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INTRODUCAO

A prética do reiso de &gua tem se mostrado uma alternativa promissora como
estratégia de convivéncia com a escassez hidrica na producéo agricola do semiarido brasileiro,
principalmente em propriedades rurais de pequeno e médio porte dessa regido. Entretanto, a
utilizacdo de esgotos domésticos na agricultura pode apresentar riscos a saude publica e/ou
ambientais caso ndo seja adotado um sistema de tratamento e manejo sanitario adequado.
Diante disso, um dos principais fatores a serem estudados ¢ o tempo de permanéncia da
bactéria Escherichia coli (indicador de contaminacao fecal) em solos irrigados com esse tipo
de agua. O presente estudo teve por objetivo avaliar o decaimento de E. coli em um tipo de
solo do semiérido brasileiro. Para avaliacdo da cinética de decaimento bacteriano no solo
foram utilizadas coldnias de E. coli, isoladas de um sistema de tratamento de esgoto em
operacdo no Instituto Nacional do Semiarido (INSA/MCTIC). Através das técnicas de
plagueamento e cultivo da bactéria alvo em laboratorio, foi possivel obter uma solucéo liquida
com a concentracdo de E. coli em torno de 3,7x10° UFC mL™. Essa suspensdo bacteriana foi
utilizada para inocular a populacdo de bactérias no solo a ser estudado. A persisténcia das
bactérias no solo foi determinada com a realizacdo de contagens de unidades formadoras de
col6nias (UFC) pelo método da diluicdo em série e incubados em placas. As coletas de solo
para andlises foram realizadas nos seguintes tempos: TO (dia da inoculacdo); T1 (3 dias apds a
inoculacdo = DAI); T2 (6 DAI); T3 (9 DAI) e T4 (27 DAI). A concentracao inicial de E. coli
no solo foi de 1,1x10° UFC g, com o seguinte decaimento: 2,8x10® UFC g™ aos 3 DAI,
8,1x10" UFC g™ aos 6 DAI, 3,0x10° UFC g™ aos 9 DAI e 1,3x10? UFC g* aos 27 DAI. Sendo
assim, entre o inicio e o fim do experimento houve um decréscimo de 7 unidades log e a taxa
de decaimento foi de 0,6 d*. Um més apés a contaminac&o do solo, a concentracéo de E. coli
encontrada foi baixa, demonstrando a velocidade de inativacdo dessa bactéria para esse tipo
de solo avaliado. Entretanto, sugere-se que trabalhos futuros sejam realizados em condigoes
de campo e com outros tipos de solos encontrados nessa regiao.
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DESENVOLVIMENTO

Segundo dados do Instituto Trata Brasil (2019), o subsolo brasileiro recebe uma carga
anual de esgoto em torno 4,3 milhdes de m3, que corresponde a soma do esgoto vindo da falta
de redes de coleta e de vazamentos por falta de manutencdo. A producdo de esgoto bruto no
Semiéarido brasileiro (SAB) alcancou a marca de 423 milhdes de m3/ano, onde cerca 72%
desse valor ndo é coletado (MEDEIROS et al., 2014). Grande parte desses efluentes
domeésticos vem sendo utilizados na agricultura em zonas rurais e periurbanas do SAB.
Entretanto, em muitos casos, a pratica do reuso agricola é realizada de maneira inadequada,
como por exemplo, a utilizacdo de esgotos domésticos sem tratamento. Esses efluentes
liquidos ndo tratados, quando langados no ambiente, podem comprometer gravemente a satde
publica e o ecossistema por conterem diversos tipos de microrganismos patogénicos. Para
obter informacGes sobre 0s niveis de contaminacdo de uma determinada matriz (agua, solo ou
vegetais), onde ocorre esse tipo de pratica, € necessario que haja um monitoramento
microbioldgico de organismos patdgenos presentes na amostra a ser investigada.

Para o monitoramento desses agentes patogénicos no ambiente sdo utilizados
microrganismos indicadores de contaminagdo, onde sdo utilizados critérios que selecionam
grupos ou espécies que quando se encontram presentes, fornecem informacbes sobre a
contaminacdo de origem fecal por serem encontrados no contetdo intestinal do homem e
animais homeotérmicos. Os indicadores bacterioldgicos utilizados para esse tipo de
monitoramento pertencem ao grupo dos Enterococcus e Enterobacteriaceae, onde o0s
coliformes termotolerantes sdo os mais utilizados. A E. coli € a Unica espécie termotolerante
cujo habitat exclusivo é o intestino humano e de animais homeotérmicos, com concentraces
elevadas, sendo considerada o mais especifico indicador de contaminacdo fecal e de possivel
existéncia de outros organismos patogénicos, conforme descrito nas legislacfes vigentes no
pais (ANVISA, 2004; CONAMA, 2005).

A presenca dessa classe de bactérias em amostras ambientais indica a qualidade
sanitaria do solo, agua e/ou vegetais. Muitos pesquisadores tém avaliado a sobrevivéncia de
E. coli em diferentes ambientes, incluindo agua salgada, doce, sedimentos aquaticos, e
principalmente nos solos (TOOP et al., 2003; ISHII & SADOWSKY, 2008; SEMENOV et
al., 2008; OVERBEEK et al., 2010). As caracteristicas desfavoraveis, encontradas fora do
trato digestivo de animais homeotérmicos, tendem a diminuir o tempo de permanéncia dessas
bactérias fecais no ambiente, entretanto, algumas estirpes podem sobreviver por periodos
relativamente longos diante dessas condi¢cGes (FENLON et al., 2002; YAO et al., 2013). Uma
vez que misturada ao solo, a E. coli pode permanecer viavel por varios meses (JONES, 1999).
Estudos demonstraram que, quando depositada no solo, a E. coli pode sobreviver, reproduzir e
movimentar-se por um periodo de até dois meses, possibilitando a contaminagdo do lengol
freatico por lixiviamento (ELVING, 2009).

A dinamica de sobrevivéncia e transporte de E. coli no meio ambiente é influenciada
por uma série de fendmenos complexos devido as interagcdes dos processos que regulam essa
movimentacdo no solo, tais como a taxa de infiltracdo de agua, alteracdo nas propriedades
fisico-quimicos, competicdo com bactérias nativas, fluxo de agua, filtracdo fisica e retencdo
de células bacterianas através das particulas do solo, estirpe bacteriana e estado fisiologico
das células (UNC et al., 2003; 2004; ZALESKI et al., 2005; RODRIGUES, et al., 2011),
dentro outros. Assim, em condi¢cGes favoraveis de pH, temperatura e nutrientes, a
sobrevivéncia das bactérias fecais podem se estender por varios meses apds a contaminacao
no solo.

Diante do exposto, torna-se necessario o desenvolvimento e aprimoramento de estudos
com o foco de conhecimento sobre a cinética do decaimento bacteriano nos mais diversos
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tipos de solo, principalmente em regiGes semiaridas. Sendo assim, o presente estudo teve por
objetivo avaliar o decaimento de E. coli em um Planossolo Héaplico na regido do semidrido
paraibano.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido entre os meses de Julho e Agosto de 2019, no
Laboratério de Microbiologia Ambiental do INSA/MCTIC, localizado no municipio de
Campina Grande-PB (7°16°36.8”S; 35°58°01.2”0). O solo utilizado no experimento ¢é
classificado como Planossolo Haplico eutrofico tipico, com as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: Areia = 787 g kg™; Silte = 157 g kg™*; Argila = 56 g kg™*; pH = 5,7; CE = 152 pS
cm™; P = 7,0 mg kgt H+AI = 1,7 cmol, kg™; Ca** = 1,1 cmol, kg™; Mg®* = 0,1 cmol. kg™;
Na" = 0,1 cmol. kg™*; K* = 0,3 cmol. kg™ e SB = 2,1 cmol, kg™.

A partir de amostras do sistema de tratamento de aguas residudrias, instalado na sede
administrativa do INSA, foi possivel isolar col6nias de E. coli para elaboracdo do estudo. Para
melhor compreensdo, o experimento sera descrito em etapas, conforme detalhamento abaixo.
Materiais e equipamentos utilizados no experimento foram devidamente esterelizados.

Etapa | — Identiticacdo e isolamento bacteriano: amostras de esgoto doméstico, coletado e
tratado na Instituicdo, sdo analisadas periodicamente no laboratério citado. Dessa forma,
aliquotas desses efluentes foram testadas para crescimento de bactérias do grupo Coliformes
e, consequentemente para E. coli. Para realizar esse procedimento, foi utilizada a técnica de
plaqueamento por espalhamento em superficie (spread plate), onde aliquotas de 100 uL do
efluente diluido foram depositadas na superficie do meio de cultura, contido em placas de
Petri, e espalhadas com auxilio da alga de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 35° C (+0,5) durante 24 horas. O Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB Levine), utilizado nessa etapa, é um meio de cultura diferencial que inibe o
crescimento de bactérias gram positivas e indica se a bactéria é fermentadora ou ndo de
lactose, onde as col6nias de E. coli sdo facilmente identificaveis por apresentarem coloracdo
verde metalico.

Etapa Il — Cultivo e multiplicacdo bacteriana: apds o periodo de incubacdo, foram isoladas
coldnias de E. coli através da alca de platina (1 pL). A col6nia recuperada com a alga foi
inoculada, em forma de estrias, em uma nova placa com meio EMB. As coldnias que
cresceram nas placas foram transferidas para tubos de ensaio contendo meio de cultura
liquido. Utilizou-se o caldo Brain Heart Infusion (BHI) para favorecer o crescimento
bacteriano. Os tubos de ensaio contendo o meio de cultura liquido e as col6nias de E. coli
foram incubados durante 48 horas a 35° C (+0,5). Ao final desse procedimento, obteve-se uma
suspensdo de E. coli em meio liquido para ser utilizada na préxima etapa.

Etapa Il — Inoculacdo bacteriana no solo: utilizaram-se vasos de plasticos de 800 mL
preenchidos com solo peneirado e esterilizado, onde foram depositadas as suspensoes
bacterianas, com uma densidade de E. coli em torno de 3,7x10° UFC mL™, até atingir a
capacidade campo do solo. Os vasos foram mantidos em ambiente aberto com exposigéo solar
durante todo o experimento.

Etapa IV — Contagem de bactérias no solo: para cada avaliagdo foram coletados 10 gramas de
solo e diluidos em 90 mL de solucéo salina 0,9%, seguindo o sistema de dilui¢do seriada até
10°®. Realizou-se o plagueamento de cada diluicio em meio EMB, seguido de incubagdo a 35°
C (x0,5) por 24 horas. As quantificacOes de E. coli no solo foram realizadas no 3°, 6°, 9° e 27°
dia apos a inoculacdo. Os valores foram expressos em unidades formadoras de colnias por
grama de solo (UFC g?). O valor de E. coli no inicio do experimento (tempo zero) foi de
1,1x10° UFC g™,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar que apds a contaminacao do solo com a concentracdo de E. coli de
1,1x10° UFC g*, em menos de uma semana (6 DAI) houve um descrécimo 1,1 unidades log
na populacéo dessa bactéria no solo. Aos 9 DA, a reducéo foi de 1,7 unidades log, em relacao
a0 6 DAI, chegando aos valores de 3,0x10° UFC g™*. Aos 27 DAI a concentracéo de E. coli no
solo foi de 1,3x10? UFC g, onde o descréscimo foi de 6,9 unidades log em relacéo ao inicio
do experimento. Através desses resultados, foi possivel encontrar o valor do coeficiente de
decaimento k = 0,6 d™*. Pereira et al., (2014), avaliando a taxa de sobrevivéncia de E. coli em
um Cambissolo Haplico que foi irigado com esgoto doméstico bruto, obtiveram o valor de k
na faixa de 0,7 d™. Dessa maneira, relataram que ao final de 32 dias a concentragéo de E. coli
no solo foi nula, com uma remocdo de 4 unidades log no experimento. Os autores atribuiram
esses resultados a acdo da radiacdo solar (UV) no solo e, consequentemente exercendo um
efeito nocivo as bactérias aliado aos fatores de competicdo e predacdo de bactérias nativas do
solo.

Uma vez que, ao final de 27 dias ap6s a contaminagdo do solo, a concentracéo de E. coli
encontrada foi de 1,3x10? UFC g, evidencia-se o potencial desse tipo de solo na inativagéo
de microrganismos patogénicos. Morais et al., (2016) constataram 0 mesmo efeito em um
Argissolo Vermelho amarelo que foi irrigado com esgoto doméstico tratado no municipio de
Apodi-RN. Por sua vez, Souza et al., (2011) obtiveram o mesmo tipo de resposta em estudos
realizados com Cambissolo Haplico em Minas Gerais. Esses autores encontraram valores de
1,96x10° NMP g na camada superficial do solo irrigado com esgoto doméstico néo tratado.
Segundo os autores, tais resultados encontram-se abaixo do limite maximo exigido pelo
MAPA (2003) para o consumo de frutas frescas, que é de 5,0x10° NMP g™.

Por fim, vale ressaltar que informacGes desse tipo podem auxiliar os agricultores que
utilizam a préatica do relso agricola. Pois, a partir de resultados como esses, € possivel saber o
tempo de permanéncia da E. coli no solo que recebeu uma determinada concentragdo de
contaminante microbiolégico. Sendo assim, o manejo sanitario pode ser planejado com as
devidas segurangas exigidas, como por exemplo, suspender a irrigacdo semanas antes da
colheita. Os resultados obtidos com esse trabalho refletem uma realidade de contaminacdo
microbidlogica do solo com esgoto doméstico sem nenhum tipo de tratamento. Por isso,
sugere-se que para toda pratica de relso de agua na agricultura seja utilizados efluentes
tratados com tecnologias especificas para cada finalidade, visando diminuir a populacdo de
microrganismos patogénicos depositados no meio ambiente. Sendo assim, a concentracdo de
bactérias patogénicas que seriam depositadas no solo irrigado com esse efluente apresentaria
niveis menores e, consequentemente o tempo de decaimento bacteriano seria mais breve.

CONSIDERACOES FINAIS

Esses resultados podem contribuir para um melhor entendimento do tempo de
permanéncia de bactérias patogénicas em solos da regido semiarida do Brasil. Além de
fornecer informacdes que podem ser incorporadas em planos de manejos sanitarios que
utilizem a prética de reuso agricola nessa regido. Entretanto, sugere-se que mais estudos sejam
realizados com essa tematica, visando fornecer novas informacGes para outros tipos de solos
presentes no semiarido brasileiro.

Salienta-se a importancia do tratamento de esgoto doméstico antes de sua utilizacdo na
agricultura, visando principalmente proteger a saiude dos agricultores, bem como do meio
ambiente e a qualidade sanitéria da producéo agricola.

Palavras-chave: Semiérido brasileiro, Polui¢do do solo, Coliformes, Reuso agricola.
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