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RESUMO

A caracterizacdo da microfauna e a avaliagdo quanto a remocdo de formas resistentes de organismos
patogénicos devem ser consideradas como mais um pardmetro na avaliagdo do desempenho de sistemas de
tratamento de esgoto por lodos ativados. O presente estudo teve como objetivo caracterizar e quantificar os
protozoérios ciliados presentes no sistema de lodos ativados e avaliar remocdo de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp ao longo de um sistema de tratamento combinado anaerébio/aerébio de
esgoto. A ETE em estudo se destaca pelo diferenciado sistema de tratamento de esgoto, que envolve
inicialmente o tratamento anaerobio seguido pelo por lodos ativados. A pesquisa dos cistos e oocistos foi
realizada por meio da reagdo de imunofluorescéncia direta e para as analises dos protozoarios ciliados foram
efetuadas observacGes sob microscopio estereoscopico e de contraste interferencial diferencial (DIC),
possibilitando identificagdo dos organismos in vivo e apds impregnagdo pela prata. A ciliatofauna do lodo
ativado esteve representada pelos protozoérios ciliados sésseis, pelos predadores de flocos e pelos livre natantes. Os
dois primeiros apareceram em todas as coletas, enquanto o Ultimo grupo apresentou uma frequéncia de 95,8%. Os ciliados
sésseis foram os mais abundantes durante as coletas, correspondendo a 36,8 % dos organismos observados em
relagio a comunidade, seguido pelos ciliados predadores de flocos (19,3 %), tecamebas (15,7 %),

zooflagelados (11,3 %), ciliados livre natantes (9,0 %), amebas nuas (4,4 %) e micrometazoarios (3,4 %).
Dentre os ciliados sésseis registrados, espécies de Vorticella e Epistylis sp. foram as mais abundantes, seguidas
pelos ciliados suctoriais Podophrya fixa e Tokophrya sp. Os ciliados predadores de flocos mais frequentes e
abundantes no lodo ativado foram Aspidisca spp e Gastronauta membranaceus. Durante o estudo foram
detectados apenas oocistos de Cryptosporidium spp em apenas trés amostras. O sistema apresentou eficiéncias
de remocéo de cistos que variaram de 99,8 a 100 %. O estudo da remog&o destes parasitos patogénicos ressalta
a importancia do tratamento de esgotos sanitarios para reducdo do impacto dos efluentes gerados no meio
ambiente e na satde publica e a necessidade de maior controle quanto ao tratamento de lodo condicionado
gerado em ETE.

PALAVRAS-CHAVE: Microfauna, ciliados, protozoarios patogénicos, lodos ativados.

INTRODUCAO

Os sistemas de lodos ativados abrigam uma comunidade microbioldgica bastante dindmica e fundamental ao
tratamento do esgoto, tendo cada espécie sua importancia para o bom funcionamento do sistema. A estrutura
dessa comunidade esta diretamente ligada as condicdes operacionais e com a qualidade e quantidade de efluente
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que alimenta o processo, de modo que, a avaliagdo microbiolégica do lodo é capaz de fornecer informagoes
sobre o desempenho de uma planta de tratamento de esgoto.
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Dentre 0s organismos que compfem a microfauna do lodo ativado, os protozoarios sdo comumente
encontrados nesse sistema aerébio. Os protozoarios ciliados, dada sua natureza heterotrdéfica, sdo responsaveis
pelo consumo de matéria organica, de bactérias livres e participam na formacéo de flocos de lodo ativado. Estes
organismos constituem um grupo amplamente diversificado morfologicamente, contendo mais de 8.000
espécies nominais, em sua maioria de vida livre. Apresentam facilidade de cultivo em laboratério, alta
capacidade de multiplicacdo, ciclo de vida relativamente curto e, consequentemente, rapida manifestacdo de
resposta em face das alteracBes nas caracteristicas do meio. Os principais grupos de protozoarios do lodo
ativado sdo os ciliados bacterivoros, classificados de acordo com seu comportamento em trés grupos
funcionais: livre-natantes, rastejantes e sésseis. Utilizando-se da corrente de dgua gerada pela ciliatura oral,
estes ciliados capturam bactérias e conduzi-las para a regido oral. Enquanto os ciliados livre-natantes e sésseis
competem entre si pelas bactérias em suspenséo no liquido sob aeracéo, os rastejantes, comumente associados a
superficie do floco, removem e ingerem particulas organicas aderidas ao floco.

No processo de clarificacdo do esgoto, os protozoarios ciliados sdo considerados importantes e o papel que
eles desempenham tem sido ao longo dos anos, objeto de estudo de muitos pesquisadores de diversas partes do
mundo, que ressaltam o potencial indicador das espécies de ciliados na eficiéncia do processo de tratamento de
esgoto (MADONI & GHETTI, 1981; AL — SHAHWANI & HORAN, 1991; MADONI, 1994; MARTIN-
CERECEDA et al.,1996; ETTI et al., 2000; NICOLAU et al, 2001; LEE et al., 2004; MADONI, 2011). Logo,
dada a essa crescente utilizagdo da microbiota do lodo ativado como ferramenta auxiliar na diagnose das
condi¢Oes operacionais de sistemas de tratamento de esgoto, estudos taxondmicos e de caracterizacdo dos
protozoarios ciliados presentes em ETE também vém sendo desenvolvidos (AESCHT & FOISSNER, 1992;
ETTI et al, 2000, SILVA & SILVA-NETO; 2001; PAIVA & SILVA-NETO, 2004; BENTO et al., 2005;
SIQUEIRA-CASTRO et al. 2009; SIQUEIRA-CASTRO & SILVA-NETO, 2009).

A avaliacdo quanto a remoc¢do de formas resistentes de organismos patogénicos deve ser considerada como
mais um parametro na avaliacdo do desempenho de sistemas de tratamento de esgoto por lodos ativados. No
entanto, a avaliagdo de indices parasitolégicos muitas vezes ndo faz parte dos parametros que caracterizam o
residuo gerado no processo. O tratamento adequado do esgoto doméstico minimiza a contaminagdo por
organismos patogénicos nos recursos hidricos, principalmente daqueles que servem de mananciais fornecedores
de 4gua para Estacdes de Tratamento de Agua, evitando o surgimento de varios surtos de doenca de veiculagéo
hidrica (MACPHERSON, 2005).

Os cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. sdo liberados por meio das fezes dos hospedeiros
infectados, fazendo com que o esgoto doméstico seja uma das mais importantes fontes de contaminagdo
ambiental (MACPHERSON, 2005; MONTEMAYOR et al., 2005), causando um grande impacto na salde
publica e ambiental. Estas formas infectantes sdo amplamente encontradas como contaminantes de dguas doces
(BUKHARI et al., 1997; KARANIS et.al., 1998; FRANCO et al., 2001; ONO et al., 2001; GREINERT et al.,
2004). As formas infectantes destes protozodarios patogénicos sdo frequentemente detectadas, em
concentragdes varidveis, em amostras de esgoto bruto ou tratado: de 100 a 10.000 oocistos / L e 1000 a
100.000 cistos / L, respectivamente (MADORE, et al., 1987; CARRARO, et. al., 2000).

A caracterizacdo e a avaliacdo da microfauna do sistema de lodo ativado de uma estacdo de tratamento de
esgoto é uma ferramenta adicional que contribui na rapida diagnose para tomada de decisGes e identificacdo de
problemas operacionais, além de agregar informagBes para o monitoramento e melhoria no tratamento dos
efluentes. O presente estudo teve como objetivo caracterizar e quantificar os protozodrios ciliados presentes no
sistema de lodos ativados e avaliar remog&o de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp ao
longo de um sistema de tratamento combinado anaerébio/aer6bio de esgoto.

MATERIAIS E METODOS

A andlise quantitativa da microfauna do lodo ativado foi realizada em camara de Sedgwick-Rafter utilizando
microscépio 6ptico no aumento de 100 X e 200 X. Aliquotas de lodo ativado foram analisadas, sendo os
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organismos observados in vivo em microscopia de contraste de fase e contraste interferencial diferencial de
Nomarski (DIC), possibilitando identificagdo preliminar. Culturas obtidas de aliquotas de lodo ativado foram
mantidas em placas de Petri e 0s protozoarios ciliados foram triados e fixados para a realizacdo de técnica de
impregnacéo pela prata que € indispensavel no estudo taxonémico e morfol6gico destes organismos.
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Para a avaliagdo da eficiéncia de remocao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. na ETE
em estudo foram colhidas amostras de esgoto bruto (P1l), do efluente do Reator Anaerdbio de Fluxo
Ascendente — RAFA (P2a), lodo do RAFA (P2b), lodo do tanque de aeracdo (P3), efluente tratado (P4) e lodo
condicionado (P5). As amostras foram colhidas conforme o tempo de detencéo hidraulica da ETE de 22 horas,
sendo P1 obtida ao meio dia, P2a a 1 hora da manhd ao mesmo tempo que foi realizada a coleta de P2b. A
terceira amostra, o lodo recirculado do tanque de aeragdo (P3) foi colhida &s 10 horas da manhd e em seguida
realizada a tomada do efluente tratado (P4). O lodo condicionado (P5) € uma mistura do lodo excedente do
tratamento anaerébio somado ao lodo excedente do tratamento aerébio digerido. Assim, o lodo condicionado
analisado é resultado de varios descartes de lodo excedente do sistema ndo correspondendo ao esgoto de um
Unico dia.

A investigacdo da presenga de cistos e oocistos nas amostras foi realizada de acordo com protocolo para
concentragdo modificado de Robertson et al. (2000) e adaptado por Cantusio Neto et al. (2006). A pesquisa
dos cistos e oocistos nas amostras concentradas foi realizada por meio da reacdo de imunofluorescéncia direta
(RID) conforme as instrugdes do fabricante do Kit diagndstico (Merifluor®). A visualizacdo da RID foi feita
em microscépio de epifluorescéncia equipado com um filtro de excitacdo na faixa 450 a 490 nm e filtro de
barreira de 520 nm (verde). Apds a enumeracdo dos cistos e oocistos presentes nas amostras, o célculo da
estimativa do nimero de cistos e oocistos/L para cada amostra foi realizado com base na férmula:
X=(n/K).(S/A), sendo: X= concentracdo de oocistos ou cistos/L; n=nimero de oocistos ou cistos visualizados
na lamina; K= volume de sedimento analisado (pL); S = volume do sedimento obtido (pL) e A = volume
filtrado da amostra (L).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A microfauna do lodo ativado da ETE em estudo foi classificada em (i) Ciliados Sésseis; (ii) Ciliados
Predadores de Flocos; (iii) Ciliados Livres Natantes; (iv) Tecamebas; (v) Amebas Nuas; (vi) Zooflagelados e
(vii) Micrometazoérios. Os ciliados sésseis, os ciliados predadores de flocos, e as tecamebas apareceram em
todas as coletas. Os ciliados livre natantes apresentaram uma frequéncia de 95,8%, seguido dos zooflagelados
(87,5%), dos micrometazoarios (83,3%) e das amebas nuas (62,5%) nas analises realizadas até o momento
(Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia relativa e abundancia dos grupos componentes da microfauna presente no tanque de
aeracdo da ETE no periodo de fevereiro de 2010 a abril de 2011.

Abundancia (individuos/ml)

Grupo Frequéncia Relativa (%) Minima Média Maxima
Ciliados sésseis - CS 100 480 949,8 7000
Ciliados predadores de flocos - CPF 100 400 719,2 4560
Ciliados livres natantes — CLN 95,8 90 247,0 2240
Tecamebas 100 120 620,7 5200
Amebas nuas 62,5 40 349,3 2960
Zooflagelados — ZFL 87,5 120 340,2 4000
Micrometazoarios 83,3 40 107,7 1000

Os ciliados sésseis foram os mais abundantes durante as coletas (Figura 2) correspondendo a 36,8 % dos
organismos observados em relagdo a comunidade, seguido pelos ciliados predadores de flocos (19,3 %),
tecamebas (15,7 %), zooflagelados (11,3 %), ciliados livre natantes (9,0 %), amebas nuas (4,4 %) e

micrometazoarios (3,4 %).

ABES - Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



e B

HCLN

mCPF

mCSs

B Tecamebas

® Amebas Nuas
m Zooflagelados

Micrometazoarios

Figura 1. Abundancia relativa dos grupos da microfauna observado no lodo ativado da ETE.

Dentre os ciliados sésseis ocorrentes no lodo ativado, espécies de Vorticella e Epistylis sp. foram as mais
abundantes, seguidas pelos ciliados suctoriais Podophrya fixa e Tokophrya sp. (Tabela 2). Os ciliados
predadores de flocos (CPF) mais frequentes e abundantes no lodo ativado foram Aspidisca spp e Gastronauta
membranaceus (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia e abundancia dos organismos/mL detectados no tanque de aeracdo durante 0s
meses de novembro de 2010 a novembro de 2011.

Frequéncia Abundéancia
Classificacdo Taxon (%) (no./mL)
Minima Média Méaxima
Ciliado Livre Natante
Metopus sp. 4,2 0 1,7 40
Litostomatea 95,8 90 708,4 2240
Ciliado Predador de Floco
Gastronauta membranaceus 91,7 40 336,8 2480
Chilodonella sp. 6,7 40 6,7 120
Drepanomonas revoluta 13,3 0 13,3 160
Euplotes aediculatus 40 8,3 120
Aspidisca spp. 100 200 1159,0 3400
Ciliado Séssil
Vorticella spp. 95,8 200 1979,6 5400
Epistylis sp. 91,7 150 771,3 2400
Carchesium sp. 4,2 0 3,3 80
Opercularia sp. 16,4 40 33,9 360
Podophrya sp. 37,5 40 49,5 400
Discophrya sp. 20,8 30 13,3 120
Tokophrya sp. 50,0 40 44,8 200
Acineta sp. 4,2 0 3,3 80
Sphaerophrya sp. 4,2 0 3,3 80
Amebas Nua
sp.néo identificada 62,5 40 349,3 2960
Tecameba
Arcella sp. 100 120 1120,9 4400
Euglypha sp. 37,5 30 120,3 1333
Flagelado
Peranema sp. 70,8 80 213,5 560
Chilomonas sp. 37,5 40 537,8 4000
Fagelado NI 29,2 40 141,7 1120
Rotifera 83,3 40 262,5 1000
Nematoda Rabditis sp. 8,3 0 3,3 40
Anellida 8,3 0 3,3 40
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Dentre os ciliados livre natantes, as espécies pertencentes a classe Litostomatea foram as mais abundantes
(Tabela 2), seguido por Metopus sp. Os Litostomatea sdo protozoarios livre-natantes predadores de outros
ciliados, sendo também citados na literatura, como componentes da biota encontrada em plantas de lodo
ativado, apesar de ndo estarem diretamente relacionados com o processo de clarificagdo do esgoto.
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Dentre os outros grupos de protozoarios, foram frequentes as tecamebas do género Arcella sp., seguidas por
amebas desprovidas de carapaca, as amebas nuas, que ainda ndo foram identificadas. Os zooflagelados
observados com maior frequéncia foram Peranema sp. e Chilomonas sp. Dentre os micrometazoarios
registrados, os rotiferos estiveram presentes no lodo ativado em 83,3 % das amostras. Nematdides e anelideos
foram quantificados em apenas uma Unica coleta, mas nas culturas sdo encontrados em maior nimero.

As andlises realizadas até 0 momento (Tabela 3) indicaram altas concentragdes de cistos de Giardia spp. no
afluente com uma média de 116.923 cistos / L. Observa-se uma grande remocéo de cistos pelo RAFA, sendo
que o efluente (P2a) apresentou uma média de 167 cistos / L. Nota-se um acimulo de cistos no lodo do RAFA
(P2b), pois foram encontradas concentracbes mais elevadas de cistos neste ponto, com média de 347.692
cistos / L, se comparado ao afluente. O efluente do RAFA abastece o tanque de aeracdo, porém observou-se
uma concentracdo média de 145.231 cistos / L no lodo recirculado do tratamento aer6bio, demonstrando que
também ocorre um acimulo de cistos neste ponto. J& o efluente apresentou baixa concentracdo de cistos (77
cistos / L). O sistema apresentou eficiéncias de remocéo de cistos que variaram de 99,8 a 100 %.

No més de janeiro de 2011 iniciou-se a analise do lodo condicionado de esgoto. As maiores concentracfes
médias de cistos foram observadas neste ponto (720.000 cistos/L) demonstrando que os cistos ficam retidos no
lodo tanto do tratamento anaerdbio quanto do tratamento aer6bio e, apds a centrifugacdo dos lodos excedentes
e digeridos, os mesmos ficam concentrados no lodo condicionado.

Durante o estudo foram detectados apenas oocistos de Cryptosporidium spp nos meses de mar¢o de 2011,
agosto de 2011 e setembro de 2011. No més de marco, foram observados 100 oocistos/L no ponto P2a e
80.000 no ponto P2b; no més de agosto foram observados 40.000/L no ponto P5 e no més de setembro foram
observados 80.000/L no ponto P2b.

Oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. sdo frequentemente detectados, em amostras de
esgoto bruto ou tratado com concentracdes variaveis de 10° a 10* oocistos / L e 10° a 10° cistos / L. Alguns
estudos detectaram em efluentes de esgoto tratados em nivel terciario a presenca das formas infectantes destes
protozoarios (MONTEMAYOR et al., 2005; CANTUSIO NETO, 2006). No caso da ETE em estudo, o
efluente apresentou baixas concentragdes de cistos se comparado a outros estudos. A maior parte dos cistos €
removida através do lodo produzido pela ETE.
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Tabela 3. Estimativa do nimero de cistos / L de Giardia spp. detectados nas diferentes etapas de
tratamento da ETE.
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% de
Pontos de coleta remocao
Meses P1 P2a P2b P3 P4 P5
nov/10 160000 200 400000 240000 200 nr 99,9
dez/10 200000 200 440000 200000 200 nr 99,9
jan/11 200000 300 960000 320000 0 720000 100
fev/11 120000 300 880000 400000 0 320000 100
mar/11 80000 100 320000 160000 100 320000 99,8
abr/11 80000 100 200000 40000 0 200000 100
mai/ll 160000 100 400000 40000 0 120000 100
jun/11 120000 200 200000 120000 0 160000 100
jul/11l 40000 100 80000 160000 100 160000 99,8
ago/11 80000 500* 120000 80000 200 80000 99,8
set/11 80000 100 120000 80000 100 120000 99,9
out/11 80000 100 160000 40000 0 40000 100,0
nov/11 120000 200 240000 8000 100 200000 99,9
média 116.923 167 347.692 145.231 77 221.818 100
DP 50230,2 77,8 279706,8 118697,2 83,2 187073,2

nr = ndo realizado
* neste més a amostra de efluente do RAFA (P2a) estava mais turva se comparada as
amostras anteriores devido a problemas que ocorreram no filtro.

CONCLUSOES

A presenca, em grande nimero e diversidade de protozoarios no floco, especialmente ciliados, como Vorticella
spp. e Aspidisca spp., constitui um importante indicio de boas condi¢des do lodo ativado.

O sistema apresentou eficiéncias de remogdo de cistos que variaram de 99,8 a 100%. O estudo da remogdo
destes parasitos patogénicos ressalta a importancia do tratamento de esgotos sanitarios para reducdo do
impacto dos efluentes gerados no meio ambiente e na salde publica e a necessidade de maior controle quanto
ao tratamento de lodo condicionado gerado em ETE.
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