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RESUMO

Os Praotistas sdo um grupo altamente diversificado de organismos eucariontes, em sua maioria, microscopicos.
Dentro deste grupo, os Ciliophora, ou ciliados, tém um importante papel ecoldgico, ocupando uma ampla
variedade de nichos em cadeias troficas aquaticas e terrestres, onde predam ativamente bactérias, outros
protistas e pequenos metazodrios, criando um fluxo paralelo de energia. Em ambientes aquéticos, participam
da formagdo da chamada alca microbiana. Esses ciliados também desempenham um papel preponderante no
tratamento do esgoto, durante o processo de clarificagdo do efluente, e podem ser utilizados para acelera-lo
guando adicionados ao tratamento. O tratamento adequado do esgoto é de suma importancia para o
desenvolvimento socioeconémico e tem reflexos diretos sobre as condigdes de salde e de bem-estar da
populacdo, como controle e prevencdo de doencas, aumento da expectativa de vida e da produtividade
econémica. O uso de protistas ciliados como biorremediadores na clarificagdo do esgoto pode contribuir com a
melhoria do tratamento bioldgico. Neste processo, os ciliados se alimentam das bactérias, que se agregam e
formam um floco biolégico, aglutinando a matéria orgénica do esgoto e fazendo-a precipitar. Desta forma, o
esgoto sobrenadante apresenta menor aporte de matéria organica particulada e dissolvida, ja que 90% ou mais
da materia orgénica é removida, dispensando o tratamento quimico excessivo do efluente. O presente estudo
tem como objetivo testar uma técnica de biorremedia¢do com o ciliado Paramecium aurelia para a clarificacdo
de esgoto domeéstico, a fim de otimizar o tratamento de efluentes, de modo que se obtenham melhorias das
condigBes fisico-quimicas do efluente. Para averiguar a eficiéncia da técnica, serdo medidos os pardmetros
turbidez, densidade bacteriana, carbono organico dissolvido e pH. O presente estudo pretende contribuir na
busca por ferramentas que tragam melhoria no tratamento bioldgico de esgoto pelo processo de lodos ativados.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediacdo, Ciliados, Clarificacéo, Efluente, Protistas.

INTRODUCAO

O objetivo do tratamento dos esgotos domésticos é remover as impurezas fisicas, quimicas e bioldgicas dos
efluentes sanitarios. Este tratamento pode ser classificado em fun¢do do grau de remogdo e do tipo de
impureza. Primeiramente ha um tratamento preliminar para remover materiais grosseiros a partir de grades e
peneiras. Posteriormente, este esgoto passa pelo tratamento primario, com o objetivo de remover o material em
suspensdo, que flutue ou decante. Nesta etapa, os decantadores e flotadores produzem o lodo primario, que
deve ser removido antes da préxima etapa (JORDAO & PESSOA, 1991). No tratamento secundario, o esgoto
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ainda possui s6lidos tdo particulados que ndo decantam e ficam dissolvidos no meio. Para sua remocdo, pode-
se usar microorganismos que se alimentem da matéria organica particulada e transformem-na em material
inorganico como sais, gases e minerais. Assim, o tratamento secundario ou bioldgico consegue transformar a
matéria organica sollvel do esgoto em matéria organica insollvel, que sedimenta em um decantador
secundério e pode ser separada do efluente tratado. O tratamento terciario ou avancgado € utilizado quando se
deseja um esgoto de qualidade superior (JORDAO & PESSOA, 2011). No entanto, a utilizagio de
microorganismos pode melhorar muito a qualidade do efluente secundario final, por um processo chamado de
clarificacéo.

Para o tratamento biologico do esgoto podem ser empregadas técnicas como fossas sépticas, lagoas de
estabilizacéo, entre outras (JORDAO & PESSOA, 2011). Contudo, uma maneira mais eficaz, rapida e barata
de reabilitacdo em grande escala é o tratamento biologico de efluentes através da técnica de lodos ativados.
Neste processo, o lodo ativado é formado por flocos em suspenséo originados pelo crescimento e agregacgéo de
microrganismos oxidantes de matéria orgénica e cicla entre o tanque de aeracdo e o decantador final, a fim de
aumentar a densidade microbiana do meio.

Os microorganismos atuantes no tratamento secundario, ou bioldgico, e na clarificagdo apresentam
organizacdo celular simples e desempenham importante papel na reciclagem dos nutrientes no meio ambiente.
Do ponto de vista biotecnoldgico, asseguram a degradacdo de inimeros poluentes, sendo agentes essenciais
dos processos bioldgicos de tratamento de efluentes (SANT’ANNA-JR, 2010). Durante este processo, ndo
apenas as bactérias sdo de suma importancia, mas também os demais microorganismos que as predam
(CURDS, 1992). Neste grupo de organismos estdo os protozodrios, principalmente os ciliados (filo Ciliophora
Doflein, 1901). Os protozoarios sdo organismos unicelulares eucariontes que se nutrem de outros organismos e
matéria organica particulada, sendo a grande maioria generalista. O filo Ciliophora Doflein, 1901, com mais de
8.000 espécies descritas, representa um grupo amplamente diversificado morfologicamente e com alto grau de
especializacdo organelar, configurando um dos grupos mais homogéneos do Reino Protista (CORLISS, 1979).
A maioria das espécies deste grupo é de vida livre, ocupando os mais diversos habitats, sendo algumas
consideradas como bioindicadores de qualidade ambiental (CURDS, 1992). Isso porque os ciliados sdo
sensiveis a elevadas cargas de matéria organica, estando sujeitos a interrupcdo na movimentagdo dos cilios
nestas condi¢cdes (DUBBER & GRAY, 2009).

As bactérias sdo os maiores agentes de oxidacdo bioldgica, representando 30% da massa do efluente. Contudo,
uma superpopulagdo bacteriana ndo é exatamente o objetivo do tratamento de esgoto. Durante o processo, as
bactérias podem estar suspensas no efluente ou aderidas a estruturas inseridas, na forma de biofilme. Quando
ndo suspensos, 0s organismos encontram-se aglutinados na forma de “floco biol6gico” (OLIVEIRA et al.,
2009). Esta aglutinacdo é possivel gragas & secrecdo de uma matriz extracelular bacteriana ou substancia
polimérica extracelular (SPE), cujas propriedades aderentes permitem a aglutinacdo de diversos organismos e
particulas suspensas num aglomerado chamado floco (VON SPERLING, 1997; WILEN et al., 2008). Gragas
aos protozoarios bacteri6fagos presentes no meio, o controle populacional das bactérias é feito e a formacéo
dos flocos, ou seja, do biofilme celular, é induzida. Isso ocorre porque 0s protozoarios predam as bactérias
livres nadantes, mas ndo sdo capazes de predar as imersas na matriz. Sendo assim, a formacdo do biofilme e,
consequentemente, do floco, é uma maneira de evitar a predacdo por protozoarios (CURDS, 1992). Além
disso, os protistas detritivoros ainda ajudam as bactérias no processo de clarificacdo da agua, se alimentando
de detritos organicos. Sendo assim, os ciliados podem interferir direta ou indiretamente no processo de
clarificacdo, dependendo de seu tipo de nutri¢do, sendo, em todos os casos, indispensavel (VON SPERLING,
1997).

O presente estudo tem como objetivo testar uma técnica de biorremediacdo com o ciliado Paramecium aurelia
e sua capacidade de melhorar a clarificacdo do efluente final, a fim de se obter melhorias nas caracteristicas
fisico-quimicas do efluente. Para averiguar a eficiéncia do processo serdo medidos turbidez, densidade
bacteriana, carbono organico dissolvido e pH.
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MATERIAIS E METODOS

As amostras para a obtencdo dos ciliados para o experimento foram coletadas no dia 12 de junho de 2014 do
tanque de aeracdo da Estacdo de (Tratamento Experimental) Saneamento Ambiental da UFRJ, na llha do
Fundéo, RJ, Brasil. Foi utilizado para coleta um recipiente de plastico com capacidade de 2L. O material foi
levado ao Laboratério de Protistologia do Departamento de Zoologia, no Instituto de Biologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). No laboratério, com a utilizacdo de uma bomba de aquario, a amostra foi
submetida a aeracdo durante 24 horas, a fim de dar continuidade as condi¢Ges observadas na estacdo. Antes
disso, uma pequena aliquota da amostra homogeneizada foi retirada e posta numa placa de Petri juntamente
com um grao de arroz macerado.

Apos a proliferacdo de Paramecium aurelia na placa, algumas células foram triadas com micropipetas de vidro
e postas em um Erlenmeyer de vidro com capacidade maxima de 500 mL para um cultivo que apresentasse
apenas a espécie desejada. Os frascos foram preenchidos por 300 mL de agua mineral a temperatura ambiente
e receberam os ciliados triados. Os frascos foram vedados por uma rede de plancton, que permite a passagem
do oxigénio, mas ndo de cistos possivelmente carreados pelo ar. Nos cultivos foram adicionados graos de arroz
macerados e algumas gotas de infuséo de alface. Alguns individuos triados foram destinados a observacéo in
vivo e técnicas de ciliatologia para a confirmagdo taxondmica. Para tal foi realizada a técnica do Protargol
segundo Dieckmann (1995) e microscopia eletronica de varredura segundo Silva-Neto et al. (2012).

Apos o periodo de aeracéo, as amostras de esgoto ficaram 30 minutos em repouso, até toda a matéria organica
mais densa sedimentar. Feito isso, o sobrenadante das amostras de lodo foi transferido para um recipiente de
vidro por meio de uma pipeta de vidro de 25 mL. Parte dessa agua foi destinada as medigdes de turbidez, pH,
densidade bacteriana e carbono organico.

A dosagem de carbono organico total (TOC) foi realizada no laboratério de Biogeoquimica, enquanto as
medicOes de turbidez, pH e densidade bacteriana foram feitas no laboratério de Hidrobiologia, ambos
integrantes do Instituto de Biologia da UFRJ. Na medicéo de turbidez, foi utilizado um turbidimetro portétil
Orluco-Hellige®, modelo 966 e a medicdo foi feita segundo protocolo de APHA (2005). Foram feitas trés
repeticdes para a obtencdo de um resultado de maior confiabilidade.

A determinacdo da abundancia bacteriana foi realizada por meio de citometria em fluxo com a utilizacdo de
um citbmetro de fluxo FACSCalibur® (BD Biociences) equipado com lazer de argbnio, a 488 nm. A
discriminacdo de subgrupos de bactérias heterotréficas foi realizada com a utilizagdo de fluorocromos para
marcacdo das células heterotréficas (ANDRADE et al., 2003). Para tal, 1 mL da amostra foi acondicionada em
um stub com capacidade de 2 mL, fixada com Paraformaldeido 2% (ANDRADE et al.,2003) e levada ao
citbmetro para a contagem.

O pH foi medido com o auxilio de pHmetro Orion® modelo 720A+. A calibracdo do aparelho foi executada a
partir de solucbes padrdo, cujos pHs sdo conhecidos e possuem valores de 4 e 7. A dosagem de carbono
organico total foi realizada a partir de um analisador elementar de carbono (TOC) Sievers InnovOx®. Para
esta medigdo, 40 mL da amostra foram filtradas em uma membrana filtrante de 0,1 pm, transferidas para um
frasco de vidro e depois fixadas com 50 pL de acido ortofosforico, adicionado com micropipeta automatica.
Em seguida, o frasco foi armazenado na geladeira até ser conduzido ao medidor.

Ap6s a proliferacdo de Paramecium aurelia (figura 1) no cultivo (aproximadamente 40 células/ml), foram
adicionados 50 ml do cultivo em 150 ml de efluente em aeragdo. Além deste foi feito um Erlenmeyer controle
de 200 ml, apenas com o efluente em aeragdo, sem a amostra do cultivo. Por fim, foram utilizadas bombas de
aquario pra manter os cultivos aerados e induzir o surgimento de mais bactérias e excistamento de alguns
protozoarios. Os frascos foram mantidos nessa condi¢do de aeracdo durante 3 dias para verificar a clarificacdo
das amostras com cultivos de ciliados. Apés este periodo, as medi¢des de pH, turbidez, carbono organico e
bactéria foram repetidas com todos os cultivos, pelos métodos ja descritos anteriormente. Apés os 3 dias, uma
pequena aliquota de cada cultivo foi levada ao microscopio estereoscdpico para quantificar e qualificar os
organismos presentes.
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Figura 1. A. Paramecium aurelia filtrando bactérias aderidas a matriz de floco biol6gico. VC: vacuolo
contratil; Ba: bactéria; In: Infundibulo bucal. B. Paramecium aurelia. Escala: 100 pm.

RESULTADOS
MEDICOES DA QUALIDADE DO EFLUENTE ANTES DA CLARIFICACAO

Foram obtidos os seguintes valores de turbidez: 30,2; 30,0 e 30,3 UT; totalizando uma média de
aproximadamente 30,17 UNT. Este valor ja esta dentro dos padrGes delimitados pela Resolugdo CONAMA
357/2005 e 430/2011, mas ainda pode ser melhorado pelo processo de clarificagdo. O pH obtido antes do
experimento foi de 8,137; também dentro do padrdo estipulado pela resolugdo. Na analise de densidade
bacteriana, foram encontradas 136.859.750 bactérias por ml da amostra inicial. Este nimero se refere as
bactérias livre-natantes do meio. A concentracdo de carbono organico total no sobrenadante retirado foi de
14,7 ppm, valor superior ao maximo estipulado pelo CONAMA.

MEDIGOES DA QUALIDADE DO EFLUENTE APOS A CLARIFICAGAO

Ap6s o processo de clarificacdo com a utilizacdo de protistas ciliados, os valores de turbidez melhoraram
substancialmente (figura 2). Enquanto o cultivo controle manteve aproximadamente a mesma turbidez de 28,3
UNT, o cultivo com Paramecium aurelia apresentou turbidez de 3,0 UNT. Ja o pH ndo apresentou grandes
mudancas antes e depois da clarificagdo. O pH medido do sobrenadante foi 8,107, enquanto o do cultivo com
P. aurelia foi 7,800. A quantidade de carbono orgéanico dissolvido reduziu substancialmente apds o processo
de clarificacéo, gracas & oxidacdo da matéria orgénica por parte dos ciliados. O nimero de bactérias por mL de
cultivo observado ao final do experimento foi menor do que o observado inicialmente. Os resultados obtidos
da amostra controle e com o ciliado quanto aos parametros analisados estdo discriminados na tabelal.

Tabela 1: Comparacao dos valores fisico-quimicos e bioldgicos antes e depois do processo de

clarificacao.

Carbono
pH Turbidez Organico Total Densidade Bacteriana (cel/ml)

Cultivos (UNT) (mg/l)
Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final Inicial Final
Controle 8,137 7,421 | 30,17 | 28,3 14,7 5,97 136.859,750,00 42.545,129
Paramecium 8,137 7,800 | 30,17 3 14,7 1,83 136.859,750,00 29.309,660

aurelia
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Figura 2. A. Efluente antes e depois do processo de clarificagdo com protistas ciliados. O recipiente a
esquerda contém o esgoto antes da clarificagédo, enquanto o frasco a direita possui o efluente clarificado.
B. Comparacéo entre as propriedades fisicas visiveis (cor real) antes e depois da clarificacao.

DISCUSSAO

A reducdo da turbidez se deu pela predacdo das particulas organicas por parte das bactérias e protozoarios,
além da aglutinacdo da matéria e suspenséo no biofilme de bactérias, formando flocos bioldgicos. Os mesmos
decantam tornando a agua mais limpida e com menos turbidez. Tal parametro é diretamente relacionado a
quantidade de carbono organico dissolvido, uma vez que a aglutinagdo da matéria organica reduz a
concentragdo de carbono organico dissolvido no meio.

Apesar dos valores de pH e turbidez estarem dentro dos padrfes delimitados pelas resolugdes CONAMA
357/2005 e 430/2011, a qualidade do efluente pode ser melhorado pelo processo de clarificacdo, de tal forma
que o despejo do esgoto cause a menor interferéncia possivel. Além disso, um efluente final de melhor
qualidade possibilita seu uso para fins ndo convencionais no pais, como sua reutilizagdo como 4gua doméstica
ndo potével.

A diminuigdo da densidade bacteriana do efluente apds a adigdo dos ciliados é decorrente da predacdo pelos
protozoarios e da propria autodefesa das bactérias. Elas se aglomeram em aglutinados de biofilme como
maneira de escapar da predacdo por ciliados, diminuindo a quantidade de bactérias livres natantes no meio
(CURDS, 1992). P. aurelia é um eficiente predador de bactérias, possuindo um infundibulo bucal com
ciliatura complexa, gerando um fluxo d’agua que leva as bactérias até o fundo do infundibulo, local de
formagdo dos vacuolos digestivos (FOISSNER et al., 1994). No caso de Paramecium, esses vacuolos sdo
formados em grande quantidade, sendo produzidos aproximadamente 1 vaclolo a cada 3 a 5 segundos. Além
disso, este ciliado é generalista, ou seja, se alimenta tanto de matéria organica quanto de bactérias, agindo de
todas as maneiras possiveis no processo de clarificagao.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos dos parametros analisados sugerem a acdo do ciliado Paramecium aurelia como
potencial predador de bactérias e matéria organica, sendo eficiente agente biorremediador para a clarificacéo.
A utilizacdo de ciliados para a clarificacdo mostrou-se uma eficiente maneira de melhorar a qualidade do
efluente. Novos experimentos com outras espécies de ciliados e em maior escala devem ser realizados para
ratificar a funcionalidade e aplicabilidade desta técnica.
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