79 g/planta
da MFC foi obtido com a solucdo de 4,57% de urina de vaca, ou seja, um
acréscimo de 11,91 g/planta, ao passar de 0% para 4,57% (Figura 20). No
experimento 4, o ponto de maximo estimado de 43,26g g/planta de MFC
foi verificado na solugao a 5,21%, que resultou em acréscimo, ao passar
de 0% para 5,21%, de 8,41 g/planta (Figura 20).

Esses resultados de ganho de massa fresca, certamente
estimulados pela agcédo do AlA presente nas solugdes de urina de vaca
aplicadas, foram possiveis, também, porque houve nutrientes para
favorecer o metabolismo e o crescimento das plantas. Destaca-se, nesse
caso, os teores de K e Cl da urina de vaca, com valores de 2666 mg/L de
K, e de 1700 mg/L de CI (OLIVEIRA, 2007). O K da urina de vaca atua
sobre a planta, aumentando o aproveitamento de agua e a eficiéncia da
adubacgao nitrogenada (GADELHA, 2003). O CI presente na urina de vaca
aumenta a retencdo de agua pela planta e o aproveitamento de N
(GADELHA, 2003).

4.5.5. Comprimento de Caule (CC)

O CC de alface que recebeu aplicacdo das solugdes de urina de
vaca na concentracdo a 1% via foliar foi maior do que a alface que
recebeu aplicacdo da solucdo de mesma concentragao via solo, mas nao

houve diferenca significativa entre as vias de aplicagao (Figura 21).
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Figura 21. Comprimento de caule (CC) de alface ‘Regina 2000’ em funcéo da
concentracao e da via de aplicacao das solug¢des de urina de vaca: foliar (m) no
experimento 1 e solo (m) no experimento 2.

Em ambos os experimentos foram observadas respostas lineares
crescentes de CC com incremento nas concentracbes de solugdes de
urina de vaca aplicada (Figura 22). Na aplicagao via foliar, o CC passou
de 5,65 cm na concentracao de 0% para 7,77 cm na concentragao de 4%.
Quando aplicada via solo, o CC passou de 5,15 cm na concentracao de
0% para 7,92 cm na concentragcdo de 4%. O AIA pode ter influenciado
também no maior crescimento de caule das plantas pulverizadas com
solugdes de urina de vaca, pois, um dos efeito desse hormdnio sobre o
vegetal é a expansao do comprimento (TAIZ & ZEIGER, 2004).

OLIVEIRA (2007), ao avaliar o efeito de concentracdes de solugbes
de urina de vaca (de 0,00%, 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,00% e 1,25%) sobre
o CC de alface, também verificou respostas lineares crescentes as

aplicagdes de urina de vaca via solo.
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Figura 22. Comprimento de caule (CC) em fungdo das concentragbes de
solugdes de urina de vaca aplicadas vias foliar no experimento 1 (A) e solo no
experimento 2 (B), em alface ‘Regina 2000’. ** e *, respectivamente, significativo
a 1% e 5% de probabilidade.

Nos experimentos 3, com alface ‘Regina 500, e 4, com alface
‘Baba de Verado’, ambos com aplicacdo das solucdes via foliar, foram
observadas respostas quadraticas ao incremento das concentracdes das
solugdes aplicadas (Figura 23). Com a alface ‘Regina 500’ (experimento
3), o ponto de maximo estimado em 6,88 cm de CC foi verificado na

solugao a 3,17% de urina, resultando em um acréscimo, ao passar de 0%
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para 3,17%, de 0,6 cm (Figura 23). Com a alface ‘Baba de Verao’,
(experimento 4), o ponto de maximo estimado de 3,98 cm foi verificado na
solugdo a 3,75%, resultando em um acréscimo, ao passar de 0% para
3,75%, de 0,28 cm (Figura 23).
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Figura 23. Comprimento de caule (CC) em fungdo das concentragbes de
solucdes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no experimento 3, em alface
‘Regina 500’ (A) e, no experimento 4, em alface ‘Baba de Verao’ (B). ** e *,
respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.
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OLIVEIRA et al. (2012), avaliaram o efeito da urina de vaca no
cultivo da beterraba de mesa e obtiveram resultados positivos com
estimulo ao crescimento das plantas de beterraba; todavia esse estimulo
nao pode ser atribuido exclusivamente ao fornecimento de nutrientes as
plantas. A conclusdo dos autores vai de encontro aos resultados aqui
apresentados e discutidos ao longo de todo o item 4.5: no presente
trabalho, foi notavel e significativa a influéncia das solu¢des de urina de
vaca sobre o crescimento da alface; e a explicagdo mais plausivel para
esses resultados positivos vai muito além da questdo nutricional e deixa
evidente a agdo hormonal benéfica do AIA da urina de vaca sobre o

crescimento da hortalica.

4.6. Analises microbiolégicas da alface submetida a aplicagcao de

solugoes de urina de vaca

Os resultados das contagens microbiolégicas da alface dos
experimentos 1 (aplicagdo via foliar) e 2 (aplicagdo via solo) foram
analisados conjuntamente com o objetivo de se verificar a influéncia da
via de aplicagao das solug¢des de urina de vaca sobre a carga microbiana
da hortalica. Além disso, para os quatro experimentos, foram realizadas
analises de regressao para a verificagdo dos efeitos de concentragédo de

solucdes de urina de vaca sobre a taxa de microbios na alface.

4.6.1. Coliformes Totais

Em todas as amostras, dos quatro experimentos, foram observadas

contagens de coliformes totais de 3,041 Log10/100g. Esses resultados,

todos coincidentes com os valores maximos possiveis para a metodologia

de SILVA et al. (2010), indicaram a possibilidade de que a contaminagao
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tenha sido superior, ou significativamente superior, a 1,1 x 10° coliformes
totais por 100 gramas de alface.

Entretanto, essa contaminacdo, conforme ja discutido
anteriormente, pode ter sido provocada pelos contaminantes presentes na
agua de irrigagédo. A urina de vaca, possivelmente, ndo influiu na carga
contaminante de coliformes totais da alface, pois, se para o preparo das
solucdes aplicadas nos experimentos 1 e 2, a urina utilizada apresentou
alguma contaminacao por coliformes totais (Figura 2), para o preparo das
solugdes aplicadas nos experimentos 3 e 4 foi utilizada urina com cargas
tendendo a zero e, até mesmo, livre desses micrébios (Figura 4). Além
disso, a urina nao foi aplicada pura, mas sempre diluida em agua.

Nos experimentos 3 e 4, em que se empregou urina de vaca livre
de micrébios (Figura 4), a maior concentragdo usada na solugdo foi a 10%
e nos experimentos 1 e 2, em que se empregou a urina com alguma
presenca microbiana, a maior concentracao foi a 4%. Logo, mesmo
nessas ocasides em que a urina de vaca quase representou algum risco
contaminante, sua aplicacdo ocorreu em diluicdes capazes de amenizar
essa possibilidade em vinte e cinco vezes. Acrescenta-se a tudo isso, o
fato de que foi a agua utilizada para o preparo das solu¢des que
apresentou permanente contaminagao microbiolégica (Tabelas 4 e 5).

Portanto, a agua de irrigagdo, presumidamente, contaminada por
coliformes totais, aplicada diariamente e em altas Iaminas, pode ter sido o
fator contaminante suficiente para promover a elevada taxa de

contaminagao por coliformes totais nas folhas da alface.
4.6.2. Coliformes Termotolerantes

A presenga de coliformes termotolerantes em alface ‘Regina 2000’
que recebeu aplicacbes das solugdes de urina de vaca via foliar nao

diferiu da presenca desses microbios em alface que recebeu aplicacao

das mesmas solugdes via solo (Figura 24). Portanto, a escolha da via de
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aplicagao pode ser determinada por outros fatores, como, por exemplo,
melhora de alguma caracteristica de desenvolvimento em funcdo da

opgao adotada.
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Figura 24. Coliformes termotolerantes (Log10/100g) na alface ‘Regina 2000’ em
funcdo da concentracédo e da via de aplicacdo das solugdes de urina de vaca:
foliar (m) no experimento 1 e solo (m) no experimento 2.

Quando aplicada via foliar, ndo houve efeito de concentracdo de
solucao de urina de vaca sobre a presenca de coliformes termotolerantes
em alface ‘Regina 2000, com média de 1,86 Log10/100g. Todavia,
quando aplicada via solo, a resposta foi linear decrescente com

incremento da concentragao das solugdes (Figura 25).
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Figura 25. Coliformes termotolerantes (Log10/100g) em funcdo das
concentragdes de solugdes de urina de vaca aplicadas via solo no experimento
2, em alface ‘Regina 2000’. ** e *, respectivamente, significativo a 1% e 5% de
probabilidade.

Nas alfaces ‘Regina 500’ (experimento 3) e ‘Baba de Verao’
(experimento 4), com aplicacdo de solugdes de urina de vaca via foliar,
foram observadas respostas quadraticas as concentragdes das solugcdes
aplicadas (Figura 26).

Na alface ‘Regina 500° (experimento 3), o ponto de minimo
estimado de contaminagao por coliformes termotolerantes foi de 1,67
Log10/100g obtido na dose de 6,00%, e o maior valor obtido foi de 2,02
Log10/100g na testemunha (Figura 26). Portanto, nesse experimento,
todas as amostras de alface cultivadas com alguma solugdo de urina de
vaca apresentaram taxas de contaminagao inferiores as da testemunha.

Na alface ‘Baba de Verao' (experimento 4), o ponto de minimo
estimado de contaminacado por coliformes termotolerantes foi de 1,71
Log10/100g obtido na dose de 4,00%, e o maior valor obtido foi de 1,87
Log10/100g na testemunha (Figura 26). Nesse experimento, todas as
amostras de alface cultivadas com alguma solugcdo de urina de vaca
também apresentaram taxas de contaminagdo inferiores as da

testemunha.
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Figura 26. Coliformes termotolerantes (Log10/100g) em fungdo das
concentracoes de solugbes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no
experimento 3, em alface ‘Regina 500’ (A) e, no experimento 4, em alface ‘Baba
de Verao’ (B). ** e *, respectivamente, significativo a 1% e 5% de probabilidade.

Esses valores indicam que a contaminacdo da alface por
coliformes termotolerantes nao foi influenciada pelas solugcbes de urina de
vaca aplicadas, porque as alfaces que nao receberam as solugdes
(testemunha) apresentaram taxas de coliformes termotolerantes maiores

do que aquelas que receberam. Entdo, as contaminagdes verificadas nao
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foram causadas pelas solugdes de urina, mas sim pela agua de irrigagao
que se apresentou contaminada por esses microbios (Tabelas 4 e 5).

As solugdbes com as maiores concentracdes de urina de vaca
aplicadas nao resultaram em alface com maiores contagens de coliformes
termotolerantes (Figuras 25 e 26). Ao contrario, foi possivel notar
auséncia de efeito (experimento 1) e menores taxas desses microbios nas
hortalicas pulverizadas com solugbes de urina de vaca em relagéo as
testemunhas (experimentos 2, 3 e 4), (Figuras 25 e 26). A confirmacao
desses resultados pode colocar em questao a necessidade de se explicar
qual mecanismo esta envolvido nesse suposto fenbmeno de efeito
protetor, para a alface, de certas solugbes de urina de vaca contra a
contaminagao por coliformes termotolerantes. Por enquanto, qualquer

conjectura sobre isso seria mera precipitagao.

4.6.3. Micro-organismos Aerobios Mesoéfilos

A presencga de micro-organismos aerobios mesofilos em alface que
recebeu aplicagdo das solug¢des de urina de vaca via foliar (experimento1)
nao diferiu daquelas que receberam aplicagbes via solo (experimento 2),
(Figura 27). Os valores apresentados revelaram elevada carga
contaminante, da ordem de 10° micrébios aerdbios mesofilicos por grama
de alface, sem diferenga significativa entre as duas vias de aplicagao

avaliadas.
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Figura 27. Micro-organismos aerdbios mesofilos (Log10/g) na alface ‘Regina
2000’ em funcdo da concentracdo e da via de aplicagdo das solugbes de urina
de vaca: foliar () no experimento 1 e solo (m) no experimento 2.

No experimento 1, com aplicagao via foliar, e no experimento 2,
com aplicagdo via solo, ambos com alface ‘Regina 2000’, ndo foi possivel
ajuste de equacgado para concentragdo de solugdes de urina de vaca
aplicadas com valores médios de 6,71 Log10/g. Esses resultados
reforcaram o entendimento de que as concentragdes de solugdes de urina
de vaca nao contribuiram para a elevada taxa contaminante por aerdbios
mesofilos verificados para todas as amostras de ambos os experimentos.

No experimento 3, com alface ‘Regina 500’, ndo houve efeito de
concentracdo de solugcado de urina de vaca, aplicagao via foliar, sobre a
presencga de micro-organismos aerobios mesofilos, cujo valor médio foi de
6,77 Log10/g. No experimento 4, com alface ‘Baba de Veréo’, aplicacéo
via foliar, foi observada resposta quadratica as solugdes de urina de vaca
aplicadas (Figura 28).
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Figura 28. Micro-organismos aerdbios mesodfilos (Log10/g) em funcdo das
concentracoes de solugbes de urina de vaca aplicadas vias foliar, no
experimento 4, em alface ‘Baba de Verao’. ** e *, respectivamente, significativo a
1% e 5% de probabilidade.

No experimento 4, o ponto de maximo de contaminacdo por
aerobios mesodfilos foi 6,88 Log10/g nas parcelas com solugdes a 5,71%
de urina de vaca. Nesse experimento, entretanto, nao é possivel afirmar
que houve resposta significativa as solugdes (Figura 28).

Os valores das analises microbioldgicas revelaram elevada carga
contaminante, da ordem de 10° micrébios aerdbios mesofilicos por grama
de alface, sem diferenca significativa entre as vias de aplicacdo avaliadas
e praticamente sem efeito, ou efeito muito pequeno, de concentracédo de
solugao de urina de vaca (Figura 28). Logo, implica que a fonte dessa alta
contaminagdo foi a mesma em todos os tratamentos dos dois
experimentos. Assim, as evidéncias novamente apontam para a agua de
irrigacao, que foi a mesma agua usada todos os dias de cultivo, sempre
com consideravel carga contaminante (Tabela 4 e 5), com aplicagéo de
laminas elevadas. Portanto, as solu¢cdes de urina de vaca apareceram
como fontes de importancia inexpressiva em termos de contaminagao

microbiana para a alface.
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Algumas consideragdes devem ser feitas relacionadas a microbiota
da superficie da hortalica. Deve ser levado em conta que quando a alface
recebeu a primeira aplicacdo de solugbes de urina de vaca ja possuia
microbiota superficial estabelecida, originada ndo s6 da agua de irrigagao,
mas também do material de preenchimento das bandejas e dos canteiros
para onde foi transplantada, pois, de acordo com JAY (2005), a microbiota
superficial de vegetais deve ser a mesma do solo onde esses vegetais
cresceram. Os microrganismos comuns em solos utilizados na agricultura
aderem as plantas e se tornam parte da microbiota das superficies dos
vegetais frescos.

A primeira aplicagdo de solu¢des contendo urina de vaca ocorreu
em um determinado momento da primeira semana apos o transplante das
mudas. Nesse momento, pode-se considerar que a alface ja possuia
microbiota superficial estabelecida, porque desde o inicio do preparo das
mudas foi exposta ao contato com microbios do ambiente, em especial
com 0s micro-organismos presentes no substrato das bandejas de
mudas, nos solos dos canteiros de cultivo e também na agua de irrigagcéo
de todos os dias. Esses microbios do ambiente, os primeiros a entrarem
em contato com a alface em formagéo, ao chegarem a superficie da
hortalica, colonizaram-na e estabeleceram-se como residentes, tornando-
se membros de sua microbiota.

De acordo com JAY (2005), os micrébios que sobrevivem em
plantas o fazem devido a sua capacidade de aderir a superficie, de forma
que nao sejam facilmente lavados. Além disso, esses micro-organismos
devem ser capazes de prover suas necessidades nutricionais. Entre eles
destacam-se bactérias lacticas e as leveduras.

A microbiota normal da alface forma-se exatamente devido ao seu
poder de adesao a superficie do vegetal, a sua capacidade de nutrir-se
nessa superficie, e, além disso, a sua capacidade de impor antagonismo
aos microbios que, de algum modo, tentam invadir e tomar o seu habitat.
Esse antagonismo imposto pelos micro-organismos residentes na planta

contra os invasores € uma verdadeira guerra microbiana por territério,
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pois, segundo JAY (2005), a microbiota realiza fungdes de protecéo da
planta contra possiveis contaminagdes.

O efeito inibitério de alguns membros da biota alimentar sobre
outros organismos é bem conhecido como Interferéncia Microbiana Geral.
de um micro-organismo por outros no mesmo habitat ou meio. O
antagonismo lactico € um exemplo especifico de interferéncia microbiana
(JAY, 2005).

No caso do antagonismo lactico, as bacteriocinas, a diminuigdo do
pH, os acidos organicos, o H,O,, o diacetil sdo responsaveis pelo efeito
de inibicdo de patdégenos e organismos causadores de deterioragdo em
alimentos. Entre as explicagdes da interferéncia microbiana estdo: 1) a
competigcdo por nutrientes, 2) a competicdo por sitios de adesédo, 3) a
alteracdo desfavoravel do ambiente e 4) combinacbes das trés
explicagcdes anteriores (JAY, 2005).

Ha, portanto, a disposi¢do natural da microbiota estabelecida de
combater intrusos microbianos. Nesse sentido, pode-se ressaltar que,
quando cada planta cultivada nos experimentos 1 e 2 recebeu as cinco
aplicagbes das solugdes de urina de vaca, em intervalos de sete dias
entre cada uma, ja possuia uma microbiota pronta para combater micro-
organismos invasores estranhos. Caso houvesse carga contaminante nas
solugdes de urina de vaca, constituida por micrébios diferentes dos
residentes na microbiota da hortalica, ela seria prontamente combatida
até ficar bem contida ou ser eliminada da superficie da alface.

Um outro aspecto favoravel a microbiota da alface, uma das razbes
de seu poder defensivo contra possiveis contaminantes, de sua forca
contra invasores microbiologicos estranhos, é que, enquanto ela,
microbiota, teve a oportunidade de renovar-se e se fortalecer todos os
dias por causa da agua de irrigagao, que pode ter sido a sua grande fonte
renovadora, essa microbiota diariamente revigorada e fortalecida sé teve
de dar combate aos supostos contaminantes das solucbes de urina de

vaca em cinco momentos isolados e distantes sete dias cada um do outro.
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Ou seja, as possiveis contaminagdes presentes nas doses de mililitros
das solugbes de urina de vaca, dispersas no tempo, chegaram a uma
superficie de alface e depararam-se com um sistema microbioldgico
defensivo preparado para o combate.

Essas podem ser algumas das explicagdes para a fraqueza dos
provaveis contaminantes veiculados pela urina de vaca: porque nao foram
competentes o suficiente para competir por nutrientes e por sitios de
adesao, nao puderam estabelecer-se como residentes na superficie da
alface; porque nao foram resistentes o bastante para suportar as
alteracdes desfavoraveis do ambiente causadas pela microbiota, néo
sobreviveram na hortaliga; porque chegaram em numero menor e em
baixa frequéncia a superficie da planta, foram detidos pela microbiota da
alface; porque eram poucos, esporadicos e impotentes diante do poder
defensivo da microbiota estabelecida, ndo sobreviveram como grupo
residente na hortaliga.

E bastante provavel que nos experimentos 3 e 4 ndo houve
contaminagao microbiana da alface a partir da urina de vaca utilizada nas
solucdes aplicadas. Os microbios dessas solugdes eram micrébios da
agua utilizada em seu preparo. Mas, na hipotese de que alguma quantia
microbiana proxima a zero tenha sido veiculada da urina nas solugdes até
as hortalicas, esses hipotéticos microbios s6 encontrariam esperancgas de
sobrevivéncia na superficie da alface caso fossem dos mesmos grupos
estabelecidos na hortalica. Caso contrario, ndo resistiiam a forca

combativa da microbiota.
4.7. Higienizagdo da alface no Municipio de Sdo Jodo Evangelista,
Minas Gerais

A pesquisa sobre higienizacdo de alface revelou que 56% da

populacdo de Sao Jodao Evangelista, Minas Gerais, incluindo domicilios,

lanchonetes e restaurantes, lava a alface apenas em agua pura; 26% da
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populacado, além de lavar a alface em agua pura, sanitiza a hortalica em
solugdo com vinagre; 16% da populagéo, apds lavar a alface, realiza a
sanitizagdo em solugdo com hipoclorito de sédio; 2% da populagéo
sanitiza alface em solugdo com suco de limao; e, um pouco mais de 0%
da populagao, sanitiza a hortalica em solugdo com bicarbonato de sédio
(Figura 29A).

A pesquisa sobre higienizagcao de alface nos domicilios revelou que
58% da populagcéo de Sdo Jodo Evangelista, Minas Gerais, lava a alface
apenas em agua pura; 23% da populagdo, além de lavar a alface em
agua pura, sanitiza a hortalica em solugdo com vinagre; 17% da
populacdo, apos lavar a alface, realiza a sanitizagdo em solugdo com
hipoclorito de sodio; 2% da populagéo sanitiza alface em solugdo com
suco de limao; e, um pouco mais de 0% da populacdo, sanitiza a hortalica
em solu¢do com bicarbonato de sodio (Figura 29B).

A pesquisa sobre higienizagdo de alface nas lanchonetes e
restaurantes revelou que 27% dos estabelecimentos de Sao Joao
Evangelista, Minas Gerais, lava a alface apenas em agua pura; 73% dos
estabelecimentos, além de lavar a alface em agua pura, sanitiza a

hortalica em solugdo com vinagre (Figura 29C).
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Produto de Limpeza ou Sanitiza¢do: Domicilios, Lanchonetes e
Restaurantes.
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Figura 29. Resultados da pesquisa em Sao Jodao Evangelista, Minas Gerais,
outubro de 2011, sobre formas de higienizacdo de alface: resultado geral com
288 entrevistados (A); 273 entrevistados em domicilios (B); pesquisa em 15
lanchonetes e restaurantes (C).
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Os resultados da pesquisa sobre higienizagdo da alface (Figuras
29A, B e C), revelaram que a maioria da populagdo n&o sanitiza a alface
antes de consumi-la, limitando-se a lava-la em agua pura. Esses
resultados revelaram uma falha higiénica no preparo e consumo da
hortalica em uma cidadezinha que, embora néo represente a realidade
nacional, pode indicar uma propensao de todo o povo de ndo consumir
hortalicas corretamente higienizadas. A partir desses resultados, foram
incluidas entre as atividades dos quatro experimentos aqui apresentados
as analises microbiolégicas da alface lavada apenas em agua pura.

Os resultados das contagens microbiolégicas da alface dos quatro
experimentos, ndo lavada e lavada apenas em agua pura, foram
analisados conjuntamente com o objetivo de se verificar a influéncia do
procedimento de limpeza sobre a carga microbiana da hortalica. A seguir,

sao apresentados os resultados e as suas discussoes.

4.8. Analise microbioldgica da alface lavada e nao lavada
4.8.1. Coliformes totais em alface lavada apenas em agua pura

Todas as amostras de alface lavada em agua pura apresentaram
contagens de coliformes totais de 3,041 Log10/100g, independentemente
da forma de cultivo, sem ou com aplicacdo de solucado de urina de vaca
via foliar ou solo e da concentragao da solugao.

Esses resultados sdo iguais aos valores observados para as
amostras de alface ndo lavada. Comprova que a contaminacao da alface,
dos quatro experimentos, superou de modo significativo a quantia de 1,1 x
10° coliformes totais por 100 gramas de alface, pois, segundo PARISH et
al. (2003), a simples lavagdo do produto em agua pura reduz as
populagdes microbianas de superficie, embora essa reducdo seja
geralmente inferior a 1 ciclo logaritimico. Logo, pode-se deduzir que a

carga contaminante das alfaces n3o lavadas foi da ordem de 10%, 10°, ou
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mais, coliformes totais por 100 gramas de alface. Além disso, constatou-
se que lavar alface apenas em agua pura ndo promove a total remogéo
dos coliformes totais. Na verdade, lava-la apenas em agua pura é algo
arriscado que permite a permanéncia de taxas de contaminagao capazes

de expor os comensais de alface aos perigos microbioldgicos.

4.8.2. Coliformes termotolerantes em alface lavada apenas em agua

pura

Alfaces que receberam solugdes de urina de vaca via foliar ou via
solo, lavadas ou ndao em agua pura, embora tenham apresentado
diferencas na quantidade de coliformes termotolerantes, nao
apresentaram diferenca significativa quanto a presenga desses microbios
(Figura 30A e B).

Observa-se também que, apds a lavagao em agua pura, houve
reducdo da taxa contaminante, mas ndo o suficiente para livrar a alface
do experimento 1 do risco microbiolégico, pois as contagens
permaneceram em valores entre 10" e 10? coliformes termotolerantes por
100 g de alface (Figura 30A).

No experimento 2, embora nao diferindo estatisticamente, apos a
lavagdo em agua pura, a taxa contaminante reduziu um ciclo logaritmico
apenas em trés casos: houve redugdo de valores da ordem de 10% a 10’
na testemunha e nas amostras da concentracdo de 0,5% de urina; € na
concentracdo de 4% de urina de vaca, a reducdo foi da ordem 10" a 10°.
Contudo, nesses trés casos, as redug¢des nao levaram a alface a condi¢ao
de seguranga microbiolégica, pois 0 perigo ao comensal nao foi
eliminado. Nos outros dois casos, nas amostras das solugdes a 1% € a
2% de urina de vaca, embora tenha havido redugdo de contaminacgao
microbiana, as contagens permaneceram em valores entre 10" e 102

coliformes termotolerantes por 100 g de alface.
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Figura 30. Coliformes termotolerantes (Log10/100g) na alface ‘Regina 2000’ dos
experimentos 1 (A) e 2 (B): ndo lavada (m) e lavada com agua pura da
ETA/IFMG-SJE (m).

Esses resultados evidenciam que lavar a hortalica apenas em agua
pura ndo é o bastante para promover uma alimentagéo segura, livre de

contaminagao microbioldgica por coliformes termotolerantes.
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A lavagdo em agua pura das alfaces obtidas do experimento 3
(aplicacédo das solugbes de urina via foliar), reduziu o numero de
coliformes termotolerantes em todos as amostras avaliadas, mas tal
reducao nao foi significativa em relagcao as alfaces nao lavadas (Figura
31A). Nas solucdes de concentragdes a 2%, 4%, 6% e 10% de urina de
vaca, embora apds a lavagdo em agua pura a taxa contaminante tenha
reduzido de forma nao significativa, as contagens permaneceram em
valores proximos a 10" coliformes termotolerantes por 100 g de alface.

Nas amostras controle, houve redugdo da ordem de 10 para 10’
microbios por 100 g de alface. Entretanto, nesse caso de redugdo de um
ciclo logaritmico, observou-se que as alfaces controle continuaram com a
maior taxa contaminante por coliformes termotolerantes entre todas as
amostras de alface lavadas (Figura 31A). Todos esses resultados
reforcaram o entendimento da contaminagdo da alface pela agua de
irrigacdo e de que as hortalicas lavadas apenas em agua pura nao
oferecem segurancga microbiolégica para os seus comensais.

Embora a lavagdo em agua pura de alfaces que receberam
solucdes de urina de vaca via foliar do experimento 4 tenha promovido a
diminuicdo da contagem microbioldgica, ndo houve redugao significativa
da presenca de coliformes termotolerantes em relagdo as alfaces nao
lavadas (Figura 31B). Pode-se verificar que, apds a lavagdo em agua
pura, a taxa contaminante reduziu de um ciclo logaritmico apenas em dois
casos: houve reducado de valores da ordem de 10" para 10° nas amostras
cultivadas com solugdes a 4% e a 6% de urina de vaca (Figura 31B).
Mesmo assim, nesses dois casos, as redugbes também nao foram
suficientes para livrar a alface da contaminacido por coliformes
termotolerantes. Nos demais casos, as contagens permaneceram em

valores entre 10" e 10? coliformes termotolerantes por 100 g de alface.
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Figura 31. Coliformes termotolerantes (Log10/100g) na alface ‘Regina 500’ do
experimento 3 (A) e na alface ‘Baba de Verao’ do experimento 4 (B): ndo lavada
(m) e lavada com agua pura da ETA/IFMG-SJE (m).
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4.8.3. Micro-organismos aerdébios mesoéfilos em alface lavada apenas

em agua pura

A lavagem em agua pura de folhas de alface dos experimentos 1 e
2, que receberam solugbes de urina de vaca via foliar e solo,
respectivamente, reduziu a presenga de micro-organismos aerébios
mesdfilos em todas as amostras, mas nenhuma redugao foi significativa
em relagdo as amostras nao lavadas (Figura 32A e B).

Verifica-se que, apds a lavagdo em agua pura das alfaces do
experimento 1, houve redugdo de cerca de um ciclo logaritimico para as
amostras de todas as concentragdes. Entretanto, a contaminagao por
micro-organismos aerobios mesofilos em alface lavada continuou muito
elevada, entre 10° e 10° micrébios por g de alface (Figura 32A).

Em relagdo ao experimento 2, apds a lavagdo em agua pura, houve
reducdo da carga contaminante de cerca de um ciclo logaritimico para as
amostras de alface, excetuando-se apenas as amostras que receberam
aplicacado de solugao de urina a 1%. Nessas, a contaminagao da alface
lavada em agua pura, apesar de ter reduzido, manteve-se na ordem de
10° microrganismos por grama (Figura 32B).

Mais uma vez, entretanto, os resultados ndo permitem recomendar
a lavacao de folhas da hortalica apenas em agua pura como pratica
suficiente para a obtencdo de alface microbiologicamente segura para a
alimentagao humana, pois, apesar da reducdo, todas as amostras lavadas
apresentaram-se com taxas de contaminacdo superiores a 10° micro-

organismos aeroébios mesofilos por grama (Figura 32A e B).
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Figura 32. Micro-organismos aerdbios meséfilos (Log10/g) na alface ‘Regina
2000’ dos experimentos 1 (A) e 2 (B): ndo lavada (m) e lavada com agua pura da
ETA/IFMG-SJE (m).

A lavagao das folhas em agua pura também reduziu a presenga de

micro-organismos aerdébios mesofilos em alface dos experimentos 3 e 4,
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que receberam solugcdes de urina de vaca via foliar. Mais uma vez,
entretanto, a redugcdo n&o foi significativa em relagdo as alfaces nao
lavadas (Figura 33A e B).
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Figura 33. Micro-organismos aerdbios mesofilos (Log10/g) na alface ‘Regina
500’ do experimento 3 (A) e na alface ‘Baba de Verao’ do experimento 4 (B): nao
lavada (m) e lavada com agua pura da ETA/IFMG-SJE (m).
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E preciso ressaltar também que, embora tenha ocorrido redugdo de
carga microbiana, de um ciclo logaritmico, em todas as amostras de
alface lavada nos experimentos 3 e 4 (Figuras 33A e B), todas as
amostras conservaram elevadas taxas de contaminacao, superiores a 10°
micro-organismos aerobios mesofilos por grama.

Esses dados permitem reafirmar a ineficiéncia da lavagéao da alface
em agua pura tratada com a finalidade de promover sua segurancga
microbiolégica. Portanto, o consumo de alface livre de contaminantes
microbianos sera possivel somente apos a sua higienizagdo adequada,
efetivada em etapas de limpeza e sanitizacao.

Na bibliografia ha trabalhos que relacionam a qualidade
microbioldgica da hortaliga cultivada com aplicagdes de residuos liquidos
de origem animal. O uso desses residuos liquidos no cultivo de alface
causa a transmissao de carga contaminante do residuo aplicado para a
cultura (BISCARO et al., 2008). Esses residuos promovem a melhoria do
desenvolvimento das plantas de alface, mas existe a relagdo entre a
contaminagdo microbiana dessas hortaligas e a carga microbiana dos
residuos utilizados (BAUMGARTNER et al., 2007). Nesses trabalhos,
houve a aplicacdo dos residuos contaminados por micrébios em volume
de irrigacao, o que certamente foi fator decisivo para as altas contagens
microbianas verificadas na alface.

BISCARO et al. (2008), em cultivo de alface americana irrigada
com aguas receptoras de efluentes urbanos, verificaram concentragdes
de coliformes fecais variaram de 1,1 NMP/mL a 9,3 NMP/mL nas
amostras de solo dos canteiros e de agua de irrigacdo (receptoras de
efluentes urbanos) e de 1,5 NMP/mL a 9,3 NMP/mL nas amostras de
alface cultivadas experimentalmente, indicando a transmissdo de
contaminantes dos efluentes para as culturas.

No trabalho de BAUMGARTNER et al. (2007), foi avaliada
qualidade sanitaria da cultura da alface irrigada com aguas residuarias
originadas de diversas fontes e foram observadas cargas microbianas de
até 9,0 x 10* NMP/100mL de coliformes totais e de até 5,0 x 10*

78



NMP/100mL de coliformes fecais. Embora com beneficio dos tratamentos
para o desenvolvimento da hortalica, concluiram que em todos os
tratamentos ocorreram contaminagdes por coliformes fecais e totais, e
que os tratamentos com as maiores concentragdes de micro-organismos
produziram as hortalicas mais contaminadas.

No presente trabalho, as analises microbioldgicas revelaram que a
urina de vaca com maior tempo de armazenamento apos a coleta teve
menores taxas microbiolégicas, o que € um aspecto importante
relacionado as aplicacdes em alface, pois permite a utilizacdo de urina
livre de contaminantes.

Outra preocupacao refere-se aos procedimentos usados na
higienizacao da alface para a alimentagao. A higienizacao inclui etapas de
limpeza e sanitizacdo das superficies dos alimentos, sendo que lavar em
agua pura é apenas o inicio de um procedimento de higienizagdo de
alimentos (ANDRADE, 2008). A limpeza tem como objetivo principal a
remogao de residuos organicos e minerais aderidos as superficies dos
alimentos, e a sanitizagdo tem como objetivo eliminar micro-organismos
patogénicos e reduzir o numero de micro-organismos alteradores para
niveis considerados seguros (ANDRADE, 2008).

A limpeza é realizada em etapas de pré-lavagem em agua pura,
uso de detergentes e enxague com agua pura, e a sanitizagao pode ser
efetuada pelo uso de substédncias quimicas como, por exemplo,
compostos clorados (ANDRADE, 2008). Portanto, a lavagéo de alface em
agua pura nao € considerada sequer como procedimento de limpeza
completo, mas apenas o seu primeiro momento. Sendo assim, a lavagao
de alface em agua pura, estd longe de ser considerada como
higienizagao. Esse fato foi verificado no presente trabalho, pois, embora a
lavacao tenha contribuido em reduzir a carga microbiana, nao foi eficiente

em deixar a alface em niveis aceitaveis para alimentagéo.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

De modo geral, além do solo, do substrato das bandejas e do
material dos canteiros de cultivo, a agua de irrigagdo pode ser
considerada como responsavel pela formagao de microbiota na superficie
das folhas de alface e, também, pode ser considerada como a grande
responsavel pela sua contaminagdo microbiolégica. Nos quatro
experimentos realizados, a agua de irrigagcao pode ter exercido esses dois
efeitos sobre a hortaligca.

A urina de vaca, logo apds a sua coleta e até a sétima semana de
armazenamento em bombona plastica fechada, tem alguma carga
microbiana. Na urina de vaca mantida em recipiente fechado, apds
quatro ou cinco semanas de coleta, ocorre drastica redugcdo de carga
microbiana contaminante, que atinge a contagem zero a partir da oitava e
nona semanas nesse armazenamento. Essa urina de vaca “envelhecida”,
aplicada em alface, em solugdes de concentragcbes de até 5,21%, pode
favorecer o desenvolvimento da hortaliga sem contamina-la
microbiologicamente.

As solugdes de urina de vaca podem levar microbios para a
superficie de alface. Mas, no caso dos experimentos realizados, a carga
microbiana das solugdes de urina de vaca foi fortemente definida pela
carga microbiana da agua utilizada em seu preparo. Desse modo, a
influéncia da urina de vaca na carga contaminante da alface dos
experimentos pode ter sido nula ou, no maximo, insignificante. Além
disso, em fungdo da pequena dose aplicada (60 mL por planta), dividida

em cinco aplicacbes em intervalos de sete dias, pode ser entendido que a
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contribuicdo de micrébios dada pelas solugcbes de urina de vaca para a
alface foi muito reduzida.

Em relacdo ao desenvolvimento da alface influenciado, ou nao,
pela aplicacdo de solugdes de urina de vaca, pode-se afirmar que, em
ambas as vias, foliar ou solo, houve melhora no desenvolvimento da
hortalica cultivada em comparagdo com aquelas pulverizadas com agua
(concentragdo 0%). Ressalta-se, contudo, que a via escolhida, foliar ou
solo, ndo promoveu respostas diferenciadas de crescimento quanto as
caracteristicas como MFCA e MFF; mas houve diferengas significativas,
entre alguns tratamentos, quanto ao NFP, MFC e CC.

Entre todas as solugbes avaliadas nos quatro experimentos,
aquelas que promoveram os melhores resultados de aumento, em
aplicagao foliar, foram: 4,37% para MFCA; 4,38% para NFP; 4,23% para
MFF; 5,21% para MFC; e 4,00% para CC. Para as aplica¢des via solo, os
melhores resultados para MFC foram obtidos pela solu¢ao a 3,09%, e os
melhores resultados para MFCA, NFP, MFF e CC, nas condi¢des
avaliadas, foram obtidos pelas solugcbes com concentragdes a 4% de
urina de vaca.

As solugdes com concentragdo de urina de vaca entre 4% e 6%
promoveram menores taxas de coliformes termotolerantes em alface em
relacdo a testemunha (solugbes a 0% de urina de vaca). Entretanto,
esses resultados ainda ndo devem ser tomados como conclusivos antes
da realizagdo de novos experimentos. Caso sejam comprovados, fica
ainda a necessidade de se explicar qual o0 mecanismo envolvido nesse
possivel fendbmeno de efeito protetor.

Se os experimentos 1 e 2 com solugdes da urina de vaca recém
coletada mostraram aumento linear, desde as testemunhas a 0% de urina
até as solucdes a 4%, nas caracteristicas de crescimento da hortalica, os
experimentos 3 e 4 revelaram dois aspectos destacaveis: as solugdes de
urina de vaca armazenadas a mais de 49 dias, com taxas zeradas de
microbios, também promoveram caracteristicas de crescimento melhores

do que as testemunhas (a 0% de urina); com os pontos de maximo nas
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solucdes entre 4,00% e 5,21%, confirmando-as como as solugdes que
produziram as melhores caracteristicas de crescimento para alface nas
condi¢des de cultivo aqui apresentadas.

Na alface lavada apenas em agua pura houve reducédo da carga
microbiana, mas nao o bastante para ficar livre da contaminacao.
Portanto, o consumo da hortalica deve ser antecedido de higienizagéo
adequada, realizada em todas as etapas de limpeza e sanitizagao,
independentemente da utilizagdo de solugdo de urina de vaca e da
concentracao utilizada.

Segundo PARISH et al. (2003), o melhor método de eliminagao dos
microbios nos alimentos € a prevencao da contaminacdo. No entanto,
como isso nem sempre € possivel, a necessidade de lavar e sanitizar os
produtos continua a ter primordial importancia de modo que se evite
surtos de doencas por meio de alimentos.

As contagens de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
micro-organismos aerobios mesofilos, ndo revelaram variagao
significativa, para mais, nas taxas microbianas das alfaces cultivadas com
diferentes solugdes de urina de vaca, entre si e em relacdo as
testemunhas. Logo, a contaminagdo microbiana nédo foi influenciada de
modo significativo por micrébios originarios da urina de vaca. Ao que tudo
indica, a contaminacdo microbiana verificada na alface dos quatro
experimentos foi gerada pela agua de irrigacdo. Assim, a aplicagdo de
urina de vaca nas condi¢cdes aqui relatadas beneficiou o crescimento da
alface sem coloca-la em risco microbiolégico.

Por fim, uma adverténcia a quem valoriza o bem-estar e a
qualidade de vida: a alface, tdo amplamente cultivada e consumida pela
populacdo do Brasil, pode ser exposta, desde a irrigacédo até os
momentos que antecedem o seu consumo, a contaminagdo microbiana
de tal magnitude que, no consumo fora de casa, deve ser observado
atentamente se o estabelecimento que a serve adota padrdo higiénico
satisfatorio. Caso contrario, € mais prudente limitar a sua ingestédo no

préprio lar.
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6. CONCLUSOES

Solugbes de urina de vaca aplicadas via solo na concentragcao até
4,0% e foliar até 5,21% promovem o crescimento das plantas e a
producgao da alface;

Solugbes de urina de vaca aplicadas via solo, até a concentragao
de 4%, e via foliar, até 10%, ndo promovem aumento da carga microbiana
em alface. Contudo, recomenda-se a aplicagao limitada as concentragdes
que promovem o crescimento das plantas e a producao da alface;

A urina de vaca pura, hermeticamente fechada em bombona
plastica mantida no escuro, apresenta crescimento de coliformes totais,
coliformes termotolerantes e micro-organismos aerdbios mesofilos até por
volta da 5% semana, caindo drasticamente, alcangando nivel zero, ou
proximo desse, apds a 72 semana;

A agua de irrigagado apresenta elevada carga microbiana e é a
maior responsavel pela carga microbiana da alface, pois solugdes de
urina aplicadas via foliar até a concentragdo de 10% ndo causaram
aumento da carga microbiana da alface;

A simples lavagem das folhas de alface com agua pura tratada,
apesar de reduzir a carga microbiana, ndo é eficaz para reduzir essa

carga em niveis aceitaveis para os comensais.
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APENDICE A

Tabela 1A: Resumo da analise de variancia da massa fresca de cabeca
de alface (g/planta) dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ Qv F
Blocos/Experimento 8 1.044,5544 130,5693
Tratamento (T) 4 10.847,1612  2.711,7903 289,22**
Experimento (E) 1 365,5808 365,5808 38,99**
TxE 4 37,5052 9,3763 0,45™
Erro Médio 32 659,5536 20,6110
Total 49 12.954,3552
Média 112,44
CV (%) 4,04

**. F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade;™: F nao-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 2A: Resumo da analise de varidancia do numero de folhas por
planta de alface dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 8 107,236 13,4045
Tratamento (T) 4 680,0092 170,0023 12,81*
Experimento (E) 1 1,2482 1,2482 0,09™
TxE 4 53,0788 13,2697 6,48**
Erro Médio 32 65,48 2,0463
Total 49 907,0522
Média 35,13
CV (%) 4,07

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 3A: Resumo da analise de varidncia da massa fresca de folha de
alface (g/planta) dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ Qv F
Blocos/Experimento 8 872,66 109,0825
Tratamento (T) 4 9.200,3648 2.300,0912 431,88**
Experimento (E) 1 209,3058 209,3058 39,30**
TxE 4 21,3032 5,3258 0,31™
Erro Médio 32 542,104 16,9408
Total 49 10.845,7378
Média 102,26
CV (%) 4,02

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 4A: Resumo da analise de variancia da massa fresca de caule de
alface (g/planta) dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 8 8,2536 1,0317
Tratamento (T) 4 77,9668 19,4917 6,45*
Experimento (E) 1 22,3112 22,3112 7,38™
TxE 4 12,0908 3,0227 14,14**
Erro Médio 32 6,8384 0,2137
Total 49 127,4608
Média 10,17
CV (%) 4,54

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 5A: Resumo da analise de variancia do comprimento de caule de
alface (cm/planta) dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ Qv F
Blocos/Experimento 8 20,3088 2,5386
Tratamento (T) 4 38,786 9,6965 21,47
Experimento (E) 1 0,8192 0,8192 1,81
TxE 4 1,8068 0,4517 3,80*
Erro Médio 32 3,7992 0,1187
Total 49 65,52
Média 6,32
CV (%) 5,45

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 6A: Resumo da andlise de varidncia dos coliformes
termotolerantes de alface (Log10/100g) dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 8 2,2419 0,2802
Tratamento (T) 4 1,0113 0,2528 1,32
Experimento (E) 1 0,1475 0,1475 0,77™
TxE 4 0,7688 0,1922 0,41
Erro Médio 32 14,8875 0,4652
Total 49 19,057
Média 1,86
CV (%) 36,75

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 7A: Resumo da analise de variancia dos micro-organismos
aerobios mesdfilos de alface (Log10/g) dos experimentos 1 e 2.

FV GL SQ Qv F
Blocos/Experimento 8 0,1687 0,0211
Tratamento (T) 4 0,1337 0,0334 0,78™
Experimento (E) 1 0,0018 0,0018 0,04"
TxE 4 0,1720 0,0430 0,52"
Erro Médio 32 2,6424 0,0826
Total 49 3,1186
Média 6,71
CV (%) 4,28

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 8A: Resumo da andlise de varidncia dos coliformes
termotolerantes de alface (Log10/100g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 1.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 8 2,2794 0,2849
Tratamento (T) 4 0,7542 0,1886 3,85™
Experimento (E) 1 3,3744 3,3744 68,9**
TxE 4 0,1959 0,0490 0,12"
Erro Médio 32 12,7727 0,3991
Total 49 19,3766
Média 1,54
CV (%) 40,98

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 9A: Resumo da andlise de variancia dos coliformes
termotolerantes de alface (Log10/100g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 2.

FV GL SQ Qm F
Blocos/Experimento 8 0,8428 0,1053
Tratamento (T) 4 3,3282 0,8320 29,11*
Experimento (E) 1 4,5200 4,5200 158,15**
TxE 4 0,1143 0,0286 0,10™
Erro Médio 32 9,6324 0,2979
Total 49 18,3377
Média 1,61
CV (%) 33,9

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 10A: Resumo da analise de variancia dos coliformes
termotolerantes de alface (Log10/100g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 3.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 6 4,7889 0,7981
Tratamento (T) 4 0,3575 0,0894 4,96"
Experimento (E) 1 5,5644 5,5644 308,49**
TxE 4 0,0722 0,0180 0,11
Erro Médio 24 3,8172 0,1591
Total 39 14,6002
Média 1,44
CV (%) 27,6

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 11A: Resumo da andlise de varidncia dos coliformes
termotolerantes de alface (Log10/100g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 4.

FV GL SQ Qm F
Blocos/Experimento 6 0,3623 0,0604
Tratamento (T) 4 1,0538 0,2634 3,03"
Experimento (E) 1 3,3867 3,3867 38,96**
TxE 4 0,3477 0,0869 0,24
Erro Médio 24 8,6073 0,3586
Total 39 13,7578
Média 1,47
CV (%) 40,6

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 12A: Resumo da andlise de variancia dos micro-organismos
aerobios mesodfilos de alface (Log10/g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 1.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 8 1,4538 0,1817
Tratamento (T) 4 0,4846 0,1211 1,56"
Experimento (E) 1 10,1973 10,1974 131,7**
TxE 4 0,3097 0,0774 0,44
Erro Médio 32 5,6403 0,1763
Total 49 18,0857
Média 6,25
CV (%) 6,7

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 13A: Resumo da analise de variancia dos micro-organismos
aerobios mesofilos de alface (Log10/g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 2.

FV GL SQ Qm F
Blocos/Experimento 8 1,2800 0,1600
Tratamento (T) 4 0,3332 0,0833 0,80™
Experimento (E) 1 11,2580 11,2580 108,6**
TxE 4 0,4145 0,1036 0,83™
Erro Médio 32 3,9987 0,1250
Total 49 17,2844
Média 6,24
CV (%) 5,66

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 14A: Resumo da andlise de variancia dos micro-organismos
aerobios mesodfilos de alface (Log10/g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 3.

FV GL SQ QM F
Blocos/Experimento 6 0,4148 0,0691
Tratamento (T) 4 0,5740 0,1435 2,90
Experimento (E) 1 9,9910 9,9910 201,7**
TxE 4 0,1981 0,0495 0,46
Erro Médio 24 2,5737 0,1072
Total 39 13,7516
Média 6,27
CV (%) 5,2

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; ": F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 15A: Resumo da analise de variancia dos micro-organismos
aerobios mesofilos de alface (Log10/g), ndo lavada e lavada em agua
pura da ETA/IFMG-SJE, do experimento 4.

FV GL SQ Qm F
Blocos/Experimento 6 0,5573 0,0929
Tratamento (T) 4 0,4123 0,1031 4,33
Experimento (E) 1 12,0868 12,0868 507,9**
TxE 4 0,0952 0,0238 0,58
Erro Médio 24 0,9874 0,0411
Total 39 14,139
Média 6,23
CV (%) 3,25

**: F significativo a 1% e a 5% de probabilidade; *: F significativo a 5% de
probabilidade; "*: F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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