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RESUMO

Guilherme, Marta Siviero. Analise do L.odo de Esgoto: Seiecio de Métodos de Recuperacgio de
(00)Cistos de Protozoarios Patogénicos. Campinas, Faculdade de Engenharia Civil,
Universidade Estadual de Campinas, 1998 76p. Dissertacdo (Mestrado)

O lodo de esgoto domeéstico € um residuo gerado pelas ETE’s (Estacio de Tratamento de Esgoto)

em grande quantidade e que -necessita- de disposi¢io-adequada. Existem algumas formas de -

disposi¢do conhecidas, como por exemplo a incineragio ou aterro sanitario. Porém, a forma de
disposigdo que combina de modo mais eficiente reciclagem de maténia orgédnica e qualidade
ambiental € a sua utilizagdo como condicionante em solos agricolas ou parques e jardins. O lodo
de esgoto possui elementos nutritivos importantes para as plantas, como P e N, no entanto, este
residuo pode conter patogenos que podem colocar em risco a saude do homem e outros animais.
Um grupo de patdgenos que pode estar presente no lodo € o dos protozoarios, como por exemplo
cistos de Giardia e amebas, responsaveis por doencas entéricas de facil disseminagdo. Uma forma
de evitar que estes patogenos causem problemas € através do seu efetive momtoramento, no lodo
de esgoto e no solo. O objetivo deste trabalho foi selecionar métodos que permitissem recuperar
estes patogenos que estivessem presentes no lodo. Os métodos sZo baseados na recuperacio dos
protozoarios através de sua sedimentagdo ou suspensdio. Neste trabatho foram testadas 4
metodologias para verificar qual obtinha maior recuperagio dos protozoarios. As metodologias
testadas usavam sulfato de zinco (33%), sacarose (IM), formol/éter, ou simples decantacgio
(Hoffman). O método que apresentou methor resultado foi o do sulfato de zinco. Apos a selegdo
do método, foram feitas modificagdes na concentracdo da soluglo de sulfato e no tempo de
analise, com o objetivo de procurar aumentar esta recuperacio. Isto foi possivel com a utilizacio
de sulfato de zinco 50% ¢ com a amostra deixada em repouso numa suspensio com agua destilada
por 24 horas antes da analise. Desta forma, a porcentagem de recuperag@o passou de 19,01% para
35,31%, o que significa um aumento da eficiéncia da taxa de recuperagdo, com a concentragio do
sulfato de zinco 50%. Este aumento de recuperacdo ¢ importante na definicio de uma
metodologia simples e de baixo custo, para a recuperagio de protozoéarios.

Palavras Chave: lodo de esgoto, protozoarios patogénicos, métodos de recuperagio.



ABSTRACT

Guilherme, Marta Siviero. Anélise do Lodo de Esgoto: Selecio de Métodos de Recuperagio de
(o0)Cistos de Protozoérios Patogénicos, Campinas, Faculdade de Engenhania Civil,
Universidade Estadual de Campinas, 1998, 76p. Dissertacdo (Mestrado)

. The sewage sludge, a residue generated in significant amounts by waste water treatment plants,
requires suitable disposal. There are some well known ways for disposal of sludge, for instance
incineration or landfills, however the disposal procedure that more efficiently combines recycling
of the organic matter and environmental suitability is the use of the sludge as conditioning in
agriculture and gardens. The sewage sludge contains important plant nourishing elements like P
and N, however it can also contain human pathogens. Protozoan like Giardia cysts and amoebas
that can cause enteric diseases easily disseminable, are among the pathogens that can be found in
the sewage sludge. Monitoring these pathogens in the sludge and in the soil is an effective way to
prevent the pathogens of causing problems. The aim of this work was to select a method for the
recovery of these pathogens in the sewage sludge. The procedures are based in the recovery of the
protozoan through sedimentation or flotation. Four different methodologies- zinc sulfate 33%,
sucrose 1M, formaldehyde/ether and sedimentation (Hoffman)- were compared to assess the one
that allows the higher protozoan recovery index. The best results were obtained with zinc sulfate.
After have selected the methodology, differents concentrations of zinc sulfate and times were
tested in order {o try to increase the recovery index. The highest recovery index was found by
using a 50% zinc sulfate solution and after the sample have been left in a distilled water suspension
for 24 hours before the analysis. These conditions increased the recovery index from 19,01 to
35,31%, an efficient

improvement of in the index. This result is important in establishing a simple and low cost
methodology to recover the protozoan.

Key Words: Sewage sludge, pathogenic protozoan, recovery methods



1 - INTRODUCAQ

A geracdo de residuos ¢ um dos principais problemas ambientais provocados
pelo modo de vida da sociedade e que vem se agravando ao longo do tempo. E preciso encontrar
uma maneira de minimizar este problema através da diminuigdo da geragéo ou de programas que

visem reciclagem destes residuos.

Como exemplo de residuo que pode ser reciclado, pede-se citar os lodos de esgoto, que
sdo gerados no final do tratamento de esgoto doméstico ou industnial. Este residuo € gerado em
grande quantidade, dependendo do tipo de tratamento utilizado pela ETE (Estacio de Tratamento

de Esgoto) e precisa ser descartado de maneira segura, sem afetar a qualidade ambiental.

Dentre as formas conhecidas para disposicdo do lodo de esgoto, a disposigdo do residuo
no solo como condicionante € a que combina de maneira mais eficiente reciclagem e qualidade
ambiental. Esta forma de disposicio permite o aproveitamento de elementos nutritivos do residuo,
como P e N, evitando assim, seu acimulo e descarte em corpos d’dgua, o que provocaria

eutrofizacio, aumentando os indices de poluigdo das aguas.

O lodo de esgoto € gerado a partir de substéncias organicas e minerais separadas durante
o tratamento. E um produto que possui nitrogénio, fosforo e matéria orgénica, além de substincia
toxicas, como por exemplo os metais pesados. O lodo pode ainda conter patdgenos que sdo

responsaveis por doengas entéricas facilmente transmissiveis para o homem.



Os principais patogenos que podem ser encontrados no lodo de esgoto, principalmente
no caso deste ser de origem doméstica sfo bactérias (Salmonella), virus (hepatite A), protozoarios

(Giardia, Cryptosporidium e amebas) e vermes (Ascaris e outros).

Estes organismos podem ser transmitidos através do contato direto com o lodo, com a

-+

agua, no caso do lodo ser descartado em corpos d’agua, ou ainda, pelo contato com o solo se o

lodo for disposto neste meio sem tratamento prévio antes desta disposigio.

Uma grande dificuldade que existe em relagio a estes patogenos € a detecgio no lodo de
esgoto. Os métodos usados para recupera-los sdo ineficientes, geralmente no sio especificos para
lodo de esgoto, nem para (00) cistos de protozoarios e podem acabar subestimando a quantidade
destes organismos no lodo, colocando em risco a satde do ambiente. Além disso, € necessario
padronizar a quantidade méxima destes paiogenos que o lodo podem conter, sem que isto cause
prejuizos para a saide, pois estes s§o organismos responsaveis pela alta incidéncia de doengas
entéricas e gastroenterites em tedo ¢ munde. Deste modo, pode-se perceber a importincia da
verificagdo da presenga destes patdgenos e da necessidade de estabelecer critérios para utilizagio

do lodo sem trazer qualquer risco para a saude.

Conhecendo-se a microbiologia do lodo de esgoto e caracterizando-o quanto & presenca
de patogenos pode-se pensar na ufilizagiio segura deste residuo, sem deixar de lado seu potencial
fertilizante e ao mesmo tempo garantir o equilibrio do ambiente, sem aumentar os niveis de

poluicdo e a disseminagfo de doengas.



2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais

* caracterizagdo do lodo de esgoto da ETE Riacho Grande- Sdo Bernardo do Campo-
SP quanto a presenga de cistos de protozoarios patogénicos; e,

* verificagdo da presenca dos cistos de protozodrios na mistura solo/lodo. apods. a..

aplicacio do ledo no sole, e na 4gua drenada.

2.2 - Objetivo Especifico
* definir metodologia que apresente maior indice de recuperagdo dos (oo)cistos de

protozoarios patogénicos presentes no lodo de esgoto.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O esgoto gerado, domeéstico ou industrial, deve ser conduzido através da rede de esgotos
para a ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto), onde sdo realizados os processos fisicos,
quimicos e biologicos, comuns ao tratamento, € necessarios para efetuar a estabilizagio da matéria
orgénica e a diminuicdo de substancias nocivas (Figura 3.1). Como resultado final do tratamento

* de esgoto, ha a produgdo de um residuo -lodo de esgoto, que premsa ser dasposto—e um efluente

final que podera ser langado nos corpos d’agua, sem causar grandes impactos ao ambiente.

Fratamento do
Loda de Esgoto
Digestio
Secagem
Compostagem
Estahilizacio
Ste.

Esgoto
Doméstico |

« o & & 8

Aplicat;éo ;m Selo

solo agricola
*  viveiro de

A AL . plantas

| : S ‘& pArques

— i Esgotg o jardins
fﬁévﬁ : Industrial : e elc

- Incineragio
i Disposigio {Superficial)

FIGURA 3.1- Geragio, tratamento, uso e disposi¢do do lodo de esgoto
FONTE- Adaptado EPA-1992.



A ETE convencicnal € composta por unidades de gradeamento, caixas de areta, medidor
de vazio, decantadores primario e secundario, unidade de tratamento biologico, desinfecgdo, além

de unidades para tratamento do lodo e em alguns casos unidade de tratamento tercirio.

O lodo de esgoto ¢ gerado nos decantadores, dependendo do tipo de ETE (por exemplo,
lodos ativados, valo de oxidagio), a partir da sedimentagio de substincias minerais e orginicas. E
produzido em grandes quantidades pelas ETE’s, e precisa ser adequadamente disposto sem causar
danos ao ambiente. Por ser um residuc que possui altas concentragBes de matéria orgénica e
outros nutrientes importantes para o desenvolvimento das plantas, como fosforo e nitrogénio,
pode-se pensar na sua utilizagdo como condicionante, promovendo assim sua reciclagem, seja em

parques ¢ jardins, ou em solos agricolas.

‘Pode ser encontrado na forma liquida (digerida ou niio digerida) e na forma-de torta de
odo. O lodo liquido ndo digerido possui seu conteudo de soOlido seco em tomo de 2 a 7% e €
resultante da sedimentacfic do esgoto. O lede digeride € produte do tratamento do lodo em
digestores e seu contetido solido fica entre 2 a 5%. A torta de lodo ¢ produzida pela retirada de
liquido através de filtro prensa ou centnfuga¢do do lodo liquido apds um pré-tratamento, e seu
conteido de solidos secos fica entre 20 a 35%, podendo chegar até 50%, se for utilizado ar seco
ou empithamento (ANGLIAN WATER, 1991).

3.1 - Disposicio do Lodo de Esgoto

O tratamento de esgoto doméstico gera o lodo de esgoto, que possui um alto teor de
matéria orgdnica e varios elementos importantes para o desenvolvimento das plantas. A
quantidade de lodo que € gerada pela ETE depende do tipo de tratamento que esta adota, e de
modo geral sfo produzidas grandes quantidades deste residuo diariamente, causando problemas
em relacdo a sua disposicio. E preciso encontrar uma maneira de dispor o lodo de esgoto, sem no

entanto aumentar os indices de poluigdo e prejudicar o ambiente.



A questdo da gerac@o de lodo e a necessidade de encontrar uma forma de disposicio
segura para este residuo, vem aumentando, pois os processos de tratamento de esgotos e aguas

sd0 cada vez mais necessarios, para garantir a qualidade ambiental.

Segundo LIU (1982), todas as grandes cidades tem problemas com a disposi¢do do lodo
residual e ¢ preciso encontrar solugdes eficientes. Segundo este autor, a tendéncia ¢ a de que este
problema se agrave com o desenvolvimento e crescimento destas cidades, o que leva a
necessidade, cada vez mais, de realizar os processos de tratamento de agua e esgoto, e

conseglientemente ha um aumento da geracio de lodo.

Apesar do avango da tecnologia do tratamento de esgoto, ainda ndo foi encontrada

solucdo para a questiio da geracdo e disposicio do lodo. DAVIS (1996) estima que a producio de

~lodo na Europa tera um aumento de cerca de 60% TDS/ha/ano. (Tonelada de. Sohdo ...

Seco/hectare/anc) até o ano 2000 e que portanto € preciso encontrar solugdes que evitem acumulo
ainda maior deste residuo. Casc contrario, havera um aumente dos indices de poluigdo, que
poderé ser agravado, principalmente no caso de uma forma de disposicdo incorreta, como por

exemplo seu langamento em corpos d’agua.

Para encontrar a melhor maneira de dispor este residuo € preciso primeiro caracteriza-lo e
a partir dai buscar solugdes que melhor se adaptem, compatibilizando as caracteristicas do lodo e
forma de disposi¢iic. Segundo STOLL&PARAMESWARAN (1996) a forma de disposi¢io deve
ser baseada nas caracteristicas do lodo, nas quantidades geradas no presente e futuro, e numa

avaliagdo dos custos financeiros, que serdo gerados pela forma de disposigio selecionada.

Sao conhecidas algumas alternativas de disposicio do lodo de esgoto, como por
exemplo, incineraco, disposi¢io em oceanos, disposigdo em aterros, ou ainda utilizagdo em solos
agricolas como condicionante, sendo esta altima a forma mais adequada do ponto de vista

ecolégico e econdmico (LIU, 1982),



Das formas citadas anteriormente, a disposicdo do lodo em oceanos nd3o € uma pratica
recomendada, pois o lodo pode conter metais pesados e grande quantidades de compostos
orgénicos, que seriam incorporados pela fauna aquatica, gerando mudangas nesta (LIU, 1982).

Esta forma de disposigio j& vem sendo questionada ha muito tempo em toda a Europa.

Em 1972, a partir da Convengdo de Oslo, foram firmados acordos para diminuir os niveis
de polui¢io marinha, causada pela disposi¢do do lodo no Mar do Norte e Atléntico Nordeste.
Neste acordo, ficou também estabelecido que a dispersio do lodo em oceanos s6 deve ser feita em
areas pré-determinadas e que para tanto, sdo necessarias licengas, as quais devem ser renovadas
anualmente de acordo com a quantidade e qualidade do lodo a ser disposto. Também é necessario
levar em consideragio as caracteristicas da area em que sera realizado o despejo, para que possam
ser avaliadas as modificagdes que ocorrerdo nesta (MATTHEWS, 1992).

Ainda em relagdic a disposigio do lodo nos oceanos, existem outros acordos
estabelecendo diretrizes, para que esta cesse por completo até dezembro de 1998 e que até esta
data, o volume de lodo disposto desta forma n3o seja aumentado. Além disto, € preciso reduzir
qualguer constituinte toxico, persistente ou bio-acumulativo no lodo, para preservar a fauna
aquatica (MATTHEWS, 1992). Nos EUA a disposi¢do do lodo em oceanos ¢ proibida desde 1991
(HEMPHILL, 1992).

A incineragdo também ndo parece ser a forma mais adequada para solucionar a questio
da disposi¢do do lodo. Este processo possui alto custo operacional e pode causar problemas de
polui¢io atmosférica (LIU, 1982). Segundo MATTHEWS (1992), além do custo e da emissdo de
gases, que podem contribuir para aumentar os niveis de poluigdo, hé a questdo das cinzas geradas
ao final do processo, e que precisam ter um destino final adequado. Geralmente estas cinzas
acabam sendo dispostas em aterros sanitarios e muitas vezes s@o consideradas residuo perigoso,

principalmente se houver a presenca de metais pesados.

Apesar de alguns problemas, a incineragdo, quande bem controlada e com recuperagio

de energia pode ser um processo vantajoso, principalmente quando ndo é possivel a utilizagdo do



lodo (por exemplo como condicionante) devido ao seu alto teor de metais ou excesso de
nutrientes. Esta pratica € adotada para cerca de 7% do todo ledo produzido na Europa e a
tendéncia € que sua utilizagdo aumente. O maior problema do uso da incinerac@o € a possibilidade

de emissdo de substincias toxicas como as dioxinas (DAVIS, 1996).

A disposicio do lodo de esgoto em aterros € uma pratica antiga e que tem como
desvantagem a necessidade de se encontrar areas em que possa ser realizada, além dos possiveis
riscos de contaminagic do solo e dos aqiiferos por patdgenos, como por exemplo protozoarios,
que devido ao pequeno tamanho dos cistos e oocistos, podem facilmente migrar pela agua (EPA,
1993). Como uma alternativa mais vidvel surge a disposi¢o do lodo de esgoto em solos

aproveitando o potencial fertilizante deste residuo.

Segundo PILLAIL WIDMER et .al. {1996),-0-lodo de esgoto ¢ utilizado de forma
rotineira na agricultura em varias partes do mundo. Com a proibigio da disposi¢io de lodo nos
oceanos e o aumento das restriches para disposicdo em aterros, esta pratica acaba sendo

favorecida, e tende a ser cada vez mais utilizada no futuro.

3.2 - Disposi¢cdo do Lodo no Solo

A utilizagio do lodo de esgoto em solos agricolas é uma pratica antiga e que faz parte da
agricultura tradicional (HAYS, 1977). Segundo esta autora, existem outros aspectos que
favorecem a utilizaco dos residuos gerados pelas EstacGes de Tratamento de Esgotos (ETE) na
agricultura, dentre os quais pode-se destacar:

1. estes residuos ndo podem ser dispostos em corpos d’aguas pois causariam a eutrofizacdo das
aguas elevando os niveis de poluigfio;

2. Os custos para repor nutrientes em solos esgotados sdo altos, e como o lodo de esgoto ¢ uma
fonte valiosa destes nutrientes, pode-se aproveitar o potencial nutritivo do residuo;

3. o custo de algumas tecnologias para a disposigéo do lodo, como a incineragéo, ¢ alto. Portanto,



a possibilidade de reaproveitar o residuo torna-se cada vez mais atrativa, considerando a

questdo econdmica.

Os beneficios da utilizagdo do lodo nos solos sdo também reconhecidos por BURGE&
MARSH (1978), que citam entre outros, a reposicio de nutrientes esgotados em solos pobres, a
melhoria da estrutura fisica dos solos e sua recuperagio. Além disto, a aplicagio de lodo de esgoto
no solo promove a reciclagem dos constituintes orgénicos e minerais, sendo ainda uma alternativa

de disposi¢do de menor custo (SANIN, VESHND et al,, 1994).

STOLL&PARAMESWARAN (1996) definem a utilizacdo do lodo na agncultura como
uma forma de gerenciamento de residuo, que combina reuso e reciclagem de uma matéria rica em
elementos importantes para as plantas. Deste modo, pode-se considerar uma boa op¢do o reuso
deste residuo como-condicionante do solo, com aplicagio na-agricultura, pela alta concentra¢do de
matéria orgénica e elementos, como P e N (HU, GIBBS et al., 1996). No entanto, 0s autores

lembram que o lodo contém patogenos que podem colocar em risco a saude humana.

Para que sejam obtidos bons resultados, a utilizagdo do lodo deve ser feta de modo
disciplinado. Para atingir este objetivo, € necessario suporte técnico que garanta a qualidade do
lodo, principalmente no que diz respeito a patdogenos e metais pesados. Além da garantia de
qualidade, ¢ preciso que realizar programas que incentivem a utilizag8o deste residuo em solos

agricolas, para torna-la mais popular entre os agricultores (MATTHEWS, 1992).

A utilizacdo do lodo de esgoto deve ser feita de forma controlada para ndo prejudicar os
solos. Uma forma de obter este controle ¢ através de normas que disciplinem seu uso. Estas
normas, além de disciplinarem a aplicacio do lodo, consideram os possivels impactos que podem

ocorrer se a forma de aplicagdo ndo for correta (MATTHEWS, 1992).

Além de indicar como deve ser feita a aplicacdo do lodo no solo, as normas sugerem qual
a taxa (TDS) de aplicacdo de lodo no solo que deve ser usada. NUVOLARI (1996) através da

aplicacdo de lodo de esgoto, estudou a biodegradac@o da matéria organica presente no lodo, com
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diferentes taxas de aplicagio: 5,0, 10,0 e 15,0 TDS/ha, respectivamente. Considerando os testes
de respirometria, a taxa de 5,0 TDS/ha foi a que melhor se adaptou as condigdes da pesquisa,
levou cerca de 20 dias para ocorrer a biodegradacdo, sendo esta a recomendada. E importante
definir a taxa de aplicagdo de lodo, que o solo tem condigdes de receber, sem que exceda seus

limites de saturagio.

As normas também fazem referéncias sobre a presenga de possiveis patdgenos, que
podem ser encontrados no lodo. Para garantir a qualidade do lodo, em relagio aos patégenos, ¢é
aconselhado realizar analises que possam indicar sua presenca antes da aplicagdo, para ndo colocar

em risco a saude do homem.

De forma geral, as analises realizadas para verificar a presenca de patogenos utilizam
indices, que dizem respeito a presenca de organismos. indicadores de contaminagio fecal. como-
por exemplo os coliformes fecais. Porém, deve-se lembrar que nem sempre a isencio de
organismos indicadores, como os coliformes fecais, asseguram que o lodo esta livre de patogenos,
como por exemplo protozoarios, que podem ser mais resistentes que estes MICIOrganismos

(HELMER, HESPANHOL et al,, 1991; HO, TAM et al., 1995).

Ainda se tratando de patogenos, WUZER, WIEDENMAMM et al. (1995) consideram
em seu trabalho, que os residuos gerados nas ETE’s podem conter quantidades significativas de
patdgenos humanos, os quais podem, além da agricultura, provocar contaminagiio de fontes de

4gua, se forem usados indiscriminadamente e sem orientagdo.

Segundo a EPA (1992), o lodo de esgoto tem elementos nutritivos benéficos para as
plantas (P e N) e propriedades condicionantes do solo, no entanto também pode conter
organismos patogénicos, como bactérias, virus, protozoarios, € outros microrganismos que podem
causar doencas a0 homem. Deve-se considerar que a aplicagdo do lodo no solo pode criar uma
fonte de exposi¢io em potencial para o homem, se o residuo estiver contaminado com patdgenos.

Esta contaminagio pode ocorrer de forma direta ou indireta.
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Entre as formas de contaminacio direta pode-se citar:
contato com o lodo inadvertidamente;
caminhar sobre a area em que o lodo foi aplicado, logo apos esta aplicaggo;
manuseio do solo e produtos deste onde o lodo foi aplicado; e,

inalagdo dos patdgenos durante a aspersio do lodo, ou utilizando o solo apos a aplicagio.

Ja as formas de contaminaciio indireta podem ocorrer dos seguintes modos:

. consumo de cultivos contaminados pelos patogenos onde o lodo foi aplicado;

consumo do leite e outros produtos alimentares obtidos de animais criados em pastagens onde

o lodo foi utilizado;

. ingestdo de agua contaminada, no caso de fontes proximas de locais de aplicagio do lodo, ou

pela migragdo dos microrganismos pelo aqiiifero;

. consumo de peixe contaminado ndc adequadamente cozido; e,

. contato com vetores (passaros, roedores, etc.) que entraram em contato com o lodo

contaminado.

No caso de patogenos, além da necessidade da caracteriza¢io microbiologica € preciso

conhecer o comportamento destes microrganismos no solo apos a utilizagdo do lodo. Sabe-se que

a sobrevivéncia e viabilidade destes organismos no solo, pode ser afetada por diversos fatores

como umidade, exposi¢do aos raios solares, temperatura, pH, etc. De um modo geral a taxa de

sobrevivéncia no solo para estes organismos estd expressa na Tabela 3.1:

TABELA 3.1 - Tempo de sobrevivéncia de patégenos no solo.

PATOGENO MAXIMO ABSOLUTO | MAXIMO COMUM
Bactéria 1 ano 2 meses
Virus 1 ano 3 meses
Cistos de protozearios 10 dias 2 dias
Ovos de helmintos 7 anos 2 anos

FONTE: EPA, 1992
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Como pode-se verificar, a partir da Tabela 3.1, estes patogenos sobrevivem bastante
tempo no solo, principalmente no caso os ovos de helmintos, e portanto, podem ser responsaveis

pela disseminagdo de doengas entéricas, se houver um contato direto com o homem.

No caso dos (oo)cistos de protozoarios, pode-se verificar que estes possuem uma taxa de
sobrevivéncia baixa no solo, sendo destruidos pelos diversos fatores ambientais, como por
exemplo falta de umidade. Por este motivo, geralmente nfo sfo considerados uma ameaca a satde
publica e animais, nao sendo citados, na maioria das vezes, nos guias que regulamentam a
utilizacdo do lodo, ou em medidas que possam eliminar patogenos presentes no lodo de esgoto

(EPA, 1992).

Porém, existem trabalhos que contrariam a questio da baixa viabilidade dos (oo)cistos no
solo. H3 indicios que os oocistos de coccidios; por exemplo Cryptesporidium, podem permanecer
viaveis no solo por 15 meses, enquanto que os cistos de E. histolytica sobrevivem 42 horas em
solos imidos e 18 horas quando o solo esta seco (EPA, 1986). Estes trabalhos n3o especificam as
condi¢des em que esta sobrevivéncia pode ocorrer, apenas apontam que existe esta possibilidade,

e que neste caso, podem ser responséveis pela disseminagdo de doengas.

HU, GIBBS et al. (1996) também encontraram cistos de Giardia no lodo de esgoto que
ficou estocado pelo periodo de um ano. Além disto, este protozoario pode resistir por varios
meses em aguas com temperaturas entre 4 e 10°C e sfo mais resistentes aos processos de
desinfec¢io que os coliformes fecais. Segundo estes autores, a presenca dos cistos deste
protozoario € um fator importante para impedir o reuso do lodo, principalmente em solos
agricolas, que neste caso pode colocar em risco a saude das pessoas que entrarem em contato com

este residuo.

Hé controvérsia em relagdo ao tempo de sobrevivéncia dos (oo)cistos de protozoarios
fora de seu habitat. E preciso realizar estudos detalhados para que se possa afirmar com seguranga

a viabilidade destes patogenos no lodo de esgoto e no solo.



3.3 - Patogenos do Lodo

Sabe-se que o lodo de esgoto contém uma grande variedade de microrganismos. Estes
podem ser de vida livre, ou patogénicos, sendo estes ultimos agentes que podem colocar em risco

a satide do homem e outros anitnais.

Estes organismos sdo responsaveis por doencas entéricas de veiculagio hidrica, e
portanto facilmente transmissiveis. Os principais grupos destes patdgenos sfo: bactérias, virus,
protozoarios e helmintos (vermes) (BURGE&MARSH, 1978). Os principals microrganismos

patogénicos encontrados no lodo de esgoto domestico estdo citados na Tabela 3.2.:

TABELA 3.2 - Principais patdgenos do lodo de esgoto e doengas relacionadas

TIPO ORGANISMO DOENCA
Bactéria Salmonella spp Salmonelose
Shigela spp Desinteria bacilar
Leptospira spp Doenca de Weil
Vibrio cholerae Colera
Virus Hepatite A Hepatite infecciosa
Adenovirus Doenga respiratéria,
infeccdo nos olhos, gastroenterite
Protozodrios Cryptosporidium spp Diarréia (gastroenterite)
Giardia lamblia Diarréia (gastroenterite)
Entamoeba histobtica Desinteria amebiana
Helmintos Ascaris lumbricoides Ascaridiase
Toxocara spp Febre, dor abdominal
Taenia spp Teniase
Ancylostoma ducdenalis Anemia

FONTE: Adaptado EPA- 1993

Segundo SANIN, VESIIND et al. (1994) o lodo de esgoto possul microrganismos
patogénicos de origem entérica e nio patogénicos, como por exemplo os coliformes fecais e
streptococcus. Estes microrganismos podem ser transmitidos ao homem por via direta- como por

exemplo através da contaminagiio das mios, ou através de outros organismos que entrem em
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contato com o lodo contaminado- neste caso sdo os vetores, que podem ser representados pelos

passaros e roedores (FOESS&SIEGER, 1993).

De acordo com HAYS (1977) a utilizag8io do lodo de esgoto em solos agricolas deve
levar em conta os riscos de uma possivel contaminagdo deste residuo por patdégenos. Para tentar
minimizar estes risco, € necessario realizar programas de monitoramento que acompanhem as
concentragdes de bactérias, virus, protozoarios e vermes no solo apos a aplicagio do lodo. Nio
deve-se esquecer, que além do solo € preciso tomar cuidado para que o agiiifero também n3o seja
contaminado, pois altos indices de patogenos no lodo, podem levar a contaminagdo deste e afetar

seu uso (LIU, 1982).

Quando a idéia € a de utilizar este lodo como condicionante de solo, ¢ de suma
importancia o cuidado para que os patogenos sejam eliminados, considerando que mesmo este
residuo sendo tratado por processos convencionais como digestio anaerdbia ou secagem, pode

ainda conter patogenos, colocando em risco a saude (GIBBS, HU et al., 1995).

Segundo THIRIAT, BIGOT et al. (1997), a disposi¢o do lodo através de sua aplicagio
no solo é uma alternativa econdmica, mas que deve ser cuidadosamente monitorada para prevenir
qualquer contaminagdo com patdgenos, como por exemplo cistos de Giardia, que podem trazer

sérias conseqiiéncias para a saude publica.

De acordo com a EPA (1992), a saide plblica e dos animais, pode ser protegida dos
patogenos existentes no lodo de diversas formas dentre as quais pode-se citar:
1. reducio do nimero de patogenos atraves do tratamento do lodo e/ou atenuagio ambiental;
2. redugdo do transporte de patdgenos por vetores, através da eliminacdo ou reducio destes; e,
3. limitando o contato humano e de animais nos locais em que o lode for utilizado, até que ocorra

uma diminuig@o natural nos niveis destes patdogenos.

Ainda em relagdo a existéncia de patogenos no lodo, a EPA (1992) recomenda que a

densidade maxima destes microrganismos, que pode estar presente no lodo de esgoto, deve ser



reduzida a niveis que ndo coloquem em risco a saude humana, que sdo os seguintes:

-Salmonella spp - menor que 3 (organismos) por 4 gramas de solidos totais no lodo de esgoto
-Virus entéricos - menor que 1{organismo) por 4 gramas de solidos totais no lodo de esgoto
-Ovos de helmintos vidveis - menor que 1(organismo} por 4 gramas de solidos totais no lodo de

e3goto.

Nesta publica¢do nfo ha nenhuma referéncia quanto & densidade maxima de protozoarios
patogénicos que pode ser encontrada no lodo de esgoto, sem colocar em risco a saide. Uma
possivel justificativa € a baixa resisténcia destes microrganismos no ambiente, embora, segundo
HU, GIBBS et al. (1996), existam evidéncias que estes patdgenos podem permanecer no lodo

pelo periodo de até 1 ano.

3.3.1 - Protozoarnios do Lodo

Os protozoarios sdo seres unicelulares, microscopicos, e constituidos por citoplasma e
nicleo. Podem ser encontrados em ambientes aquaticos ou no solo, Ha uma grande variedade
destes microrganismos presentes no lodo de esgoto, que podem ser de vida livre ou parasitas do

homem e de outros animais,

O citoplasma destes microrganismos € constituido por uma camada externa mais densa
(ectoplasma), que tem func@o de protecio, locomogdo e ingestdo de alimentos, e uma camada
interna (endoplasma) que possui varias organelas necessarias para a sobrevivéncia do organismo,

como por exemplo, vactiolo digestivo (Figura 3.2).

O nicleo é uma estrutura responsivel pela reproducio e controle das fungdes vitais da
célula. O nimero desta estrutura ¢ variavel, sendo este um fator importante na identificagio e

caracterizacdo das diferentes espécies de protozoarios.
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FIGURA 3.2 - Esquema geral de um protozoario {(ameba)
FONTE: Adaptado PESSOA& MARTINS (1982)

Uma outra caracteristica destes microrganismos € a formacdo de cistos, que ¢ uma forma

de resisténcia do protozoario. Os cistos sdo formas capazes de resistir as condicBes adversas do
ambiente, como por exempio diminuiclo da umidade, e podem voltar a sua forma original quando
as condi¢les ambientais forem novamente favoraveis. Além disto, os cistos sdo eliminados pelos
organismos infectados e sdo portanto, responsaveis pela disseminacdo das doencas causadas por
estes parasitas. Alguns protozoarics ndo formam cistos, mas sim oocistos, que sdo as formas

reprodutivas responséveis pela disseminacio da parasitose.

Os protozosarios podem ser agrupados em 4 classes distintas, de acordo com seu modo de

locomocio:

i. Classe Sarcodina- os protozoarios pertencentes a esta classe locomovem-se atraves de
estruturas denominadas pseuddpodos, que sdo formadas pela movimentacio do seu citoplasma.
Meste grupo estdo presentes as amebas e dentre estas, fnfamoeba histolytica, que € um

protozoario patogénico presente no lodo de esgoto;

2. Classe Ciliophora- estes protozoarios apreseniam numerosos cilios responsaveis pels

locomogdo e captura de alimentos. Um protozoério de vida hivre, comum ao lodo de esgote e

pertencente a este grupo, ¢ Forficella spp;
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3. Classe Mastigophora- estes protozoarios locomovem-se com a ajuda de uma estrutura

denominada flagelo. Nesta classe estdio presentes varios protozoarios parasitas do homem,, como

por exemplo, Giardia lamblia, protozoario patogénico enconirade no esgoto;

4. Classe Sporozoa- nesta classe todos os protozoarios sdo parasitas e ndo possuem estrutura de

locomocgdo. O Crypiosporidium spp € um protozoario pertencente a este grupo, e comumente

encontrado no lodo de esgoto.

Os protozoaries encontrados no lodo de esgoto podem, ou ndo, serem patogenicos. Ha
uma grande variedade de protozoarios de vida livre que sdo comuns 2 fauna do lodo, dentre os
quais podemos citar: Vorficella spp {Figura 3.3), Amoeba spp, Upercularia spp, entre outros.
Estes protozoarios s@o importantes na degradacdo da matéria orgdnica, além de serem

responsaveis por manter ¢ equilibrio da fauna do lodo..

FIGURA 3.3 - Colonia de Forticella spp no lodo de esgoto
FONTE; CETESB- 1985

Apesar dos protozoarios de vida livre, que s80 comuns no lodo e benéficos, pois

contribuem para estabilizar a matéria orginica, ha a possibilidade da presenca de protozoarios
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patogénicos, que podem ser prejudiciais para o homem e ambiente. Estes protozoarios, comuns ao
lodo de esgoto doméstico, sdo responsaveis principalmente por doengas entéricas e

gastroenterites, pols so parasitas do intestino humano.

A principal forma de transmissdo destas doengas € através da via oro-fecal. Os individuos
contaminados eliminam, em seus excretas, as formas infectantes destes microrganismos, que
acabam atingindo a rede de esgoto doméstico, e de forma inadequada o solo. Quando as
condi¢des de saneamento s30 precarias e ndo ha tratamento adequado do esgoto, estas formas
acabam sendo eliminadas ¢ descartadas junto com o esgoto em corpos d’agua, e deste modo sdo
transmitidas através da dgua contaminada, pois a agua é considerada um vetor em potencial para a

transmissdo de doencas (TEUNIS, MEDEMA et al., 1997).

O tamanho. dos cistos dos. protozoarnos. dificulta sua retencdo durante. o0s. processos.
fisicos, como por exemplo a filtragio que pode ocorrer durante o tratamento. Com isto, estes
microrganismos acabam acumulados no lodo, sendo necessario um tratamento deste para sua

completa remogdo {(EPA, 1986).

Um individuo, ndo infectado, ao entrar em contato com aguas que receberam despejo de
origem doméstica, sem tratamento, poderé ser infectado e desta forma o ciclo de transmissfo da
doenga esta completo (Figura 3.4).

individuo elimina fezes

infectado — contaminada com
CIStOS € 00CIStos

/\

solo rede de
esgoto

Ingestio de  Agua

contaminada PElas p— 4oua
excretas

FIGURA 3 4 - Esquema de contaminagio pela agua.
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Segundo FALK, KARANIS et al. (1998), os estagios infectantes (oo)cistos s3o
excretados juntamente com as fezes de pessoas infectadas e sdo transmitidos pela via fecal-oral
pela 4gua contaminada ou alimento, ou ainda pelo contato direto hospedeiro-hospedeiro. As aguas
superficiais podem estar contaminadas com (oo)cistos através do esgoto humano ou fezes de
animais. Todas as aguas de fontes superficiais, particularmente em regides de precdrio saneamento

basico estdo sujeitas a este tipo de contaminagio.

A concentragdo de patogenos capaz de infectar um individuo, depende do grau de
infectividade do (oo)cisto, que esta diretamente relacionada com sua viabilidade (poder de causar
infecgdo), e da resisténcia do organismo do individuo ao entrar em contato com © patogeno.
Segundo TEUNIS, MEDEMA et al. (1997), apesar da concentragdo dos microrganismos
patogénicos ser relativamente baixa, ainda assim ha risco de contaminagdo para alguns

. consumidores. e e

Esta concentracio de patdgenos necessaria para que um individuo contraia uma dessas
doencas nem sempre € alta. Para Entamoeba histolytica, a infecgdo pode aparecer mesmo apos a
ingestio de apenas | cisto, porém, a dose infectiva (concentragiio) mais comum fica entre 10 e
100 cistos ingeridos. No caso de Giardia lamblia, esta concentragdo infectiva varia entre 25 e 100
cistos ingendos (FEACHEM, BRADLEY et al., 1983), e para Cryptosporidium a concentragdo €
de 10 oocistos (EPA, 1993).

A falta de um sistema adequado de tratamento de esgoto, principalmente nos lugares com
saneamento basico menos desenvolvido, aumenta a probabilidade da disseminagdo de doengas
parasitarias, o que pode levar a uma epidemia destas doengas (GRIMASON, SMITH et al., 1993).
Por este motivo, devido a esta falta de tratamento, e do despejo de esgoto no corpos d’agua, fica
facil entender porque ainda hoje estes protozoarios sdo responsaveis pelo alto indice de doencas
entéricas, considerando, em alguns casos, que a concentrac8o necessaria para a infecgdo pode ser
de apenas I (oo)cisto. Além disto, os (oo)cistos, pelo seu pequeno tamanho, sdo capazes de
passar através dos processos de tratamento e atingirem a agua, seu principal veiculo de

propagagéo.
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3.3.2 - Protozoarios Patogénicos

Entre o5 protozoarios patogénicos podemos citar 0s mais comuns no £5g0to & aguas
residuarias, como por exemplo Lafamoeba histolvtica, Giardia lamblia, Cryptosporidium
parvum, etc.. Estes microrganismos sdo responsaveis por doencgas entéricas e gastroenterites
faciimente transmifidas através do contato do homem e outros animais, com agua ¢ lodo

contaminados.

A infecglo causada por estes protozodrios provoca gastroenterites com diarréia, vomitos
2 dores abdominais. Estes protozodrios sfo parasitas do intestino humano e alimentam-se das
células vermethas do sangue (hemacias), dificultando a absorgdo de alimentos pelo intestino. Em
individuos mais debilitados, principalmente criangas, estas doencas podem até provoecar morte,

pela falta de resisténcia do individuo.

0 protozoario Lntamoeba histolylica {Figura 3.5) pertence a classe Sarcodina e pode ser
associado com condigles sanitarias precérias. Seus cistos sdo pouco encontrados em Aguas
superficials, mas estdo presentes onde ha contaminacdo fecal (FEACHEM, BRADLEY et al,
1983). Este protozodrio foi descrito pela primeiramente em 1875 por Lasch, que encontrou os
cistos presentes nas fezes de um camponds russo (PESSOA&MARTINS, 1982). Em 1967,

KOTT&KOTT detectaram a presenca de cistos de Anlamoeba histolytica em efluentes de esgoto.

FIGURA 3.5 - Cistos de Lnramoeba histolytica

PONTE- PESSCALMARTING, 1982,
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Giardia lamblic (Figura 3.6.) é um protozoario flagelado de ampla distribuigdo,
principalmente em areas de saneamento precario. Os cistos deste protozoério sdo resistentes ao
cloro e muito comuns no esgoto (FEACHEM, BRADLEY et al, 1983) Seus cistos foram
descritos pela primeira vez em 1859 por Lambl (PESSOA&MARTINS, 1982),

FIGURA 3.6 - Glardia lamblia: forma vegetativa{A) e cisto(B).
FONTE- PESSOA&MARTING, 1982,

O protozoaric (ardia também ¢ comumenie encontrado no esgoto e causador de
doenca entérica (HOLMAN, FROST et al, 1983; GASSMANN&E&SCHWARTZBROD, 1991;
HU, GIBBS et al, 1996). Este microrganismo ¢ resistente aos processos de desinfeccdio, como
por exemplo a cloragfo, que ¢ muito utilizada nas estacOes de tratamento. Nos EUA, este
protozodrnio € responsavel por cerca de 60% das gastroenterites provocadas por ingestdo de aguas

contaminadas {GILMOUR, SMITH et al , 1991},

Cryptosporidium porvium ¢ um protozoario coceidio, pertencente a Classe Sporozoa, ¢
tem sido atualmente muito estudado devido a estreita relacio deste parasita com os portadores do
virus da AIDS, ja que ¢ considerado um parasita oportunista (CASEMORE, 1991). Como ja fol
mencionado anteriormente, este protozoario ndo apresenta a forma de cisto, mag sim de oocistos,
que sio as formas reprodutivas transmitidas e irio completar seu cicle de vida ao entrarem em

contato com o hospedeiro. Os oocistos s3o liberados para o ambiente juntamente com as fezes do



22

homem e outros animais, € sdo capazes de viver longos periodos no ambiente.

Os oocistos de Cryptosporidium também sdo muito encontrados em amostras de agua e
esgoto. Uma pesquisa realizada no Arizona, Califoria, Texas e outros estados norte americanos,
detectou a presenca deste protozoérios em 77% das amostras de agua que foram analisadas
(ROSE, 1988 apud SMITH, McDIARMID et al., 1989), revelando que além de possuir ampla
distribuicdo, este protozoario ¢ resistentes aos processos de tratamento de &guas e esgoto.
Existern varias espécies deste protozoario, mas a que parasita o homem ¢ o C. parvum

(CASEMORE, 1991: SMITH, McDIARMID et al., 1989).

Os (oo)cistos de Giardia e Cryprosporidium sdo atualmente considerados os mais
problematicos, pois possuem distribuigiio universal e sio responsaveis por grande parte das
- doengas entéricas.de veiculagio hidrica (KARANIS, SCHOENEN et al., 1998). Estes {(oo)cistos -
sd0 extremamente resistentes ao ambiente hostil e podem sobreviver em condi¢bes ambientais
extremas, além de serem mais resistentes a certos processos de tratamento que as bactérias
indicadoras (KFIR, HILNER et al., 1995). As epidemias causadas por estes protozoarios, tém sido
reportadas durante os anos passados nos EUA e em muitos paises da Europa. Os dois sdo
responsaveis por causar diarréia em humanos e em muitos outros animais (FALK, KARANIS et
al., 1998), e sua presen¢a na agua residuania e tratada tem sido responsavel por numerosas

epidemias de diarréria (AHMAD, LEE et al., 1997).

Cryptosporidium e Giardia- s3o protozoarios patogénicos entéricos, parasitas
obrigatérios que produzem doenga gastrointestinal. A forma infectiva é o cisto e/ou oocisto que
pode ser transmitido através da agua e alimentos contaminados (BERTOLUCCL GILLI et al,
1998).

Existem trabalhos que indicam que o efluente € o lodo de esgoto podem ser fontes de
{oo)cistos responsaveis pela contaminagio da agua. Porém existem poucos estudos que examinam
e confirmam sua ocorréncia no esgoto. As concentra¢des destes parasitas dependem do tamanho

da comunidade contribuinte e do nivel de infec¢io desta comunidade (BUKHARI&SMITH,
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1995).

Segundo BERTOLUCCI, GILLI et al. {1998), os (oo)cistos podem viver por longos
periodos no ambiente e representam uma grande preocupa¢do por causa do msco para a saude,
resisténcia aos desinfetantes e tamanho e dimensdo que permitem sua passagem através do leito de
fitracdo. Ainda nfo € conhecida qual a influéncia da idade e permanéncia no ambiente do
(oo)cisto na infectividade e conseqiiente risco para a saude. A informag3o da concentragdo

infectante € pouca.

A coexisténcia destes parasitas no mesmo ambiente € comum, © que aumenta a
necessidade de se encontrar uma forma segura de elimina-los, além dos cuidados necessarios para
evitar a proliferacdo destes protozoarios (KFIR, HILNER et al., 1995). Estes protozoarios s&o
reconhecidos na Ultima .década como -a causa mais comum- -de gastroenterites em  paises

desenvolvidos e em desenvolvimento (GRIMASON, SMITH et al., 1993; EPA, 1986).

Estes protozoarios sdo responsaveis pela alta incidéncia de doengas entéricas e devem ser
tratados com rigor pelos sanitaristas, por sua maior resisténcia que organismos indicadores e por
poderem sobreviver a alguns processos de desinfecgdo usados nas ETE’s, apesar do tratamento de
esgotos ser considerado como uma barreira importante para reduzir a concentragdo (oo)dos cistos
de protozoarios patogénicos (GAVAGNHAM, SYKORA et al, 1993). Apesar disto, ELLIS,
RODRIGUES et al. (1993) afirmam que o tratamento convencional de esgotos ndo ¢€ totalmente
eficiente na remogio de organismos parasitas. Geralmente € preciso uma combinagio de diferentes

métodos para que sejam eliminados o maior namero possivel destes agentes.

Segundo a EPA (1992), a redugdo dos patogenos deve ser feita antes da utilizacdo do
lodo de esgoto, e é necessana uma combinagdo de diferentes pardmetros, como por exemplo
temperatura ¢ pH, para que a eficiéncia do processo aumente e 0 nimero de patdgenos seja

reduzido.

Sabe-se que os (oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium podem passar através dos



24

processos convencionais usados no tratamento de agua e esgoto. Existem alguns processos,
fisicos, quimicos ou bioldgicos, que podem diminuir 0 nimero destes patdgenos. Na Tabela 3.3
sdo apresentados alguns processos mais utilizados e sua eficiéncia na redugio dos patogenos mais

comuns, além da eficiéncia na redugiio de alguns vetores que podem ser responsaveis pela

transmissdo destes micTOrganismos.

TABELA 3.3 - Algumas propostas para controlar patogenos e vetores no lodo de esgoto

Proposta Eficiéncia Processo

Eliminar patéger;.o’s com altas)Depende do tempo e dale Compostagem

terpperatu{as' (atraves- de’ Processo tempgrafura. _ Temperaturas | o Secagem térmica

fisicos, quimicos ou biologicos) suficientes mantidas por tempos . P o
longos podem reduzir bactérias, z?siem_:izagac') .
virus, cistos de protozodrios ¢|® Digestdo acrobia
ovos de helmintos 4 niveis baixos. | ® Digestio anaerobia

s helmintos sfo mais resistentes |-

Eliminar patogenos com radiagio

Depende da  dose.  Doses
suficientes podem reduzir os
patégenos mais comuns. Os virus
sfo mais registentes.

Radiacdo Gama
Feixe de elétron de
energia

alta

Eliminar patdgenos
desinfetantes quimicos

Com

Reduz substancialmente bactérias, | e
virus e vetores. Provavelmente!| e

reduz cistos de protozodrios. Nio
¢ eficiente para ovos de
helmintos, a nfo ser quando
combinado com calor

Cloracgio
Estabilizacio com cal

Inibir o  crescimento  dos
patdgenos reduzindo o contefido

Reduz bactéria e os vetores

Digestio aerdbia
Digestiio anacrobia

organico volatil do lodo de esgoto Compostagem
(fonte de alimentos de

THCIOTEanismos)

Imibir a sobrevivéncia dos|Reduz virus ¢ bactérias, Reduz a|e Secagem térmica

patogenos reduzindo a umidade
do lodo

atracdo dos vefores quanto mais
tempo o lodo permanecer seco.
Provavelmente  eficiente  em
reduzir cistos de protozoarios.
Nio ¢ eficiente para helmintos, a
menos que esteja combinado com
oulro processv, por exemplo, alta
temperatura,

secagem por ar

FONTE- EPA, 1992. (Em destaque as observagOes referentes aos cistos de protozodrios)




Os (oo)cistos dos protozoarios comportam-se de modo diferente aos processos utilizados
para a desinfeccdo do lodo. Segundo CASEMORE (1991), os oocistos de Cryptosporidium sio
resistentes ao cloro; porém sio suscetiveis a grandes variacdes de temperaturas e baixa umidade, e

também possuem alguma sensibilidade a irradiagdo por uv.

MADORE, ROSE et al. (1987), trabalhando com Cryptosporidium verificaram que este
protozoario € mais resistente aos processos de desinfecgdo que as bactérias, podendo permanecer
vidvel mesmo apods 24 horas de exposicio a uma temperatura de 4°C em solu¢do de hipoclorito de
sddio 3%. Os cistos de Giardia foram encontrados ainda viaveis mesmo apds 12 meses de

estocagem de lodo (GIBBS, HU et al., 1995).

O cloro, muito usado para desinfeccdo nas ETE’s, também ndo ¢ totalmente eficiente na
reducio dos patogenos. Sabe-se que virus. entéricos, {oo)cistos de protozoarios. e ovos de
helmintos podem resistir ao processo de cloragio, permanecendo no lodo (BURGE&MARSH,
1978, HELMER, HESPANHOL et al,, 1991). Além disso, para que a cloragdo seja um processo
eficiente € preciso considerar a concentracio deste desinfetante e o tempo de contato do residuo a

ser desinfetado com o agente.

O hidroxido de célcio Ca(OH), também ¢ um agente quimico que pode ser utilizado para
eliminar orgamismos patogénicos. Este agente ¢ capaz de reduzir enterobactéria ¢ pseudomonas
em niveis nfo detectaveis; porém sua eficiéncia ndo é comprovada para (oo)cistos de protozodrios
(Giardia e Cryptosporidium) e ovos de helmintos quando usados por um periodo inferior a trés

meses (WURZER, WIEDENMAMM et al., 1995).

Outro fator que deve ser considerado, em relagio aos protozoarios patogénicos, € que
estes sdo mais resistentes que os coliformes fecais, e portanto, € preciso considerar que nem
sempre a auséncia destes indica que também néo ha presenga de outros microrganismos, como por
exemplo Giardia (HO, TAM et al., 1995). Segundo HELMER, HESPANHOL et al. (1991) os
coliformes fecais ndo sdo bons indicadores da presenca/auséncia de protozoarios patogénicos e

helmintos, pois estes podem ser mais resistentes aos processos de desinfeccdo.
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AHMAD, LEE et al. (1997), concluem em seu trabalho que a relagdo qualitativa entre a
presenga de cistos de Giardia e coliformes fecais existiram em 9 de 10 amostras de agua, porém, a
analise estatistica indicou que ndo havia correlagdo significativa entre a concentragdo de cistos de
Giardia e a concentracio de coliformes fecais no esgoto. O nivel de bactérias coliformes e a
turbidez sdo critérios para a qualidade da agua, bem como os coliformes fecais, mas estes critérios
ndo demostram a auséncia/presenca dos parasitas na dgua final (KARANIS, SCHOENEN et al,,
1998).

O trabalho feito por JAKUBOWISK, BOUTROS et al. (1996), confirmam a dificuldade
em correlacionar coliformes fecais e outros parasitas, como 0s protozoarios de forma segura, pois
dados obtidos sobre a qualidade da agua, coletados durante epidemias de veiculagio hidrica, que
ocorreram entre 1991/92, indicam que o grupo coliformes foi somente encontrado em 33% das
amostras que estavam contaminadas com protozoarios patogénicos. Estes dados vém confirmar -
que o grupo dos coliformes fecais pode ndo ser bom indicador da contaminagdo por protozoérios

patogénicos.

3.4 - Métodos de Recuperacio dos Protozodrios Presentes no Lodo

A deteccdo dos protozoarios ndo é facil de ser realizada, ja que estes microrganismos
encontram-se dispersos em grandes volumes de amostra e os métodos usados para detecgdo nem
sempre possuem indices satisfatérios de recuperagdo. No caso do lodo de esgoto, pode haver
ainda uma grande quantidade de material particulado dificultando a separacio e identificagdo

destes microrganismos.

A maioria dos métodos utilizados para analise do lodo sdo variagdes dos desenvolvidos
para analise de dguas residudrias (SANIN, VESIIND et al., 1994), ja que nfo existem meétodos
padronizados para recuperar e identificar protozoarios patogénicos em grandes volumes de

amostras (GRIMASON, SMITH et al, 1993). Atualmente, 0 modo de detecgdo é caro e
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demorado, e além disto a literatura indica diferentes técnicas , porém com taxa de recuperagio que

diferem muito nos trabalhos existentes (FALK, KARANIS et al., 1998).

Para conhecer qual a real concentragio de cistos de Giardia no esgoto € preciso
determinar um método real de deteccio e enumeragdo, bem como o conhecimento de sua
viabilidade. No entanto, sdo poucos os métodos publicados e a recuperacdo apresentada por estes

métodos € muito baixa (THRIAT, BIGOT et al, 1997).

De um modo geral, os meétodos de baseiam-se na concentracdo dos cistos dos
protozoarios através da centrifugacdo, seguida por sedimentagdo ou suspensdo e posterior
observagio ao microscopio optico ou de imunofluorescéncia. A identificagdo dos microrganismos
¢ feita com base em suas caracteristicas morfoldgicas, como dimensdes e presenga de

determinadas estruturas internas, por exemplo-o-numero-¢ a posigdo dos nicleos presentes. -

Para recuperar os (oo)cistos podem ser utilizadas as solugdes de sulfato de zinco e
sacarose, € em alguns casos formol/éter, ou a simples decantacio. Estes métodos sdo também
usados em laboratorio de parasitologia, como procedimento de rotina. Apos a concentragdo dos
cistos € feita a coloragdo (lugol) e postenor analise das laminas, no microscopio optico comum, no

aumento de 10 e 40 vezes.

3.4.1 - Recuperacio por Suspensio dos (00)Cistos

Neste método, a recuperagio dos (oo)cistos de protozoarios é feita promovendo sua
suspensdo. Esta suspensdo ¢ obtida com a utilizacdo de solug@io de sulfato de zinco ou solugdo de
sacarose. Apds a centrifugacio da amostra com a solugdo em questdo, a pelicula formada no
sobrenadante é transferida, com a ajuda de uma alca de platina, para uma I&mina, corada com lugol

e observada ao microscopio.
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3.4.1.1 - Recuperacdo com Solucgo de Sulfato de Zinco- ZnSO, (33%)

O sulfato de zinco € utilizado na centrifugacio, promovendo a suspensio dos (oo)cistos.

E conhecido como método de Faust e utiliza a solugio na concentragio de 33%.

Este método foi utilizado por KOTT&KOTT (1967) para concentrar cistos de
Entamoeba histolytica presentes em amostras de efluentes de esgoto. As amostras (5-10 litros)
foram centrifugadas e para a suspensdo dos cistos foi utilizado ZnSOy; apos a centrifugacdo os

cistos foram coletados e corados com lugol para observacio em microscopio optico.

A solug@o de sulfato de zinco também foi usada por MARZQCH! (1977) para a
- -recuperagdo de protozoéarios patogénicos presente no solo. Neste caso foram coletadas amostras
de solo (200 a 250 gramas), que foram transferidas para um calice graduado de 1000cm’. O
volume deste célice foi completado com solugo saturada de NaCl (cloreto de sodio) até o volume
final.

A suspensdo obtida foi deixada em repouso por 10 minutos e apds este tempo o
sobrenadante foi transferido para um recipiente de 5 litros, cujo volume foi completado com agua
destilada e novamente deixado em repouso. O precipitado obtido apds este repouso foi
centrifugado com sulfato de zinco, e para analise dos protozoarios foi coletada a pelicula que se
forma no sobrenadante, com a ajuda de uma alca de platina e transferida para uma 1&mina com

lugol e examinada ac microscopio Optico.

Esta mesma solugéo foi utilizada por ELLIS, RODRIGUES et al. (1993) para concentrar
e recuperar cistos de protozoarios e ovos de helmintos presentes em lagoas de estabilizagdo. As
amostras coletadas, foram imcialmente centrifugadas (1000g X 10min) e o sobrenadante foi
descartado. Apos isto procedeu-se nova centrifugacio com Sml de solugdo de sulfato de zinco

33%. Para analise foram tomadas aliquotas de 1ml e observadas ao microscdpio optico comum.
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3.4.1.2 - Recuperacic com Sacarose

A sacarose tambeém pode ser utilizada para promover a suspensio dos cistos dos
protozoarios. McHARRY (1984) utilizou esta solugdo para suspender os cistos de Giardia
presentes em efluentes de esgoto. As amostras foram filtradas e lavadas com agua destilada até o
sobrenadante ficar limpo. O sedimento obtido foi entdo centrifugado com solugio sacarose 1,5M

(800g X 2min). Para observacdo foi utilizada microscopia optica.

MADORE, ROSE et al. (1987) utilizaram esta solugdo para suspender cistos de
Cryptosporidium presentes em efluentes de esgoto. Inicialmente as amostras foram centrifugadas
(1200rpm X 1lmin); o precipitado obtido pela centrifugac@o foi suspenso em formalina 10% e
- refrigerado. Transcorrida a refrigeracio, este precipitado fot lavado e suspenso em solugio 1% de
Tween 80 (utilizado para promover a separacdo das células, e desta forma facilitar a
identifica¢@o). Para a concentragdo final dos cistos foi utilizada solug@o de sacarose. O precipitado
foi centrifugado e o sobrenadante foi observado com uma gota de lugol em microscopio 6ptico

COmMum.

A solugdo de sacarose também foi utilizada por SMITH, McDIARMID et al. (1989) para
concentrar oocistos de Crypfosporidium em amostras de agua. As amostras foram primeiramente
filtradas e o filtrado final foi suspenso em solugio de sacarose por centrifugacdo. Apds a
centrifugagdo o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e lavado em agua destilada para
remover a sacarose. Para identificaciio dos oocistos foram usadas técnicas de microscopia Optica

{coloragdo com lugol) e de imunofluorescéncia.

Para verificar a ocorréncia e viabilidade de cistos de Giardia na agua, GILMOUR,
SMITH et al. (1991) tambérm utilizaram a soluciio de sacarose. Segundo SYKORA et al. (1991),
que também concentraram cistos de Giardia presentes na agua, com solucdo de sacarose, esta
solugio ¢ eficiente para concentrar cistos presentes em amostras de baixas densidades ou separa-

los de altas concentragGes de matéria particulada, como no caso do lodo.
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Com o objetivo de determinar qual a melhor concentragdo de sacarose para promover a
suspensio dos cistos de Giardia duodenalis e Entamoeba coli, MOITINHO&FERREIRA (1992)
testaram varias concentragdes desta solugdo, e baseado nestas concentragdes € nas massa
especificas dos cistos, concluiram que os melhores indices de recuperagdo foram obtidos com
solugdo de massa especifica igual a E200kg/m3. A solucdo com essa concentragio permitiu

suspensio de cerca de 90% dos cistos, o que indica um alto indice de recuperagio.

A solucdo de sacarose IM também foi usada por KFIR, HILNER et al. (1995) para

concentrar cistos de Giardia e Cryptosporidium.

Outra solugio também utilizada para promover a suspensdo dos cistos presentes em
amostras de agua foi o carbonato de calcio- CaCO; (VESEY, SLADE et al., 1993). Segundo os
autores, este metodo ndo causa muita-compactagdo das células apos a centrifugacio. Este método

também foi usado por SHEPHERED&WHY-JONES (1995).

3.4.2 - Recuperacio pela Sedimentacio dos {oo)Cistos

Neste caso 0s (00)cistos sdo concentrados pela sua sedimentagdo no precipitado formado
durante a centrifugac@o. Pode-se utilizar a técnica do formol/éter, ou ainda a simples decantagio
da amostra. Depois de centrifugada a amostra, faz-se a observagio do precipitado com a ajuda de

microscopio Optico comum.

3.4.2.1 - Recuperacdo com Formol/Eter

O formol/éter € um método utilizado em procedimentos de rotina em laboratdrio de

parasitologia. Este metodo foi usado por SMITH (1989) para concentrar oocistos de
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Cryptosporidium presentes em amostras de 4gua.

HO, TAM et al. (1995) também utilizaram a sedimentagdo com formol/éter para

concentrar cistos de Giardia presentes em amostras de agua.

3.4.2.2 - Concentracio por Simples Decantacio

Esta metodologia também ¢ comum em laboratorio de parasitologia e € conhecida como
Meétodo de Hoffman. A concentragfo pode ser feita por simples decantagio, ou em alguns casos,
utilizando centrifugagdo da amostra com agua destilada. Esta metodologia foi utilizada por

. HOLMAN, FROST et al. (1983) para concentrar cistos de Giardia presentes na 4gua................

3.5 - Recuperacio dos (00)Cistos

O maior problema dos métodos utilizados para concentracio dos (0o)cistos, € o baixo
indice de recuperagio apresentado. A perda pode ocorrer durante a filtragio ou concentragio dos

(oo0)cistos.

Durante a filtragdo da amostra a ser analisada, deve-se tomar cuidado para que ndo
ocorram grandes perdas de material. Para evitar este tipo de problema € preciso padronizar os
métodos utilizados, que conseguem os maiores indices de recuperagio (SHEPHERD&WHY-
JONES, 1995). Esta padronizagdo € importante para que o nimero de microrganismos presentes
nas amostras no seja subestimado, j& que as perdas sio grandes durante os procedimento de
laboratério (GILMOUR, SMITH et al. 1991).
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As perdas, alem de ocorrerem durante a filtrago, também podem acontecer durante a
centrifugacdo da amostra pela destruigdo dos (oo)cistos. Qutro problema que pode ocorrer, € que
os métodos utilizados tendem a compactar outras particulas ao redor dos (oo)cistos causando

problemas na hora de identificagio (VESEY, SLADE et al., 1993).

Para tentar mimmizar estas perdas, KFIR, HILNER et al. (1995) utilizaram meétodos
especificos para concentracio de virus em amostras de 4gua que continham protozoarios. Estes
métodos sio baseados na ultrafiliracio das amostras através de membranas filtrantes usadas para
concentrar virus e os indices de recuperacio obtidos ficaram em torno de 50%, o que levou os
autores a concluir que esta metodologia também podem ser adaptada e usada na recuperagdo de

cistos de protozoérios.

Visando também uma melhor. recuperacdo de cistos de protozoarios presentes em

amostras de agua, HO, TAM et al. (1995) usaram primeiramente a filtragio da amostra em gaze,
seguida por fiitragdo em filtro Milipore, cujo didmetro de poro era 1,2u. Depois da filtragio, os
filtros foram lavados com formol, para promover extracdo completa dos cistos e garantir sua

recuperacio, que neste trabalho ficou em torno de 61%.

Os melhores indices de recuperac¢do foram os obtidos por SHEPHERED&WHY-JONES
(1995) que testaram varios tipos de filtro para verificar qual apresentava melhor recuperacio na
concentrac3o de oocistos de Cryprosporidium em amostras de dgua de rio. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que a filtracdo realizada em filtro de acetato de celulose e didmetro de poro

de 1,2p teve o melhor resultado, com recuperagéo de cerca de 70% dos oocistos.

Além da importancia do concentracio dos (oo)cistos, € preciso identifica-los. Esta
identificacio é baseada na morfologia destes cistos, ou seja, da observagdo do formato, tamanho,
estruturas internas como nucleo, etc.. Para ajudar nas observa¢des sfo realizadas técnicas de
coloragdo, que podem ser simples como a utilizagdo do lugol (que cora estruturas internas) ou
mais sofisticadas como as técnicas de coloragdo de imunofluorescéncia que utilizam anticorpos

especificos para marcar os (oo)cistos.
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Mesmo com a utilizagdo da imunofluorescéncia, podem ocorrer erros na identificagio dos
organismos. Em trabalho realizado por ROSE et al. (1988, apud BUKHARI, SMITH et al., 1997),
notaram que Os anticorpos usados para detectar os oocistos tinham reagdo cruzada com leveduras,
o que acabou gerando erro na interpretagdo dos resultados, pois a quantidade real de oocistos que
a amostra continha, era na verdade menor que a quantidade encontrada, pois as leveduras tinham

sido 1dentificadas como oocistos.

A colorag@o com lugol for utilizada por KOTT&KOTT (1967) para corar cistos de
Entamoeba histolytica presentes em amostras de esgoto, e por JAKUBOWSKI, SYKORA et al.

(1991) para corar cistos de Giardia , também em amostras de esgoto.

Os métodos utilizados para concentrar (0o)cistos de protozoanios presentes em lodo de
...esgoto, além de apresentarem baixos indices de recuperagdo, nfo permitem determmar se 0s cistos
recuperados estdo ou ndo viaveis. E preciso desenvolver técnicas que assegurem a viabilidade dos
cistos encontrados, j4 que os métodos comumente usados podem indicar que hd contaminagio,
mas ndo a viabilidade dos organismos patogénicos encontrados nestas amostras (GILMOUR,

SMITH et al., 1991).

Enquanto esta técnicas nfo estdo a disposi¢do, a melhor forma de garantir a utilizacio do
lodo de esgoto com seguranga € assumindo que todos 0s cistos encontrados sdo vidveis e portanto
podem colocar em risco a salilde do homem se esta utilizagio ndo for feita com cuidado (HU,

GIBBS et al., 1996).

De um modo geral, os métodos para concentra¢do de (oo)cistos sdo ineficientes. Um
trabatho feito pela SPDL indicou indice de recuperacio para oocistos de Cryptosporidium entre 3-
29%, e para cistos de Giardia entre 27-60%, entretanto existem trabalhos que apresentam indices
de recuperacéo menores. A eficiéncia de recuperagdo é tem maior variagdo quando o nimero de
organismos € baixo, € com isto acaba-se subestimando a porcentagem de amostras que sdo

positivas e a concentragio de (oo)cistos nesta amostras (THRIAT, BIGOT et al,, 1997).
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A necessidade da padronizagio de uma metodologia, que seja eficiente na recuperacio
dos {oo)cistos dos protozodrios patogénicos, faz-se cada vez mais necessaria para ajudar a
detectar a presenca destes microrganismos, que s3o cada vez mais comuns e causam Sérios
problemas epidemiolégicos, quando contaminam a 4gua e solo. E preciso encontrar uma maneira
facil de recupera-los, para que analises de controle da qualidade da agua e outros residuos, como
o lodo de esgoto sejam parte da rotina, garantindo a saide do homem ¢ ambiente, ¢ permitindo a

reciclagem de residuos, que deve ser feita visando a qualidade ambiental,



4 - METODOLOGIA

Neste trabatho foi analisada a presenca de protozoarios patogénicos no lodo de esgoto, na
mistura solo/lodo apos a aplicagio do lodo e a dgua percolada nos reatores, também apos a
aplicagdo. Além disto foram avaliados diferentes métodos de recuperagio dos protozoarios para

verificar qual método era mais eficiente.

E importante a padronizagio de um método de recuperagio dos (oo)cistos de
protozoarios, pois nao existem métodos padronizados para este residuo, que seja especifico para
os protozoarios. Existem alguns Kits de imunofluorescéncia que podem ser usados para identificar
os (0o0) cistos, porém sdo metodos sofisticados e caros, e que além disto necessitam de um

microscopio de imunofluorescéncia, que nem todo laboratorio possui.

Desta forma, neste trabalho procurou-se avaliar, dentro de métodos simples utilizados em
laboratorios de parasitologia, para exames de rotina, um método que fosse capaz de proporcionar

uma boa recuperagdo destes (00)cistos.

De um modo geral, o trabalho pode ser dividido em 3 etapas:

¢ selecdo de métodos de concentragdo dos cistos de protozoarios;
e montagem dos reatores;

* aplicacdo do lodo de esgoto no solo dos reatores;

e observacao dos cistos de protozoarios; e,

* modificagdes na metodologia do sulfato de zinco.
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4.1 - Selecio de Métodos para Recuperacio dos Cistos de Protozoarios

A selegfio de métodos de recuperagio dos {0o)cistos de protozoarios foi a primeira etapa
do trabalho a ser realizada. Foram testados 4 métodos para verificar o que obtinha maior indice de
recuperacdo dos cistos de protozoarios. Estes métodos sio comumente utilizados em laboratorios
de parasitologia para concentragio de cistos de protozoarios e ovos de helmintos em exames de
fezes. Estes métodos tambem sdo usados para concentrar os patogenos em amostras de dgua e

efluente de esgoto.

Esta selecio foi feita com o objetivo de definir qual apresentava maior indice de
recuperagdo e também que permitia maior clareza e facilidade na identificagio dos (oo)cistos de

protozodrios presentes no lodo de esgoto. -

Para a realizagio dos testes, era necessario que o lodo de esgoto estivesse contaminado
com um numero conhecido de patdgenos. A fim de garantir esta contaminagio, foi adicionado um
sedimento (pool), resultante de exames de fezes de pessoas contaminadas, com estes patogenos.
Este material foi obtido junto ao Laboratorio de Parasitologia do Hospital de Clinicas da

UNICAMP. O material era guardado fixado em formol 10%.

Antes de adicionar o pool obtide no hospital, foi feita uma contagem de 1ml (com 3
repeticdes) do matenial para saber o numero de cistosfovos por ml Na Figura 4.1 esta

demonstrado ¢ esquema geral dos métodos analisados.



1 parte da amostra
(lodo contaminade)+
10 partes de agua
destilada

v

Filtracio

4
Centrifagacio

v

Adicionar 25ml da solucio utilizada
para promover a concentracio dos
cistos

v

Coleta do material para exame e
preparacio da lamina com lugol para
leitura em microscopio em objetiva de 10
e 40X

FIGURA 4.1 - Esquema geral do preparo da amostra para testar as metodologias

37
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Apds a contagem, o pool de patdogenos (100mi) foi adicionado a uma amostra de 200ml
de lodo de esgoto. Esta amostra foi entdo subdividida em 12 amostras e cada método foi testado

com 3 repetigOes.

4.1.1 - Método de Hoffman (sedimentacio simples)

O meétodo consiste basicamente em deixar o liquido filtrado, no caso o lodo de esgoto
previamente contaminado, ou a mistura solo/lodo, em um célice de sedimentagdo por um periodo
de repouso minimo de 2 horas. Apos o repouso, utilizando uma pipeta Pasteur retira-se do fundo
do calice uma pequena parte do material sedimentado. Este material € colocado sobre uma lamina
limpa, corado com lugol, coberto com laminula e observado em microscopio Optico comum nas

. objetivas de 10 e 40X. R

4.1.2 - Método de Faust (suspensio)

Este método € baseado nas suspensio dos {(oo)cistos pela diferenca de densidade. A
suspensdo inicial (lodo + pool + solo) ¢ filtrada em gaze. O liquido filtrado ¢ entdo transferido
para um tubo de centrifuga e centrifugado por 5 minutos & 1500rpm. O liquido sobrenadante é
decantado e adicionou-se cerca de 10ml de agua destilada. Procede-se nova centrifugagio e
descarta-se novamente o liquido sobrenadante. Este procedimento € necessario para “lavar o

sedimento”.

Depois que o sedimento estiver limpido, adiciona-se 25ml de sulfato de zinco 33% e
realizou-se nova centrifugacdo 5 minutos a 1500rpm. Para o exame microscopio do material, €
retirado material da pelicula sobrenadante superficial, com a ajuda de uma al¢a de platina. O
matenial coletado € colocado sobre uma lamina fimpa, corado com fugol e coberto com laminula.

A observagdo ¢ feita em microscopio dptico comum nas objetivas de 10 e 40X
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4.1.3 - Método da Sacarose (suspensdo)

O principio deste método também € a suspensdo dos {oo)cistos através da diferenga de
densidade. O procedimento adotado € o mesmo descrito para o método de Faust, s¢ que a solugdo

utilizada para recuperar 0s cistos € a sacarose na concentragio 1M.

4.1.4 - Método do formol/éter (sedimentagio)

Neste metodo a recuperagdo dos (oojcistos € feita pela sedimentacdo. Apds a
centrifugacio do filtrado, adiciona-se ao sedimento 10ml! de solugiio formol 7,5% e deixa a
mistura ém repouso durante 20 ou 30 munutos. Depois deste periodo adiciona-se 3ml de éter,
tampa-se o tubo e agita-se vigorosamente. E feita nova centrifugagio por 5 minutos 1500rpm.
Apods a centrifugacdo limpa-se os detritos superficiais. do tubo e o sobrenadante é decantado. O
material observado € o que fica sedimentado no tubo de centrifuga, que deve ser coletado e
transferido para uma lamina limpa junto com uma gota de lugol, para posterior observagio em

microscopio 6ptico comum nas objetivas de 10 e 40X.

Para a realizag8o desta etapa foram utilizados os seguintes materiais ¢ equipamentos:

L4

solugdo de sulfato de zinco nas concentragdes 33%;

solucdo formol 10%;

¢ solugdo Sacarose 1M,
e éter etilico;

¢ lugol (corante);

e vidranas de laboratorio;
» alca de platina;

¢ gaze;

e ldmina e laminula;

s centrifuga,

¢ balanga analitica; e,

e microscopio Optico comum (Carl-Zeiss- Jenamed 2) nas objetivas de 10 e 40X,
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4.2 - Montagem dos Reatores

421 -Lodo de esgoto

O lodo de esgoto usado no trabalho foi coletado em Sao Bernardo do Campo- SP, na
estacio de tratamento do Bairro Riacho Grande (Figura 4.2), situada &s margens da represa
Billings. O sistema usado na ETE é valo de oxida¢do com aeracio prolongada. O esgoto tratado ¢

basicamente de origem doméstica ,com populacdo equivalente a 10.000 habitantes,

A vazio afluente é de 5 L™'. A ETE possui 1 unidade de gradeamento, 2 caixas de areia, 2

- valos.de oxidagdo, 2 decantadores € 1 pogo para armazenamento de lodo. O esgoto entra no valo
de oxidagdo, que possui um aerador (escova rotativa com placas de madeira) para fornecer
oxigénio, e inicia-se a degradacdo da matéria orgénica pelas bactérias aerdbias. Do valo de
oxidagiio, o esgoto segue para os decantadores, onde ocorre a separagic dos solidos
sedimentaveis. O sobrenadante sai ¢ o lodo retorna ao valo de oxidag8o para reativa-lo e deste
forma manter a biomassa de microrganismos. O tempo de deten¢io do lodo no valo de oxidagio é

de cerca de 30 dias e o descarte final acontece a cada 3-4 semanas para o leito de secagem.
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4.2 2 - Materiais

Montagem dos Reatores

Os reatores foram montados no Campus do Centro Superior de Educagdo Tecnologica-
CESET/UNICAMP- situado em Limeira-SP, e para esta etapa foram usados 0s seguintes
materiais:

® 12 recipientes de plastico (bombonas),

o 400 litros de areia média-grossa,

e 600 litros de pedra britada n°1;

s 3m’ de solo {terra fina seca a0 ar);

s 300 htros de argamassa de cimento e areia;

s 20m° de BRidin {OP-30-da Rodhia); - e :

s 12 adaptadores com rosca e flange para caixa 4 agua de diimetro 3/47,

» 48 unidades de sonda porosa {capacidade 125ml};

» 48 caixas de acrilico (capacidade 150mi);

e 200 metros de mangueirs acrilica com didmetro Smm; e,

@ Cal

Cada recipiente plasticc possui as seguintes medidas: 1,0m de altura por 0,60m de
didmetro. Cada recipiente foi fixado em cima de blocos assentados com argamassa de cimento e
areia a uma altura de 0,4m do terreno para permitir a coleta de amostras do fquido percolado,

cujo ponto de descarte {drenagem) esta situado no fundo {Figura 4.3).

A montagem dos reatores foi feita seguindo os passo desciiios a seguir:

1. primeiro os recipientes plasticos (bombonas) foram lavados para que qualquer residuo
fosse eliminado;

2. a seguif, os recipientes foram furados na base, para que o liquido que drenasse apos a

aplicag8io do lodo pudesse ser coletado para posterior analise;
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3. a parte inferior do recipiente foi entdo preenchida com argamassa de cimento para
nivelar a base;

4. depois da secagem da argamassa, foi colocada uma camada de pedra britada ¢ areia.
Recobrindo estas camadas fot colocado o Bidin (manta acrilica); e, |

5. depois disto, o recipiente comegou a ser preenchido com o solo. Foram feitas <
camadas de 5cm, sendo que em cada camada foram colocadas | unidade de ponta porosa e |
unidade de caixa acrilica, para coleta de liquido. Estas unidades foram disposta em espiral, para

que uma unidade ndo ficasse situada exatamente acima da outra,

FIGURA 4.3 - Reator montado para o experimento.
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Estes reatores foram montados em duas séries, uma com o pH natural do solo e outra
com correcdc de pH (em tomo de 7,0} Foram utilizadas 3 taxas de aplicacio de lodo de esgoto
nos reatores de pH ndo corrigido, e nos reatores de pH corrigido apenas uma. Ambas as séries
tinham o controle, no qual ndo foi aplicado lodo de esgoto. Na Tabela 4.1 estdo descritas as taxas

de aplicagdo de Jodo nos reatores:

TABELA 4.1 - Taxas de aplicac3o de lodo

TAXA DE APLICACAQO DE REATOR COM S0OLO -pH REATCORES COM 5CLO -pH
LODO NATURAL CORRIGIDO
0 (CONTROLE) - 2 REATORES 2 REATORES
2,5 TDS 2 REATORES -
50 TDS 2 REATORES 2 REATORES
7.3TDS 2-REATORES “

TDS- Tonelada de $olido Seco por Hectare

O lodo de esgoto foi aplicado no solo na forma liquida, porém mantendo-se os valores
calculados para as taxas na forma de matéria seca. Para se obter o volume do lodo liquido
equivalente ac pesc seco fol necessario, antes da aplicacfo, a determinacio do solidos totais (ST

no lodo a cada aplicagio.

As reaplicagdes do lodo de esgoto foram feitas apos um tempo minimo de 42 dias, que
era O tempo necessario para degradar a matéria orgdnica. Este intervalo de tempo foi determinado

de acordo com ensaios de respirometria, do £0, gerado (NUVOLARI, 1996).

Foram feitas 5 aplicagSes de lodo de esgoto nos reatores (bombonas), nas seguinies

datas: 03/06/97, 04/09/97, 01/12/97, 18/03/98 = 09/07/98.

(3 solo usado no experimento foi retirado do local natural até uma profundidade maxima

de 0,30m devido a maior proliferacio e atividades microbianas e transportado para o local do
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experimento, onde foi disposto nos reatores. O solo utilizado foi previamente analisado no IAC -

Instituto Agrondémico de Campinas e tinha as seguintes caracteristicas (Tabela 4.2):

TABEILA 4.2 - Caracterizacdo do solo utilizado no experimento

Presina | M.O. pH K 1 Ca | Mg | Acidez potencial Soma de C.T.C ] Saturacdo em bases
CaCL2 H+Al bases \Y
SB
ug/om’ | % meq/100 cm’ %
2 0.4 4.5 0,04 {03101 2,3 0.4 2.7 16

423 - Analise do lodo de esgoto

Para a verificagio da presenca de (oo)cistos de protozoarios patogénicos, o lodo de
esgoto era observado ao chegar da ETE. Para garantir a conservagio do material, este era fixado
em formol 10%. Para as analises foi utilizado o método de Faust (sulfato de zinco), pois ja havia
sido feita uma selegdo de metodologia, e esta foi a que recuperou de forma mais eficiente os
(00)cistos de protozoarios. A seguir estdio descritos os passos do procedimento:

1. 10ml de lodo de esgoto era retirado da amostra total e misturado com 10 partes
{100ml) de agua destilada;

2. essa mistura era entdo filtrada em gaze;

3. o filtrado era colocado em tubo de centrifuga e centrifugacio durante 5 minutos a
1500rpm, esta etapa era repetida até que o sobrenadante final estivesse limpido;

4. quando o sobrenadante j& estava limpido, 25ml de solugio de sulfato de zinco (ZnSQy)
33% era adicionado;,

5. nova centrifugac¢@o por mais 5 minutos a 1500rpm;

6. coleta do material da pelicula sobrenadante com alga de Platina a transferéncia do

matertal para uma lamina com lugol; e,
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7. observagdo no microscopio Optico comum em objetivas de 10 e 40X

4.2.4 - Analise da mistura solo/lodo

Apds a aplicagdo do lodo de esgoto no solo, eram retiradas amostras para analise da
presenca de (00)cistos de protozoarios. Para cada analise era separada 10g da mistura solo/lodo
(depois de ter sido feito o quarteamento), que era suspensa em 100ml de agua destilada e filtrada
em gaze. O filtrado era concentrado por centrifugacio (5mun X 1500rpm), e o sobrenadante era

descartado ¢ novamente adicionada dgua destilada para proceder a lavagem do sedimento.

Depois desta lavagem, o sobrenadante era descartado e adicionava-se 25ml de solugo de
sulfato de zinco 33%. Era feita nova centrifugacic para promover a suspensdo dos (oo)cistos
(5min X 1500rpm). Apos esta centrifugacdo o material era coletado da pelicula sobrenadante com
alga de platina e transferido para uma ldmina com uma gota de lugol para posterior observagio em

microscopio optico comum em objetivas de 10 e 40X,

4.2.5 - Andlise do liguido percolado apos aplicacio do lodo no solo

O liguido percolado apds a aplicagdo do lodo de esgoto no solo era coletado em um
recipiente de vidro colocado embaixo das bombonas. Para esta analise, 10ml do liquido eram
misturados com 100ml de agua destilada. Esta mistura era entdo centrifugada (Smin X 1500rpm).
Cerca de 1ml do liquido era reservado, no qual adicionava-se 25ml de solugdo sulfato de zinco

para promover a suspenséo dos (oo)cistos.
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4.3 - Identificacéo dos protozodrios

A identificacdc dos (cocistos dos protozoarios foi feita com base nas suas caracteristicas
morfoldgicas como formato, dimensdo, presenga de nicleos, entre outros. Os cistos sfo estruturas
claras e que podem ser diferenciados pela posicdo e ntmero de nucleos. A utilizagdo do lugol
facilita a observagdo destas estruturas. Para que a identificagio fosse mais rapida, foram usadas

chaves de identificagdo , e fotografias presentes em livros de parasitologia (KATZ, 1989).

As ldminas devem ser completamente observadas, para garantir que a contagem esta
sendo feita na ldmina inteira. A Figura 4.4 € um esquema de como deve ser feita a observagdo da

lAmina, para garanlir que toda a superticie da ldmina sers analisada.

FIGURA 4.4 - Esquema de observacio da [8mina; setas indicam sentido de leitura na laminula

4.4 - Modificactes no Método de Sulfato de zince

Hste foi um dos métodes testados para venficar a porcentagem de recuperacdo dos
{oolcistos, Além da concentracio da solugo de sulfato de zinco em 33%, foram também testadas

as concentragSes de 50% e 75%, além de dois tempos de repouso da amosira, 2 & 24 horas, antes
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de iniciar a filtracdo e centrifugacio da amostra. Estas modificagSes foram feitas com o objetivo

de aumentar o indice de recuperacdo dos(oo)cistos.

Para testar os metodos e facilitar o acompanhamento da recuperacdo dos cistos de
protozoarios foi montada uma parte experimental no Laboratdrio de Saneamento -FEC-
UNICAMP, Foram usadas garrafas plasticas de refrigeranie de 2 litros (tipo PET), as quais foram

preenchidas com o mesmo solo usado nas bombonas.

As garrafas {(Figura 4 3) foram previamente lavadas e cortadas a parte supertor. Na parte
inferior das garrafas foi feito um furo, para que ao aplicar o lodo a agua que percolasse ndo ficasse

retida. As garrafas foram entdo enchidas com o mesmo solo utilizado nos reatores em Limeira.

FIGURA 4.5 - Garrafas (PET) montadas para ensaios em laboratdrio.
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Para que as modificacdes pudessem ser fertas, foi novamente necessario garantir que o
lodo de esgoto estivesse contaminado com (oo)cistos de protozoarios. Neste caso, também foi
necessario utilizar matenal positivo de exame de fezes, que foi novamente obtido junto ao
Laboratorio de Parasitologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP ¢ Laboratorio de Parasitologia

da Prefeitura de Campinas.

Foi feita uma contagem no pool de protozoarios para que fosse conhecido o nimero de
cistos/ml. Apos a contagem, foi adicionado em cada garrafa, 10ml deste poo/ em 200mi de lodo de

esgoto. A partir dai foram realizadas analises no lodo de esgoto e no solo que recebeu o lodo.

A amostra era coletada, e suspensa em 100m! de agua destilada. Depois de 2 horas de
repouso a amostra era analisada, ou entdo era deixada em repouso por 24h. Depois de

transcorrido o tempo de repouso a analise comegava. =

A contagem dos microrganismos era feita através da coleta do material que estava
suspenso loge apés a centrifugagio com a solucdo de sulfato de zinco, e que era coletado com

ajuda da alga de platina.

As laminas eram coradas com lugol e observadas em microscopio Optico comum 10
aumento de 40X. De cada amostra era contado 1mi e tirado a media, sendo que foram feitas trés
repeticbes para cada combinagdo de concentragdo da solugdo de sulfato de zinco e tempo de
repousc da amostra, com exce¢dc da solug@o na concentragfio 75%, que s6 foi testada para o

tempo de repouso da amostra de 24 horas.

Depois de realizadas as analises foram tiradas as médias e desvio padrio dos resultados
obtidos, para que pudesse ser feita comparag@o das diferentes concentragdes da solugio de sulfato

de zinco e tempo de repouso da amostra.

i 2 b i i}
et !



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serfio apresentados os resultados obtidos na parte experimental. Para
facilitar a compreensdo, 0s resultados serdo apresentados separadamente, seguindo as etapas

apresentadas na metodologia no capitulo 4.

E importante que esta metodologia seja definida, e que seja dada maior atengio a estes

protozoarios patogénicos, que podem ser responsaveis por altos indices de doengas entéricas.

5.1 - Selecio de métodos para recuperagiio dos (oo)cistos de protozoirios:

Para definir qual a melhor metodologia que seria utilizada para a recuperacio dos
(0o)cistos de protozoarios no lodo de esgoto e na mistura solo/lodo foram testadas 4
metodologias diferentes. Os testes foram feitos segundo o esquema apresentado no item 4.1 do

capitulo 4.

Como pode ser observado na Revisdo Bibliografica (capitulo 3), os métodos testados
para recuperacgdo dos (oo)cistos de protozoarios patogénicos no lodo de esgoto, so métodos
usados para a recuperac@o destes microrganismos em amostras de agua e efluentes de esgoto. Nio
existem meétodos especificamente padronizados para recuperacdo de (oo)cistos de protozodarios no

lodo de esgoto.



Antes da realizac@o destes testes, as amostras utilizadas foram enriquecidas com um poo/
de (oo)cistos de protozodarios (item 4.1). Inicialmente foi feita uma contagem, para poder estimar

o niimero de (oo)cistos/ml presente no pool, antes deste ser adicionado na amostra de lodo.
O nimero meédio obtido foi 1600 (oo)cistos/ml. Este pool foi adicionado ao lodo e os 4

métodos foram testados, sendo que para cada método foram feitas 3 repetigdes. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 5.1.

TABEILA 5.1 - Recuperagio dos (00)cistos de protozoéarios em diferentes métodos

METODOLOGIA N°® MEDIO % DE
.. (0OO)CISTOS | RECUPERACAO
RECUPERADOS/ML
Hoffman (decantacdo) 283 18
Sulfato de zinco 33% 368 23
Sacarose 1M 118 13
Formol/éter 281 16

N° médio de {o0)cistos de protozoarios/ml inicial - 1600

A Figura 5.1 apresenta uma comparagio dos resultados obtidos nas diferentes

metodologias para a recuperagdo dos (oo)cistos de protozoarios.
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FIGURA 5.1 - Porcentagem de recuperagdo dos (oojcistos de protozodrios em diferentes

metodologias

Da mesma forma, a amostra fol previamente contaminada com um pool de ovos de
helmintos, para que os métodos pudessem ser testados. A concentragdo meédia presente era de

1813 ovos/ml. Os resultados para os 4 métodos testados estdo apresentados no ANEXO.

O método que apresentou melhor resultado para recuperacdo dos (oo)cistos de
protozoarios foi o que utilizou solugdo sulfato de zinco (ZnSO4)- 33%, cujo indice de recuperagio
ficou em 23%. Além de maior recuperacdo, este método facilita a identificagio dos (oo)cistos,

pois como estes ficam suspenso, néo ha acimulo de material particulado proveniente do lodo para

dificultar sua identificagdo.

O método de Hoffman (decantagdo) apresentou recuperacio de 18% para os (oo)cistos
de protozoarios. A dificuldade em usar este método é a grande quantidade de sedimento, que

dificulta a visualizagdo dos (oo)cistos e ovos de helmintos.

Embora a sacarose possa ser usada para promover a suspensdo dos (oo)cistos € ovos de
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helmintos em residuos com grande quantidade de matéria particulada (SYKORA et al., 1991), ndo
obteve bons indices de recuperacdo nos testes realizados. O formol/éter também ndo teve indice

de recuperagio satisfatorio para os patdgenos.

Estes testes foram realizados para que a metodologia que tivesse melhor recuperagio
fosse definida. No caso de analise de patdgenos, € fundamental procurar o melhor indice de
recuperagdo possivel, para garantir maior confiabilidade nas analises e evitar subestimar a
quantidade de patogenos, que pode estar presente no lodo de esgoto, principalmente o doméstico.
Como ja foi discutido na Revisdo Bibliografica, o maior problema de todos os métodos é a baixa

recuperagdo apresentada, ¢ a dificuldade de estabelecer um método que melhores estes indices.

Segundo varnos autores esta baixa recuperag¢do pode acontecer por causa das dificuldades

durante o procedimento da analise. Sempre ocorrem perdas durante as analises e estas podem -

acontecer durante a filtrag8o ou centrifugaciio. Alguns (oo)cistos podem ficar retidos na filtracio e
durante a centrifugacdo os (oo)cistos podem ter sua parede arrebentada, devido a sua fragilidade.
Se a parede arrebentar, havera dificuldade na hora de identificago. No caso dos helmintos, existe

uma cuticula que reveste o ovo preservando-o e facilitando sua identificagio.

Além destas perdas, existe uma outra questfio, que € a viabilidade dos (oo)cistos. Nio ha
uma maneira de verificar se estdo ou ndo vidveis. Neste trabalho 0s (oo)cistos ndo estavam mais
vidveis, pois haviam sido fixados. Como o principal objetivo foi selecdo de metodologia, o fato
dos (oo)cistos estarem fixados ndo tinha importancia, pois estavamos verificando indice de
recuperagdo e ndo viabilidade. Quando se trabalho com wiabilidade, segundo HU et al. (1996),

todo (o0)cisto que for encontrado deve ser considerado viavel, como fator de seguranca.

Um dos objetivos deste trabalho foi selecionar um método que pudesse ser eficiente para
o0s protozoarios e helmintos, e que ao mesmo tempo fosse facil de ser feito, sem a necessidade de
equipamentos sofisticados. Procurou-se fazer a recuperacio da forma mais simples possivel

utilizando apenas a microscopia optica.
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Em muitas pesquisas sdo usados Kits de imunofluorescéncia para marcar e identificar os
protozoarios. Este método, além de ser mais caro, o que dificulta sua utilizacdio em muitos casos,
necessita de um microscopio de imunofluorescéncia, que nem todos os laboratorios possuem.
Portanto foi decisivo o fato de procurar simplificar ac maximo estas analises, para que qualquer

laboratorio, com um microscopio optico comum fosse capaz de fazé-las.

Apesar da recuperacio, no caso de {oo)cistos de protozoarios ter sido baixa, o método
que foi escolhido para realizar as andlises do lodo de esgoto e da mistura solo/lodo foi o dos

sulfato de zinco 33%, que foi 0 que apresentou melhor indice de recuperacio.
g que ap perag

5.2 - Resultado das aplicacées do lodo de esgoto nos reatores

O lodo de esgoto era analisado ao chegar da ETE, antes da sua aplicacio no solo. Para
estas analises, o procedimento usado esta descrito no item 4.2. Eram retiradas amostra do lodo,
que era entdo analisado antes de sua aplica¢@o no solo. Amostras do solo dos reatores também
eram retiradas e analisadas. Neste caso a coleta era feita de diferentes regides dos reatores, feito o

quarteamento, ¢ a amostra era analisada.

Também era coletado o solo dos reatores (bombonas) antes da aplicagdo do lodo, para
que se pudesse ter certeza que o solo nfio estaria contaminado, e que se as analises fossem
positivas, era realmente o lodo que estaria contaminado. Foram feitas analises na agua percolada

dos reatores, ¢ que era coletada em um recipiente de vidro.

Apesar dos resultados negativos para (oo)cistos de protozoarios patogénicos, sempre que
o lodo foi aplicado nos reatores, era feita analise do solo e da agua percolada. As anélises eram
feitas como medida de garantia, para que pudesse ter certeza de que ndo havia a presenca destes
microrganismos. Como o resultado foi negativo, nioc havia mais sentido realizar o

acompanhamento no laboratorio, que seria realizado nas garrafas.



Algumas consideracdes devem ser feitas frentes a estes resultados obtidos, porém deve-se
lembrar que neste trabalho estdo sendo considerados apenas os (oo)cistos de protozoarios, o que
ndo significa que ndo pudesse haver outro tipo de patdgeno presente no lodo de esgoto. E preciso
considerar que o lodo de esgoto doméstico da ETE Riacho Grande ndo apresentou (oo)cistos de
protozoarios patogénicos no periodo de estudo, o que ndo quer dizer que nenhum outro periodo

de estudo, este lodo ndo possa estar contaminado, ja que a variagdo das parasitoses € sazonal.

Uma justificativa para esse resultado negativo pode ser a baixa taxa de infec¢io existente
no esgoto tratado pela ETE. Além disto, o niimero de (oo)cistos liberados por uma pessoa
infectada ¢ baixo, e estes, quando liberados, acabam ficando dispersos em um grande volume de
esgoto, 0 que dificulta sua recuperagdo. Ha ainda a questdo que o (oo)cisto, ao ser eliminado

junto com as fezes do portador, encontra um ambiente hostil que pode favorecer sua destruicio.

Aliado a isto, existe a baixa recuperagdo que a técnica oferece, além das perdas de
material que podem ocorrer durante os passos do procedimento de andlise, como por exemplo
durante a centrifugacio. Os (oo)cistos podem arrebentar devido a sua estrutura membranosa
delicada, e isto dificulta a identificagdo. Para que os (oo)cistos possam ser identificados

cofretamente, € preciso que conservem sua estrutura morfologica intacta.

Uma outra questio que deve ser levantada ¢ a idade do lodo. Se o lodo ficar armazenado
durante alguns dias antes da analise, os (oo)cistos ndo resistem e acabam sendo destruidos, pois

estio fora de seu ambiente natural.

Deve-se entender que para que esta utilizagdo do lodo de esgoto seja feita sem riscos
para a saude, no que diz respeito aos {0o)cistos de protozoarios patogénicos, é preciso realizar um
monitoramento constante deste lodo juntamente com outros parametros, como coliformes fecais
ovos de helmintos. Além disto seria necessario um monitoramento do esgoto que esta entrando na

ETE para ser tratado, e desta forma verificar se ha ou nfo a entrada dos patogenos.



Como nido foram encontrados no lodo de esgoto os (oo)cistos nio era necessario realizar
este acompanhamento. A viabilidade dos (oo)cistos, que também seria monitorada, ndo pode ser
feita, pois quando os (oo)cistos foram inoculados nas amostras de lodo, estes ja estavam fixados,
ou seja, estavam mortos e nio fazia sentido analisar sua viabilidade, ou taxa de decaimento. Para
que isto pudesse ser feito seria necessario utilizar microrganismos vives. Desta forma, o principal
objetivo foi fazer mudangas na metodologia, com o objetivo de procurar aumentar a taxa de

recuperacdo dos protozodarios.

5.3 - Modificacoes na Metodologia do Sulfato de zinco

A metodelogia definida para o trabalho foi a do sulfato-de-zinco, que apresentou melhor.
resultado para recuperagdo dos (oo)cistos de protozoarios. Com o objetivo de aumentar este
indice de recuperacio, foram feitas algumas modificagdes no método, que estdio descritas a seguir:

sytilizagdo de solucdo sulfato de zinco nas concentragdes 33%, 50% e 75%; e,

etempo de repouso da amostra antes da analise de 2 e 24 horas.

O procedimento inicial foi 0 mesmo realizado para testar metodologia: foram feitas
contagens deste pool para determinar qual o nimero de (oo)cisto/ml a amostra apresentava. O

niimero de (oo)cistos/ml encontrado foi 286 {oo)cistos/ml.

Os resultado obtidos estdo apresentados em forma de tabelas e graficos, primeiramente
para a solugdo sulfato de zinco 33%, depois para a mesma solugdo na concentragdo 50% e 75%.
Também foram feitas comparagfes entre as diferentes concentracfes da solu¢io para verificar os

indices de recuperagao.



Solucio- Sulfato de Zinco 33%

Inicialmente a suspenso contendo o lodo de esgoto e dgua destilada foi deixada em

repouso por 2 horas, antes de comegar a analise. Os resultados estdo expressos na Tabela 5.2.

TABELA 5.2 - Taxa de recuperagio para o método de sulfato de zinco 33% com tempo de

repouso de 2 horas.

Amostra N° Médio de N° Médio De Porcentagem de

{oo)cistos/mi Inicial (ao)cistes/ml Recuperacio
I R Recuperados |
01 40 14,10
02 286 35 12,17
03 35 12,17
MEDIA 36,67 12,81
DESVIO PADRAO 2,36 0,91

Para as analises que foram feitas apos 24 horas de repouso, os valores de recuperagio
encontrados, também utilizando solugdio sulfato de zinco na concentragdo 33%, estdo

apresentados na Tabela 5.3:



TABELA 5.3 - Taxa de recuperagio para o método de sulfato de zinco 33% com tempo de

repouso de 24 horas.

Amostra N*® Médio de N*® Médio De Porcentagem de
{oo)cistos/ml Iniciat (oo)cistos/ml Recuperacio
Recuperados
01 52 18,04
02 286 57 20,12
03 54 18,88
MEDIA 54,33 19,01
DESVIO PADRAO 2,05 0,85
25
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FIGURA 5.2 - Comparagdo da porcentagem média de recuperacio dos (oo)cistos de protozoarios

com sulfato de zinco 33% em diferentes tempos de repouso nas trés amostras



Solucdo- Sulfato de zinco 50%

Para esta concentragio também foram testados dois tempos diferentes de repouso da
amostra antes da andlise. Os resultados obtido para tempo de repouso de 2 horas estdo

apresentados na Tabela 3.4, e para o tempo de repouso de 24 horas na Tabela 5.5.

TABELA 5.4 - Taxa de recuperagio para o método de sulfato de zinco 50% com tempo de

repouso de 2 horas.

Amostra N° Médio de N°® Médio De Porcentagem de
{oo)cistos/ml Inicial (eo)cistos/ml Recuperacio
Recuperados
oL § %6 b 23,08
02 286 65 22,66
03 70 2434
MEDIA 67 23,36
DESVIO PADRAO 2,16 0,71

TABELA 5.5 - Taxa de recuperagdo para o método de sulfato de zinco 50% com tempo de

repouso de 24 horas.

Amostra N° Médio de N° Médie De Porcentagem de
{oo)cistos/ml Inicial {oo)cistos/ml Recuperacio
Recuperades
01 100 34,96
02 286 99 34,61
03 104 36,36
MEDIA 101 35,31
DESVIO PADRAO 2,16 0,76
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Estes resultados estdo apresentados na Figura 5.3.
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Sulfato de zinco 50%. repouso 2 horas repouso 24 horas
- tamostra 1 308 - a4
amostra 2 2266 3461
amostra 3 24,34 %36
média 2336 35,31

FIGURA 5.3 - Comparacio da porcentagem media de recuperagio dos (oo)cistos de protozoarios

com sulfato de zinco 50% em diferentes tempos de repouso

Solucdo- Sulfato de zinco 75%

Para esta concentragdo foi feito apenas teste para tempo de repouso da amostra de 24
horas. Como a solugio de sulfato de zinco na concentra¢do 50% ja havia aumentado o indice de
recuperacdo, esta concentragio foi testada apenas para verificar se este indice poderia ser
aumentado em conseqiiéncia deste aumento da concentragio da solugio. Inicialmente foi testado o
tempo de repouso de 24 horas, e como houve uma queda da taxa de recuperagéo, ndo foram feitos

os testes para tempo de repouso de 2 horas.
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Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.6.

TABELA 5.6 - Taxa de recuperagio para o meétodo de sulfato de zinco 75% com tempo de

repouso de 24 horas.

Ampstra N° Médio de N® Médio De Porcentagem de
(oo)cistos/ml Inicial {oo)cistos/ml Recuperacio
Recuperados

01 55 19,23
02 286 48 16,78
03 53 18,53
MEDIA 52 18,18

DESVIOPADRAO | = 294 1,030

A Figura 5.4 apresenta estes resultados plotados em grifico.
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amostra 2 16.78
amostra 3 B 18,53
média B 18,18

FIGURA 5.4 - Comparacgio da porcentagem média de recuperagdo dos (oo)cistos de protozoarios

com sulfato de zinco 75% em tempo de repouso de 24 horas
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Como pode ser observado, a utilizag@c da solugfio de sulfate de zinco na concentracio de
50% aumentou a recuperagdo dos {oo)cistos de protozoarios que estavam presentes no lodo. O
indice de recuperacio passou de 19,01% para 35,31%, ou seja, praticamente dobrando a taxa de

recuperacgio dos (o0)cistos.

Com o aumento da concenira¢@o da solugfio de suifato de zinco para 75% houve uma
queda no indice de recuperagdo, o que significa que nem sempre um aumento da concentra¢do
significa aumento de recuperacio. Na Tabela 5.7 e Figura 5.5 pode ser observada a comparacio
dos indices de recuperagio para as trés concentragdes de solucdo de sulfato de zinco no tempo de

repouso de 24 horas.

- Tabela 5.7 - Comparagio das porcentagens de recuperagio dos (co)cistos de protozoarios paraas

3 concentragdes de sulfato de zinco com tempo de repouso de 24 horas

CONCENTRACAO DA MEDIA DESVIO PADRAO
SOLUCAO ZnSO,
33% 19,01 0,85
50% 35,31 0,76
75% 18,18 1,03
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Figura 5.5 - Comparagio da porcentagem de recuperagdo dos (oo)cistos nas 3 concentragdes no

tempo . de repouso de 24 horas

Pode-se observar que a melhor recuperacio foi com o sulfato na concentracio 50% e
tempo de repouso da amostra 24 horas. Esta necessidade de um tempo de repouso maior da
amostra de lodo em suspensdo com a agua destilada é porque os (oo)cistos acabam ficando
concentrados no lodo, e quando o lodo ¢ deixado em contato por um tempo maior com a agua ha

uma liberacio destes, ocorrendo um aumento do indice de recuperacio.

Além da andlise do lodo, foram feitas andlises do solo das garrafas, onde o lodo foi
aplicado. Para estas analises, foram retiradas varias camadas do solo (diferentes profundidades) €
foram feita analises com a solugdo de sulfato de zinco 33% e 50% nos dois tempos de repouso (2

e 24 horas). Estas analises foram negativas para os (oo)cistos dos protozoarios.

Com estes resultado pode-se concluir, que neste tipo de solo os protozoéarios ficaram
retidos na camada de lode. Uma justificativa para este resultado, além do tipo de solo, € o baixo

numero de (oo)cistos que o pool adicionado continha.
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Os (oo)cistos que foram usados no trabalho estavam fixados, pois se ndo estivessem seria
impossivel a realizacdo do trabalho, porque quando os (oo)cistos nfo estdo fixados seu tempo de
sobrevivéncia € de 1 dia. Por este motivo, mesmo que as analises tenham realizadas alguns dias
depois do lodo aplicado nas garrafas, ndo poderia haver diminui¢do da taxa de recuperagio,
usando mesma concentragdo da solugdo de sulfato de zinco e mesmo tempo de repouso da

amaostra.

Como pode-se verificar, pelos resultados apresentados, hd um limite no aumento da
concentragdo de sulfato de zinco que proporciona aumento da recuperacio dos (oo)cistos. Os
melhores resultados foram conseguidos com a solugdo na concentragdo de 50% e tempo de

repouso, que permitia os (oo)cistos se desprenderem do lodo, de 24 horas.

O aumento na recuperagio significa uma methoria nas analises dos patdgenos no lodo de-
esgoto. A preocupacio com a deteccdo e recuperagio dos protozoarios patogénicos esta
aumentando nos ultimos tempo, principalmente pela sua alta incidéncia. A padroniza¢do de uma
metodologia com bons indices de recuperago podem ajudar a detecg¢dio dos patdgenos e garantir

uma utilizagio do lodo de esgoto sem colocar em risco a satde do homem e ambiente.



6 - CONCLUSOES

Neste capitulo serdo apreseniadas as conclusdes obtidas no trabalho. O principal objetivo

foi a selecdo de metodologia de recuperagdo de (oo)cistos de protozoarios patogénicos € as

conclusdes dizem respeito a estes metodos.

I.

O método que apresenta melhor indice de recuperagdo para os {oo)cistos de protozoarios
patogénicos € o que utiliza solugiio de sulfate de zinco para promover a suspensdo. Além
disto, ¢ o método que permite maior clareza na hora da identificagio destes (oo)cistos, pois
ndo ha acomulo de material particulado, o que é comum no lodo de esgoto, que possam
encobrir 0s (0o0)cistos;

estes testes de metodologia também foram feitos para os ovos de helmintos e embora o
método de Hoffman tenha apresentado melhor recuperacio (72%), o método que utiliza
sulfato de zinco também teve recuperagio os (63%). Por este motivo ficou estabelecido que
para a recuperago dos patdgenos, seria melhor usar o sulfato de zinco, principalmente porque
desta forma, as analises para os dois grupos de patogenos pode ser feita ao mesmo tempo,
facilitando ¢ trabalho;

se a concentragdo da solugio sulfato de zinco for aumentada para 50%, o indice de
recuperagio dos (oo)cistos fica em 19,01% para um tempo de repouso da amostra antes da
analise de 2 horas;

quando, além do aumento da concentragio da solugio de sulfato de zinco de 33 para 50%, o
tempo de repouso da amostra antes da analise ¢ aumentado para 24 horas, o indice de

recuperagdo passa para 3531%, isto €, o indice praticamente dobra com o aumento da
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concentracdo da solucio e o aumente do tempo de repouso da amostra antes da analise;

se aumentarmos ainda mais a concentracdo da solug@o de sulfato de zinco, no caso para 75%,
com tempo de repouso de 24 horas, nfo had um aumento da recuperagio, pelo contrario esta
fica em torno de 18%. A wviscosidade da solugdo pode ser responsavel pela dificuldade de
suspensio dos (oo)cistos;

o tempo de repouso da amostra antes de sua analise € importante para que os (oo)cistos, que
ficam aderidos as particulas do lodo de esgoto possam ser liberados e deste modo sdo
recuperados. No tempo de 2 horas fica mais dificil dos (oo)cistos serem liberados,
principalmente se a amostra de lodo analisada estiver seca; e,

¢ importante a combinagdo tempo de repouso da amostra antes da analise e concentracdo da

solucdo para que sejam obtidos melhores resultados.



7 - SUGESTOES

E importante a padronizagio de um método simples para a recuperacao dos (oo)cistos,
para que estas analises possam ser feitas como rotina em laboratorios, sem grande custo, como
acontece no caso de analises com microscopia de imunofluorescéncia. Além de um método de

esgoto seja feito com maior seguranga.

Além da padronizagio de método de concentragio dos (oo)cistos, € precise definir se
realmente existe um correlagdo entre os organismos indicadores (coliformes) e os (co)cistos de
protozodrios. E preciso correlacionar os coliformes, streptococcus, protozoarios e helmintos, para

que seja estabelecido um indicador sanitario seguro.
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ANEXQO



Neste Anexo sdo apresentados os resultados obtidos para ovos de helmintos, testando as
4 metodologias estudadas. O lodo de esgoto foi previamente contaminado com um pool de ovos
de helmintos obtidos junto ac Hospital de Clinicas da UNICAMP. Os resultados estdo expressos

em tabela e grafico.

TABELA 1 - Recuperagio de ovos de helmintos em diferentes metodologias

METODOLOGIA N° MEDIO OVOS % DE
RECUPERADOS/ML RECUPERACAO
Hoffman (decantagéo) 1306 72
Sulfato de zinco 33% 1138 63
Sacarose IM 424 23
Formol/éter 623 34

N°® médio de ovos de helmintos/ml inicial - 1813

Para melhor visualizagio destes resultados, pode-se observar a Figura 1.
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FIGURA 1 - Comparagdo entre os diferentes métodos analisados para recuperagdo de ovos de
helmintos.



