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RESUMO

Os protozodrios Giardia spp. € Cryptosporidium spp. sdo importantes patégenos de veiculacio
hidrica e sdo responsdveis por diversos surtos epidémicos relacionados ao consumo de dgua
contaminada. O estudo da remoc¢do de patégenos e da microfauna que compdem sistemas
combinados anaerébio/aerébio ainda é incipiente no mundo. Este trabalho teve como objetivo
Estudar a remocao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. e avaliar a
microfauna do sistema combinado anaerdbio/aerébio de dois sistemas de Tratamento de Esgoto.
Na ETE Picarrdao foram colhidas amostras de esgoto bruto, efluente e lodo do Reator Anaerébio
de Fluxo Ascendente (RAFA), lodo recirculado do tanque de aeragdo, efluente tratado e lodo
condicionado e, da estacdo de tratamento de esgoto em escala de bancada foram colhidas
amostras do lodo do filtro anaerdbio, lodo do biofiltro aerado submerso e lodo do decantador e
efluente tratado. Os cistos e oocistos foram concentrados mediante centrifugacao e filtracdo em
membrana, empregou-se a reacdo de imunofluorescéncia direta e confirmagdo dos protozodrios
utilizando o corante vital DAPI e DIC. Para a andlise da microfauna foram colhidas amostras de
lodo ativado do tanque de aeracdo e do liquido obtido do biofiltro aerado submerso. A andlise
quantitativa dos micrometazodrios e dos protozodrios foi realizada em camara de Sedgwick-
Rafter. A andlise qualitativa incluiu observacao in vivo, culturas e técnicas ciliatolégicas. A ETE
Picarrao apresentou eficiéncias de remocao de cistos de Giardia spp. que variaram de 99,8 a
100%, sendo observadas altas concentracdes de cistos de Giardia spp. no esgoto bruto com uma
média de 98.333 cistos/L, sendo que a maior parte dos cistos foi removida pelo RAFA e
concentrou-se no lodo condicionado. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em
apenas 3 meses na ETE Picarrdo e cistos de Giardia spp. foram detectados em todos os 24 meses
de anélises. O sistema em escala de bancada apresentou eficiéncia de remog¢do de praticamente
100% durante todo o estudo demonstrando que a combinagdo de sistemas anaerdbio/aerdbio,
além de remover nutrientes, também contribui para remocao destes parasitos. O sequenciamento
das amostras positivas para Cryptosporidium spp. resultou em perfis compativeis com as espécies
C. hominis e C. parvum e para Giardia spp. em perfis compativeis com a espécie G. duodenalis
assembleias AIl e BIV. A microfauna do lodo ativado da ETE Picarrao € diversificada e
composta principalmente por organismos indicadores de boas condi¢cdes operacionais. A
microfauna do sistema em escala de bancada que visava remog¢ao de nitrogénio teve composi¢ao
diferente com relacdo as espécies e as abundancias se comparados com aqueles encontrados em
sistemas de lodos ativados convencional. Os ciliados Euplotes aediculatus e Sterkiella cavicola
isolados da ETE Picarrdao demonstraram potencial predatorio sobre oocistos de Cryptosporidium
e cistos de Giardia. O estudo da remog¢do destes parasitos patogénicos ressalta a importancia do
tratamento de esgotos sanitdrios para redu¢cdo do impacto dos efluentes gerados no meio ambiente
e na saude publica; a necessidade de maior controle quanto ao tratamento de lodo condicionado e
a utilizacdo da microfauna como uma importante ferramenta na avaliacdo do desempenho de
sistemas de tratamento de esgoto.

Palavras-chave: Giardia spp.; Crypstosporidium spp.; estacdes de tratamento de esgoto;
microfauna; predacdo
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ABSTRACT

Giardia spp. and Cryptosporidium spp. are important waterborne pathogens responsible for
several outbreaks related to consumption of contaminated water. Due to its long-term survival
and peculiar behavior during sewage treatment, changes in system performance may result in
decreased removal of these protozoa. Removal of pathogens and study of microfauna from
combined system anaerobic / aerobic are still incipient in the world. This work aimed to study the
removal of Giardia spp. cysts and Cryptosporidium spp. oocysts and evaluate the microfauna of
the aerobic system of two wastewater treatment systems. Samples of the WWTP Picarrao were
collected from raw sewage, UASB effluent, UASB sludge, recirculated sludge from the aeration
tank, treated effluent and conditioned sludge. Samples of the system bench scale were collected
from the anaerobic filter sludge, submerged aerated biofilter sludge and sludge from the clarifier
and the treated effluent. The cysts and oocysts were concentrated by centrifugation and
membrane filtration. Protozoa were searched using the direct immunofluorescence assay and
confirmation of protozoa using the vital dye DAPI and DIC. Samples were taken from the
activated sludge of aeration tank and the liquid obtained from the submerged aerated biofilter for
the analysis of the microfauna. Quantitative analysis of small metazoans and protozoan were held
in Sedgwick-Rafter chamber. Predation assays were performed with ciliates from the two systems
studied. WWTP Picarrdao showed removal efficiencies of Giardia spp. ranging from 99.8 to
100%. Raw sewage presented high concentrations of Giardia spp. (average of 98,333 cysts / L).
The majority of cysts were removed by UASB and concentrated in the conditioned sludge
emphasizing the importance of proper treatment of this residue. Cryptosporidium spp. was
detected in 3 months in WWTP Picarrdo and Giardia spp. was detected in all 24 months of
analysis. The combined system bench scale attained almost 100% of removal efficiency during
the monitoring period demonstrating that the combination of anaerobic / aerobic systems
contributes to removal of these parasites. All samples tested positive for Cryptosporidium spp. by
immunofluorescence were also positive by PCR. The sequencing reaction resulted in profiles
compatible with the species C. hominis and C. parvum, compared to homologous sequences
available in GenBank database and Giardia spp. resulted in profiles supporting the species G.
duodenalis assemblage 1IA and BIV. The microfauna of the activated sludge from the WWTP
Picarrdo is diverse and composed mainly of indicator organisms of good operating condition.
Microfauna of the bench scale system, which aimed nitrogen removal, had different composition
concerning the species and its abundance when compared with those found in conventional
activated sludge systems. Free-living ciliates Euplotes aediculatus and Sterkiella cavicola
isolated from WWTP Picarrdo demonstrated predatory potential for Cryptosporidium spp.
oocysts and Giardia spp. cysts. This study underscores the importance of sewage treatment to
reduce the impact of effluents generated in the environment and in public health; the need for
greater control regarding the treatment of conditioned sludge generated in sewage treatment
plants and the use of microfauna as an important tool for assessing the performance of
wastewater treatment systems.

Key-words: Giardia spp.; Crypstosporidium spp.; Wastewater Treatment Plant; microfauna;
predation
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1. INTRODUCAO

A 4gua € essencial para o desenvolvimento da vida humana, uma vez que praticamente
todas as atividades realizadas pelo homem, sejam elas urbanas, industriais ou agropecudrias,
dependem substancialmente dela (ONU, 2006). Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU), mediante o Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), 21 nagdes
sofrem com a falta de 4gua e o consumo mundial foi multiplicado por seis no dltimo século. Para
MACEDO (2000), aliadas 2 falta de dgua, estdo ainda a sua m4 distribuicio e a contaminacio
desse recurso.

Os protozodrios Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis (sin. G. lamblia, G.
intestinalis) sdao parasitos obrigatérios e agentes causais da criptosporidiose e giardiose,
respectivamente, infectando tanto individuos imunocomprometidos como também
imunocompetentes (KOTHAVADE et al., 2012; THOMPSON e MONIS, 2012). A principal
forma de transmissdo dos protozodrios Giardia spp. e Cryptosporidium spp. ocorre por meio da
veiculacdo hidrica apds a ingestdo de seus estddios evolutivos infectantes, cistos e oocistos
respectivamente, sendo a rota de transmissao fecal-oral responsavel pela manutencdo do ciclo na
natureza (GRACZYK et al. 2008; SMITH et al., 2010).

Como as formas infectantes estdo presentes nas fezes que compdem o esgoto bruto que
chega as estacoes de tratamento de esgotos (ETE) (ROBERTSON et al., 2006; NASSER et al.,
2012) € de fundamental importincia o tratamento adequado das dguas residudrias para
preservacdo dos mananciais que muitas vezes servem para abastecimento publico.

Devido a escassez de dgua e o excesso de residuos produzidos pelas ETE, muitos paises ja

utilizam os produtos finais das ETE em diversas atividades economicas. O efluente tratado
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geralmente € langado em rios, lagos ou dguas costeiras, porém ja se tem relato do uso na irrigacao
(POLLICE et al., 2004; LONIGRO et al., 2006; AL-SAED, 2007). O lodo condicionado tem sido
utilizado como fertilizante do solo, porém, vdarios estudos tém demonstrado altos niveis de
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em biossdlidos, lodo de esgoto sem tratamento e efluente
biologicamente tratado (CHARLES et al., 2003; RIMHANEN-FINNE et al., 2004; BRIANESCO
e BONADONA, 2005; MONTEMAYOR et al.,, 2005; CANTUSIO-NETO et al., 2006;
BONATTI, 2007; GRACZYK et al., 2007, 2008; CHENG et al., 2009).

Os sistemas convencionais de tratamento de esgoto em nivel secundario nido foram
configurados para remover completamente estes patégenos (ROBERTSON et al. 2000; CACCIO
et al. 2003; CHENG et al., 2009), sendo necessdria a avaliacdo destes sistemas para entender em
quais etapas ocorrem falhas na remocao e, se existe possibilidade de melhorias, visando também
a remocao destes protozoarios.

Nos sistemas de tratamento convencionais por lodos ativados a microfauna presente no
tanque de aeracdo exerce um papel fundamental na remoc¢ao da matéria organica. Existem alguns
relatos da ocorréncia de espécies de ciliados e rotiferos que compdem a microfauna, que exercem
a predacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. podendo contribuir para remog¢do destes do
esgoto doméstico (FAYER et al., 2000; STOTT et al., 2001; STOTT et al., 2003).

Atualmente, os sistemas combinados anaerdbio/aerébio sdo uma alternativa para o
tratamento de dguas residudrias. Estes sistemas sdo mais econdmicos, produzem uma quantidade
menor de residuos sélidos e, muitas vezes, removem além da matéria organica, nutrientes como
nitrogénio e fésforo. O estudo da remocdo de patdégenos e da microfauna que compde estes
sistemas combinados ainda € incipiente no mundo. A maioria dos estudos tem sido realizada em

estacdes de tratamento de esgoto convencionais utilizando lodos ativados no tratamento aerébio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

As fontes de polui¢do dos recursos hidricos estdo divididas em trés grandes grupos. O
primeiro grupo € o das dguas residudrias urbanas (esgotos) que contém dejetos humanos, restos
de alimentos, sabdes e detergentes e, por este motivo, apresentam elevada concentracdo de
bactérias e parasitos, alguns dos quais sdo patogénicos ao homem, pois podem ser provenientes
de pessoas infectadas doentes ou portadoras de agentes infecciosos (TUNDISI e TUNDISI,
2005). No segundo grupo, enquadram-se as dguas residudrias de origem agropecudria, contendo
dejetos que, por meio das chuvas e proximidade aos leitos de rios ou nascentes, atingem 4aguas
superficiais ou lengOis subterraneos veiculando zoonoses e agrotoxicos (MOTA, 1995). O
terceiro grupo € o das dguas residudrias industriais, onde se observa uma grande quantidade de
substancias toxicas, como por exemplo, compostos organicos, petroleo e derivados, detergentes e
compostos inorganicos, incluindo metais toxicos (GUNTER, 1980; VARELA, 1987; MOTA,
1995).

A 4gua pode ser responsdvel por muitas doencgas, quando serve de veiculo para a
transmissdo de uma variedade de microrganismos resultantes da ingestdo de dgua contaminada
pelo ser humano, do emprego de dgua poluida para irrigacdo, pesca e recreacdo, ou seja, as
chamadas doencas de veiculacdo hidrica (CHENG et al., 2009).

Os patégenos podem alcangar os recursos hidricos pela drenagem de fezes e do lodo de
esgoto usado na agricultura e, em fun¢do de escoamentos superficiais provocados por fortes
chuvas. Porém, ¢ a disposi¢ao deste residuo em um corpo d’agua uma das maiores fontes de
contaminagdo. Além dos lancamentos in natura, a disposicao de esgoto sem tratamento adequado

nos mananciais € uma importante fonte de patdgenos no ambiente (OTTOSON et al., 2006).
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As enfermidades mais comumente veiculadas pela dgua incluem a célera, as hepatites A e
E, as shigueloses, as infeccdes por rotavirus, a esquistossomose, a ciclosporose, a toxoplasmose,
a amebiose, a giardiose e a criptosporidiose (GAJADHAR et al., 2004; FUNASA, 2006). As
formas infectantes destes agentes sdo liberadas via fezes e/ou urina dos hospedeiros infectados,
fazendo com que o esgoto doméstico seja uma das mais importantes fontes de contaminacio
ambiental (MACPHERSON, 2005; MONTEMAYOR et al., 2005), causando um grande impacto
na saude publica e ambiental. Em geral, a maioria destes agentes de veiculacio hidrica, ao serem
ingeridos, tem como principal sintomatologia os processos diarreicos, o que fecha o ciclo de
transmissao das enfermidades.

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que 88,0% das mortes por
diarreia no mundo sdo caudadas por ingestdo de dgua contaminada ou saneamento inadequado.
Das 1,8 milhdes de pessoas que vao a 6bito por ano por esta patogenia, 90,0% sdo criangas com
menos de cinco anos de idade (ONU, 2006).

Infecgdes intestinais por protozodrios estdo associadas as altas taxas de morbidade e
mortalidade, com mais de 58 milhdes de caso/ano em todo mundo e, com custos diretos na ordem
de US$ 15 milhdes (SAVIOLI et al., 2006).

Em nivel mundial, os protozodrios foram a causa de 524 surtos epidémicos de veiculacdo
hidrica nos ultimos 28 anos (FRANCO et al., 2012). Entre as vdrias espécies, destacaram-se
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. que foram os agentes etiologicos de 50,8% e 40,6% destes
surtos, respectivamente, no periodo entre 1984 a 2004 (KARANIS et al., 2007) e, entre 2004 a
2010, Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foram os agentes etioldgicos de 35,2% e 60,3% dos

surtos epidémicos (BALDURSSON e KARANIS, 2011).
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A criptosporidiose e a giardiose sdo as principais protozooses transmitidas por veiculacido
hidrica em paises desenvolvidos da América do Norte, Europa e Austrdlia, mesmo contando com
elevado padrdo de abastecimento de dgua e tratamento de esgoto (FLETCHER et al, 2012).

A giardiose € causada pelo protozodrio Giardia spp. e, atualmente, a Giardia esta
classificada no supergrupo Excavata, primeiro rank Fornicata, segundo rank Eopharyngia:
Diplomonadida: Giardiinae (ADL et al., 2005) apesar de uma nova proposi¢ao de classificacao
ainda estar em debate (THOMPSON e MONIS, 2012).

Muitas espécies de Giardia habitam o trato intestinal de quase todas as classes de
vertebrados e, segundo Thompson e Monis (2012), Giardia duodenalis (sinonimia G. lamblia, G.
intestinalis) é encontrada em humanos e na maioria dos mamiferos domésticos e silvestres. Com
o advento da biologia molecular foi possivel confirmar o cardter zoonoético de Giardia
duodenalis. O parasito apresenta grande diversidade genética sendo considerado um complexo de
espécies, subdividido em sete gendtipos ou assembleias (FRANCO et al., 2012), circulantes

somente entre os seres humanos, animais ou entre ambos (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies e genétipos do género Giardia.

Espécie Genotipo Hospedeiros Tamanho dos Referencias
principais Cistos (um)
A Humanos e outros 12-15x 6-8 Homan et al.,
primatas, 1992; Mayrhofer
canideos, felinos, etal., 1995
bovinos, roedores,
animais silvestres.
B Humanos e outros 12-15 x 6-8 Homan et al.,
primatas, 1992; Mayrhofer
canideos, animais et al., 1995
Giardia silvestres.
duodenalis C Canideos 12-15x6-8  Meloni &
(= G. lamblia; G.
. .. Thompson, 1987
intestinalis)
D Canideos 12-15 x6-8 Monis et al., 1998
E Bovinos e animais 12-15 x 6-8 Eyetal., 1997
de pastoreio
(herbivoros)
F Felinos 12-15 x 6-8 Monis et al., 1999
G Roedores 12-15x 6-8 Monis et al., 1999
G. agilis - Anfibios 20-30 x 4-5 Kunstler, 1882,
1883
G. muris -- Roedores, aves e 9-12 x 5-7 Grassi, 1879
répteis.
G. psittaci -- Aves 14x 6,0 Erlandsen &
Bemrich, 1987
G. ardeae - Aves 10x 6,5 Erlandsen et al.,
1990
G. microti -- Roedores 12-15 x 6-8 Feely, 1988

Fonte: Franco et al. 2012.

A andlise de mais de 1000 isolados de DNA do parasito (extraido de amostras fecais e
analisados por PCR) de individuos de diferentes localizagdes geograficas confirmam que apenas
os gendtipos A e B infectam o homem (CACCIO e RYAN, 2008). Além disso, a genotipagem de
multiloci de Giardia spp. provenientes de infec¢des de seres humanos e outros hospedeiros
mamiferos de diferentes partes do mundo demonstrou a ocorréncia de cepas zoondticas em

hospedeiros humanos e ndo humanos (caes, gatos, gado e animais silvestres) residentes das
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mesmas dreas geograficas, ressaltando o potencial deste tipo de transmissdao (LEONHARD et al.,
2007; THOMPSON e SMITH, 2011).

A determinacdo de subgrupos destes gendtipos elucidou importantes aspectos
epidemioldgicos envolvidos com a transmissao da parasitose, e contribuiu para a compreensao de
que os subgendtipos AIl e BIV sdo considerados antropondticos (humanoespecificos) e os
subgenétipos Al e BIII considerados zoonéticos (THOMPSON, 2004).

As infecgdes sintomdticas agudas caracterizam-se por diarreia do tipo aquosa, explosiva, de
odor fétido, acompanhada de gases com distensdo e dores abdominais. Nas infec¢des cronicas, os
sintomas podem persistir por anos, manifestando-se com episddios de diarreia que podem ser
continuos, intermitentes ou esporadicos (VIANA, 2008). Esses sintomas variam de acordo com a
viruléncia do parasito, bem como com caracteristicas do hospedeiro (estado nutricional,
imunolégico e de desenvolvimento). Criangas menores de cinco anos e 1dosos costumam
apresentar sintomas mais severos. A infec¢io pode ser responsavel por redugdo do crescimento e
desenvolvimento de criancas (ORTEGA e ADAM, 1997). Mesmo assim, hd individuos
assintomdticos que, como reservatorios naturais, eliminam cistos nas fezes por muito tempo
(THOMPSON, 2004). A ocorréncia de manifestacdes clinicas extraintestinais como urticaria,
dermatite atépica, angioedema, uveite, alteracdes na retina, dentre outras, parecem ser mais
comuns do que previamente previsto (CANTEY et al., 2011).

Estimativas apontam 500.000 novos casos de incidéncia de giardiose em humanos por ano
(THOMPSON, 2004). A prevaléncia varia de 20 a 30 % em paises em desenvolvimento e de 2 a
5 % em paises desenvolvidos. Mais de 200 milhdes de pessoas na Africa, Asia e América Latina
apresentam a doenca com sintomas (SAVIOLI et al., 2006; THOMPSON, 2009). S6 nos Estados

Unidos, onde a incidéncia pode ser superior a 0,7% da populagdo (MORRISON et al., 2007), ha
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estimativas de dois milhdes de novos casos anualmente sendo esses atribuidos em sua maioria a
contaminagdo de dgua (MEAD et al., 1999; THOMPSON e MONIS, 2012). Considerados os
dltimos 30 anos, a Giardia spp. foi a causa mais comum de surtos epidémicos de doengas de
transmissao hidrica nos EUA (AUBERT e VILLENA, 2009).

A criptosporidiose € causada pelo protozodrio Cryptosporidium spp., sendo classificado no
supergrupo Chromalveolata, primeiro rank Alveolata, segundo rank Apicomplexa: Conoidasida:
Coccidiasina (ADL et al., 2005).

As espécies C. hominis e C. parvum genétipo bovino sio as espécies mais observadas em
infeccoes humanas (FAYER, 2010). Nos dltimos anos, novas espécies pertencentes ao género
Cryptosporidium foram descritas inclusive outras espécies zoonodticas que exibem potencial

infectante para o homem (Tabela 2).
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Tabela 2. Espécies de Cryptosporidium vélidas e infectividade para o ser humano.

Espécie Hospedeiro Infeccioso  Tamanho dos Referencia
Principal para o ser  oocistos (nm)
humano
1. C. hominis Homem Sim 45x54 Morgan-Ryan et al., 2002
2. C. parvum Ruminantes Sim 45x5,5 Tyzzer, 1912
3. C. andersoni Bovinos Sim 55x74 Lindsay et al., 2000
4. C. muris Roedores Sim 56x74 Tyzzer, 1907
5. C. suis Suinos Sim 44x4,9 Ryan et al., 2004
6. C. felis Felinos Sim 45x5,0 Iseki, 1979
7. C. canis Canideos Sim 3,68 x 5,88 Fayer et al., 2001; Pedraza-
Diaz et al.,2001.

8. C. bovis Bovinos - 4,63 x 4,89 Fayer et al., 2005
9. C. ryanae Bovinos -- 3,16 x 3,73 Fayer et al., 2008
10. C. xiaoi Ovelhas - 2,94 x 3,44 Fayer & Santin, 2009
11. C. wairi Cobaios -- 4,0x 4,8 Vetterling et al., 1971
12. C. baileyi Aves Sim 52x6,3 Current et al., 1986
13. C. Aves Sim 45x4,6 Slavin, 1955
meleagridis
14. C. galli Aves - 6,2x38,5 Ryan et al., 2003
15. C. serpentis Répteis -- 4,8x5,6 Levine, 1980
16. C. fayeri Cangurus -- 43x49 Ryan et al, 2008
17. C. Cangurus - 49x5,1 Power & Ryan, 2008
macropodum
18. C. varanii Lagartos - 4,7x 4,8 Pavlasek & Ryan, 2008
19. C. ubiquitum Cervos Sim 5,04 x 4,66 Fayer et al, 2010
20. C. cuniculus Coelhos Sim 5,98 x 5,38 Robinson et al., 2010.
21. C. tyzzeri Camundongos -- 4,64 x 4,19 Ren et al., 2012.
22. C. viatorum Homem sim 5,35 x4,72 Elwin et al., 2012
23. C. scrofarum Suinos sim 5,16 x 4,83 Kvac et al., 2013
24.C. fragile Sapo preto -- 6,2x5,5 Jirku et al., 2008
25.C. molnari Peixes -- 4,7x4,5 Sitja-Bobadilla et al. 2005
26.C. Peixes -- 44x39 Alvarez-Pellitero et al., 2009
scophthalmi

Fonte: Adaptado de Franco et al., 2012 e Chalmers e Katzer, 2013. (--) Auséncia de casos humanos descritos

33



Os primeiros casos humanos foram descritos, em 1976, em individuos em contato com
animais domésticos, mas a criptosporidiose sé adquiriu relevancia apés o reconhecimento da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Além do comportamento oportunista em
pacientes portadores do virus HIV, verificou-se também que Cryptosporidium spp. é um
importante agente causador de gastroenterites agudas, mesmo em individuos imunocompetentes
(FRANCO e SANTOS, 2008).

A sintomatologia pode ser varidvel de individuo para individuo sendo influenciada pela
idade, status nutricional e espécie ou subtipo causador da infeccdo, porém, o que delimita a
severidade da doenca ¢ o status imunoldgico do hospedeiro (O’CONNOR et al., 2011). Nos
individuos imunocompetentes a infeccado pode ser assintomdtica ou apresentar duragcdo auto-
limitada sendo frequentemente nao diagnosticada (FAYER et al., 2000). O principal sintoma € a
diarreia liquida que tende a ter longa duracdo (em média 5 - 10 dias), acompanhada de célicas
abdominais, fadiga, ndusea, anorexia, perda de peso, febre baixa, vOomitos, dores nas articulagoes
e mialgias (FAYER et al., 2000; SHIRLEY et al., 2012). Em individuos imunodeficientes, a
infeccdo se agrava e adquire um cardter oportunista sendo frequente causa de Obitos
(FARTHING, 2006; O’CONNOR et al., 2011). Em pacientes portadores de HIV/ AIDS, a
infeccdo geralmente apresenta-se mais grave quando os niveis de linfécitos T CD4 caem para
niveis abaixo de 100 células/mm”, ocorrendo ma-absor¢io intestinal, significativa perda de peso e
elevado coeficiente de letalidade (CABADA e WHITE, 2010; IQBAL et al.,, 2012).
Manifestagdes extra-intestinais ocorrem mais frequentemente em individuos imunossuprimidos e
indicam um mal prognéstico da doenca: acometem os dutos biliares (com aparecimento de
colangite), figado, pulmao, e provocam quadros graves de pancreatite (DENKINGER et al.,

2008).
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Atualmente, a criptosporidiose estd distribuida em todos os continentes excetuando-se a
Antértica. Na Europa, Cryptosporidium parvum apresenta maior prevaléncia (média de 57,0%)
em relacdo aos demais. Quanto as espécies, no continente Americano, Africa e Australia, sio
reportados mais casos de infec¢do por Cryptosporidium hominis (média de 62,0%); no Oriente
médio a infec¢iio mais prevalente se da por C. parvum. (CACCIO et al, 2005; XIAO, 2010).

De acordo com Slifko et al. (2000), os protozodrios Giardia spp. € Cryptosporidium spp.
tornaram-se importantes patdgenos contaminantes da &dgua por trés principais fatores: a
criptosporidiose pode ocorrer em diversos animais (zoonoses); uma baixa densidade de cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. infectantes ja € suficiente causar infecgdes e,
esses cistos e oocistos resistem aos processos de tratamento sendo resistentes aos desinfetantes
comumente utilizados no tratamento da dgua.

Oocistos de Cryptosporidium spp. permanecem infectantes por seis meses em agua doce a
uma temperatura variando entre zero e 20°C; na dgua do mar a infectividade se mantém por 40
dias a 18°C e 35 % de salinidade (FAYER, 2004). J4 os cistos de Giardia spp. podem sobreviver
no ambiente por até dois meses a 8°C (CACCIO et al., 2003).

Os cistos de Giardia spp. e os oocistos de Cryptosporidium spp. sdo amplamente
encontrados como contaminantes de dguas marinhas (JOHNSON et al., 1997), de dguas ndo
tratadas e recreacdo (BUKHARI et al., 1997; KARANIS et al., 1998; FRANCO et al, 2001; ONO
et al.,, 2001; GREINERT et al.,, 2004; SATO et al., 2013). Tanto Giardia spp. quanto
Cryptosporidium spp. sdo, frequentemente, agentes causais de inimeros surtos epidémicos de
diarreia ocorridos por contaminacdo da rede publica de distribuicdo de dgua (FISK,1987;
RICHARDSON et al., 1991; MACKENZIE et al., 1994, MORRIS et al., 1998), em viajantes que

ingeriram dgua contaminada (GOSTIN et al., 2000), por ingestdo de alimentos contaminados
35



(ROSE e SLIFKO, 1999) e apds a utilizacdo de piscinas contaminadas (BELL et al., 1993;
McANULTY et al., 1994; MACKENZIE et al.,1995; CDC, 2001; CDC, 2007).

O maior surto de giardiose por veiculacdo hidrica ocorreu na Noruega entre os anos de
2004 e 2005 acometendo 1500 individuos (ROBERTSON et al, 2006); a fonte de contaminagao
do surto foi a entrada de esgoto doméstico em uma estagdo de tratamento de dgua que utilizava
apenas a cloracdo para desinfec¢do da dgua, porém sem a etapa de filtracdo, hoje em dia muito
bem estabelecida como critica para a remog¢ao de protozodrios patogénicos.

O primeiro grande surto de criptosporidiose relatado ocorreu em Braun Station, suburbio de
San Antonio, no Estado do Texas, EUA (D’ANTONIO et al.,1985). Em 1988, aproximadamente
100.000 pessoas foram infectadas em Oxford, Reino Unido, apesar do sistema de tratamento da
dgua e os parametros usados para atestar sua qualidade estarem sendo rigorosamente seguidos
(POULTON et al., 1991; RICHARDSON et al., 1991). Fato similar ocorreu em Milwaukee,
EUA, nos meses de margo e abril de 1993, quando ocorreu o maior surto epidémico de
criptosporidiose desse pais, com 403.000 individuos infectados. Foi demonstrado que o Lago
Michigan, uma das fontes de abastecimento de 4gua desta regido, durante o periodo da epidemia,
apresentava uma concentra¢dao de dejetos muito maior do que o normal, indicando uma provavel
relacdo entre essa epidemia e a contaminacdo parasitoldégica da dgua que abastecia a cidade
(MACKENZIE et al., 1994; EISENBERG et al., 1998; MORRIS et al., 1998). Outros surtos
epidémicos foram relatados em outros paises desenvolvidos como Reino Unido, Franca e Canada
(SMITH et al., 2006).

No Brasil, surtos de veiculagdo hidrica por protozodrios ja foram registrados e, embora
nenhum surto de Cryptosporidium spp. ou Giardia spp. por veiculacdo hidrica tenha sido

7z

devidamente registrado, é evidente a vulnerabilidade dos sistemas de distribuicdo de &dgua
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brasileiros e, a real possibilidade de ocorréncia de surtos destes protozodrios mediante a
transmissdo hidrica, em fun¢do da frequente contamina¢do dos mananciais por estes patdgenos
(FRANCO, 2007; SANTOS et al., 2008).

No Brasil, a inclusdo da pesquisa de protozodrios patogé€nicos no monitoramento de
amostras ambientais estd se iniciando (FRANCO et al., 2012). Embora a Portaria n° 2.914/2011
do Ministério da Saude (Brasil, 2011) recomende a avaliacdo da presenca dos protozodrios
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em dgua destinada ao consumo humano e ressalte a
obrigatoriedade de monitoramento dos mananciais de acordo com a concentra¢do de Escherichia
coli, vérios fatores dificultam o atendimento em curto prazo desta recomendacdo. Entre eles se
destacam a complexidade inerente aos métodos de deteccdo, a caréncia de recursos humanos
qualificados para o trabalho e a escassez de informacdes disponiveis sobre a ocorréncia desses
agentes patogénicos nos recursos hidricos nacionais. Hachich et al. (2004) realizaram um
levantamento em 28 mananciais do estado de Sdo Paulo, sendo que 5,0% deles foram positivos
para Cryptosporidium spp. € 31,5% para Giardia spp. Franco et al. (2001) detectaram oocistos e
cistos destes protozodrios em dgua bruta do rio Atibaia, com concentragdo de 57,5 cistos e 54,1
oocistos/0,5 litro. Cantusio Neto e Franco (2004) também observaram positividade superior a
90% para cistos de Giardia em amostras de dgua obtidas no ponto de captacdo da SANASA, no
rio Atibaia.

Em fun¢do dos multiplos modos de transmissdo, surtos de criptosporidiose e giardiose
podem iniciar a partir de uma fonte comum e, em seguida, ter uma propagacio continua através
do contato direto pessoa a pessoa dentro de uma comunidade (KATZ et al., 2006). Assim, em
2004, estas enfermidades foram incluidas pela Organizacio Mundial da Saide (OMS) e

Organizacdo Pan-Americana de Satde (OPAS), na lista da “Iniciativa das Doencas
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Negligenciadas”, pois, juntamente com os virus e bactérias fazem parte de um complexo grupo
que restringem o desenvolvimento e a melhoria socioecondmica, ndo permitindo que alguns
paises desenvolvam todo o seu potencial (SAVIOLI et al., 2006).

Embora a contaminacdo dos recursos hidricos também ocorra por meio da drenagem das
pastagens e de adubacd@o organica utilizada na agricultura, a avaliacio molecular de amostras
analisadas de vdrios surtos de doenca de veiculagdo hidrica tem atribuido ao esgoto doméstico a
principal fonte de contamina¢do dos mananciais (MACPHERSON, 2005; AIYUK et al., 2006).

Segundo Nasser et al. (2012), a contaminagdo das aguas superficiais por Giardia spp., em
nivel mundial, varia de 26 - 43%, sendo que a concentragdo de cistos observada em diversos
estudos realizados variou 0,3 a 100 cistos / L. Com relacdo ao esgoto bruto, em 25 estudos
realizados em 17 paises com as mais diversas condi¢des socio econdmicas, 21 (84,6%)
apresentaram positividade para Giardia spp. com concentragdes de cistos que variaram de 0,23 a
100.000 cistos / L) (NASSER et al., 2012). Devido as altas taxas de contaminagdo do esgoto por
Giardia spp., o descarte de esgoto ndo tratado em mananciais que sdo utilizados como fonte de
dgua para abastecimento publico e/ou a aplicacdo na agricultura podem ser responsaveis por
surtos epidémicos de giardiose colocando toda a populagdo em risco.

Cantusio Neto et al. (2006) avaliaram a eficiéncia da Estacdo de Tratamento de Esgoto
Samambaia (ETE) do municipio de Campinas (SP), que possui sistema de lodo ativado, na
remocgao de cistos Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. e a desinfec¢do do efluente
através da luz UV. Os pesquisadores observaram uma eficiéncia na remog¢ao de cistos de 98,9 %
e 99,7 % de oocistos no efluente quando comparado ao afluente do sistema de lodo ativado e

verificaram que a luz UV utilizada na ETE nao foi eficaz na inativacdo de cistos de Giardia spp.
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Cheng et al. (2009) avaliaram a sobrevivéncia e o destino de C. parvum, C. hominis e G.
duodenalis em quatro ETE da Irlanda que utilizavam sistema de lodos ativados ou biofiltro
percolador para o tratamento secunddrio. A andlise do efluente tratado indicou que 97% dos
oocistos e cistos foram eliminados com exce¢ao de uma estacdo de tratamento que alcangou 64%
de remocdo. Todas as amostras de lodo estavam positivas para C. parvum, C. hominis e G.
duodenalis com uma concentracdo maxima de 20 oocistos e 8 cistos por grama de lodo indicando
a necessidade de tratamento adicional de sanitizac¢do. Este trabalho demonstrou que os patégenos
estdo presentes durante todo o processo de tratamento do esgoto e nos produtos finais, podendo
alcancar o ambiente aqudtico com consequente implica¢do negativa para satde publica.

Graczyk et al. (2009) analisaram o efluente de uma ETE que utilizava sistema de leitos
cultivados com superficie livre (wetlands), em pequena escala, usado para o polimento do
efluente gerado por um tratamento secunddrio de esgoto que continha alta concentracio de cistos
de G. duodenalis e esporos do protozoario Enterocytozoon bieneusi. O estudo demonstrou que o
sistema empregando leitos cultivados ndo removeu os cistos € 0s esporos presentes. Assim,
grandes volumes de efluente do sistema estudado, quando atingem o corpo hidrico receptor,
podem contaminar dguas superficiais utilizadas para recreacdo e abastecimento publico.

O tratamento bioldgico de esgotos reproduz, de certa maneira, 0S processos naturais que
ocorrem em um corpo d’agua apos o lancamento de despejos. No corpo d’agua, a matéria
organica € convertida em produtos minerais inertes por mecanismos puramente naturais,
caracterizando a autodepuracdo. Em uma estacao de tratamento de esgotos os mesmos fendmenos
basicos ocorrem a partir da inclus@o de tecnologias. A compreensdao da microbiologia do
tratamento de esgotos é, portanto, essencial para a otimizacao do projeto e operacdo dos sistemas

de tratamento biolégico (SPERLING, 1996).
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Nos sistemas de lodos ativados os componentes dos flocos bioldgicos constituem um
microssistema complexo e sdo representados pelos organismos decompositores e consumidores.
Os decompositores incluem as bactérias e os fungos, os quais realizam a depuracdo da matéria
carbondcea e promovem estruturacdo dos flocos e correspondem a 95% da biomassa. Os
consumidores, que formam a microfauna, incluem os flagelados heterotréficos, ciliados,
rizopodes e micrometazodrios que correspondem a aproximadamente 5% da biomassa (CHEN et
al., 2004).

Os componentes da microfauna também tém importante papel na manutencdo de uma
comunidade bacteriana equilibrada, na remocao de E. coli, na reducao da demanda bioquimica de
oxigénio (DBOs) e na floculagdo. Por serem extremamente sensiveis as alteracdes no processo, 0s
componentes da microfauna alternam-se no sistema em resposta as mudancas nas condigdes
fisico-quimicas e ambientais. Assim, a composi¢cdo da microfauna do lodo ativado revela
tendéncias do processo, tais como: eficiéncia da remog¢do da DBOs; eficiéncia da remocao de
solidos suspensos (SS); condicdes de sedimentacdo do lodo; nivel de aeracdo empregado no
sistema; presenca de compostos toxicos ( metais pesados e amdnia) e ocorréncia de sobrecargas
organicas e de nitrificacdo (GERARDI, 1986; HOFFMANN e PLATZER, 2000, MADONI,
2003).

A microfauna do lodo ativado pode ser agrupada conforme Jenkins et al.(1993), Madoni
(1994), Figueiredo et al (1997) e Bento et al (2000) em (i) ciliados predadores de flocos
(Crawling ou Rastejantes); (ii) ciliados livres natantes; (iii) ciliados sésseis; (iv) tecamebas; (V)
amebas nuas; (vi) zooflagelados, (vii) rotiferos, (viii) nematdides, (ix) anelideos e (x) tardigrados
(Tabela 3). Recentemente Madoni (2011), em seu artigo de revisdo sobre protozodrios em

sistemas bioldgicos de tratamento de esgoto, classifica os protozodrios ciliados que compdem a
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microfauna do lodo ativado conforme o modo de alimentacdo, os quais incluem os ciliados

bacterivoros e os ciliados carnivoros.
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Tabela 3. Classificacdo utilizada para agrupar os organismos constituintes da microfauna
do lodo ativado quanto ao modo de vida.

Grupos Classificacao Breve descricao
Ciliados Ciliados Organismos livres associados a superficie do floco de lodo de
Rastejantes ativado. Possuem corpo dorsoventralmente achatado e cilios ou

cirros distribuidos na face ventral da célula em contato com o
substrato. Apresentam desenvolvida ciliatura oral, sendo vorazes
predadores de bactérias e flagelados. Constitui esse grupo
funcional os ciliados pertencentes aos tdxons Hypotrichia,
Cyrtophorida e Microthoracida.

Ciliados Livre Organismos livres que nadam livremente entre os flocos. Possuem

Natantes cilios distribuidos regularmente por todo o corpo. Podem ser
bacterivoros, predadores de outros ciliados e carnivoros. Constitui
esse grupo funcional ciliados pertencentes aos tdxons
Heterotrichea, Litostomatea (Haptoriais), Oligohymenophorea e
Karyorelictea.

Ciliados Sésseis Organismos sésseis, fixos ao substrato por um pedinculo,
pertencentes as subclasses Peritrichia e Suctoria. Os peritriqueos
sdo bacterivoros, com uma desenvolvida ciliatura oral, podendo
ser isolados ou coloniais. Os suctoriais sdo predadores de outros
ciliados, desprovidos de cilios, apresentando tentaculos.

Amebas Tecamebas Possuem revestimento externo - a carapacga que pode ser secretada
pelo citoplasma ou composta por materiais aglutinados na célula.

Amebas Nuas Nao possuem forma definida e sdo desprovidas de carapaca ou
teca.

Flagelados Zooflagelados Sdo flagelados ndo pigmentados podendo ter de um a vérios
flagelos. Ingerem matéria sdlida ou substincias organicas
dissolvidas.

Micrometazo  Rotiferos, Organismos pluricelulares, caracterizados pela diferenciagdo

arios Nematdides, histol6gica. Alimentam-se de bactérias e protozodrios.

Anelideos,
Tardigrados

Fonte: Adaptado de Bento et al. (2000) e Madoni et al. (2011).
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Os protozodrios ciliados sao numerosos em todos os tipos de sistema de tratamento
biolégico aerébio. Eles sdo comumente encontrados em sistemas de lodos ativados em
densidades aproximadas de 10.000 células / mL e constituem aproximadamente 9% do peso seco
de sélidos suspensos na mistura (MADONI, 1994). Mais de 200 espécies de protistas (dos quais
33 flagelados, 25 rizépodes, 6 actindpodes e 160 ciliados) sdo encontrados nos vdrios tipos de
tratamentos aerdbios. No entanto, menos da metade sdao observados com frequéncia (AL-
SHAHWANI e HORAN, 1991; AMANN et al., 1998).

Protozodrios ciliados estdo presentes em todos os tipos de sistemas de tratamento aerdbio e
desempenham um papel importante no processo de purificagcdo, estdo envolvidos na remog¢ao de
matéria organica, controlam a densidade da populagdo bacteriana por predacio e contribuem para
o processo de floculagdo, sendo entdo, considerados bons indicadores da qualidade do efluente e
da eficiéncia do processo (MARTIN-CERECEDA et al, 1996; MADONI, 2003; ZHOU et al.
2006; MADONI, 2011). As comunidades de ciliados de estacdes que utilizam lodos ativados sao
muito sensiveis as variacdes ambientais e as alteracdes nesta comunidade podem afetar a
dindmica das populacdes desses ecossistemas artificiais, comprometendo assim a eficiéncia
bioldgica da estacdo de tratamento de 4guas residudrias (MADONI, 1994; LEE et al. 2004;
CHEN et al. 2004).

A comunidade presente no sistema de lodos ativados € dindmica e fundamental para o
tratamento do esgoto. A composicdo taxondmica e distribuicdo das populagdes de protozodrios
estdo diretamente relacionadas com os tipos de processo de tratamento de efluentes, condicdes de
funcionamento e a qualidade e quantidade de afluentes que alimentam o processo (LEE et al.
2004; LIU et al. 2008). A avaliacdo microbiolégica do lodo é capaz de fornecer informagao sobre

o desempenho da estacdo de tratamento de esgoto e também a qualidade do efluente, ou seja,
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quando a composicdo da microfauna do lodo ativado se altera, pode resultar em efluentes de
baixa qualidade (SALVADO et al., 1995).

O sistema bioldgico de tratamento de esgoto pelo processo de lodos ativados abriga uma
grande diversidade de protozodrios. A identificacdo e o levantamento das espécies de
protozodrios ciliados ocorrentes em sistemas bioldgicos de esgoto contribuem para o
conhecimento de espécies indicadoras de condi¢cdes operacionais (SIQUEIRA-CASTRO, 2008).

Muitos estudos tém-se centrado sobre o significado dos protozodrios ciliados no lodo
ativado de estacoes de tratamento de daguas residudrias (CURDS e COCKBURN, 1970;
MADONI e GHETTI, 1981; AL-SHAHWANI e HORAN, 1991; ESTEBAN et al, 1991;
MADONI, 1994; ZHOU et al., 2006; TYAGI et al 2008;. SIGNORILE et al 2010;. DUBBER e
GRAY, 2011a; MADONI, 2011), porém, estudos sobre a correlagdo entre a microfauna e
tratamento de dguas residuais por processos combinados anaerdbios/aerébios ainda sdo escassos
no mundo (PEREZ—UZ et al., 2010; DUBBER e GRAY, 2011b).

Os sistemas combinados (anaerébio/aerébio) sao uma boa alternativa para o tratamento de
dguas residudrias municipais, pois geram um volume menor de residuos sélidos, sdo mais
econdmicos, produzem efluente de boa qualidade e, além disso, a combinagdo torna possivel a
remog¢ao de nitrogé€nio e, algumas vezes, fésforo (ABREU e ZAIAT, 2008; CHERNICHARO,
2007).

A avalia¢do da dindmica populacional de protozodrios no lodo ativado de reatores aerados
que recebem efluentes de reatores anaerdbios € importante, pois hd uma grande possibilidade de
se encontrar uma abundancia e diversidade de espécies de protozodrios distintas das ja descritas
para lodos ativados de sistemas convenionais, uma vez que grande propor¢do de moléculas

biodegraddveis foi removida na fase anaerdbia.
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Ao longo dos anos alguns modelos, baseados nas caracteristicas bioldgicas do lodo, foram
propostos para a verificacao das condi¢des operacionais e a avaliacdo da eficiéncia dos sistemas
de lodos ativados. Dentre estes, destacam-se o modelo criado por Madoni (1994), por De Marco
et al (1991) e Bedgoni et al (1991). De Marco et al (1991) classificaram as estacdes de tratamento
por lodos ativados, baseado na densidade total dos protozodrios presentes no tanque de aeragao,
em trés categorias: (a) Sistemas ineficientes: aqueles com aproximadamente 10 protozodrios /
mL; (b) Sistemas pouco eficientes: aqueles com densidades de 10 a 10° protozodrios / mL; (c)
Sistemas eficientes: aqueles com mais ou 10° protozoarios / mL.

Segundo Bedgoni (1991), a razdo entre a densidade de ciliados predadores de flocos e
ciliados fixos estd associada a eficiéncia do tratamento por lodos ativados. Quando a razdo é
maior ou igual a 0,5, um efluente de melhor qualidade € obtido.

Madoni (1994) correlacionou condi¢Oes operacionais € 0s protozodrios encontrados nos
tanques de aeracdo de 44 ETE por lodos ativados, apds 20 anos de estudos, definindo grupos
positivos e negativos relacionados a eficiéncia depurativa dos sistemas. O autor agrupou os
ciliados rastejantes, ciliados sésseis e as tecamebas como positivos e os pequenos flagelados, os
ciliados livres natantes, Vorticella microstoma e Opercularia spp. como negativos. A partir deste
estudo, o mesmo autor desenvolveu uma matriz de correlagio para obtengio do Indice Bidtico do
Lodo (IBL) relacionado as caracteristicas do sistema. A determinacdo do IBL baseia-se em
relacdes entre os grupos positivos e os negativos, considerando-se a densidade e o nimero de
unidades taxondmicas presentes no reator. A concentracdo de pequenos flagelados constitui um
pardmetro de grande interferéncia no célculo do indice. Os valores do IBL correspondem a uma
das quatro classes definidas para classificacdo das caracteristicas do lodo e da qualidade do

efluente (Tabela 4).
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Tabela 4. Conversio do Indice Bioldgico do Lodo (IBL) em quatro classes de qualidade e
respectivas caracteristicas do sistema

Valor do IBL Classe Caracteristicas
8—-10 | Sistema bem colonizado com excelente atividade
bioldgica e 6timo desempenho.

6-7 II Lodo estdvel e bem colonizado, atividade bioldgica em
declinio e bom desempenho.

4-5 I Insuficiente depuracdo bioldgica no tanque de aeracio
e desempenho mediano.

0-3 v Fraca depuragdo biolégica no tanque de aeracdo e baixa
desempenho.

Fonte: Madoni, 1994.

De acordo com Jenkins et al (1993), Madoni (1994) e Figueiredo et al (1997), um bom
desempenho do sistema estd diretamente relacionado as espécies dominantes no processo. No
Brasil, a maioria dos sistemas de tratamento de esgotos € monitorada e controlada pelas andlises
fisicas e quimicas. A observa¢do microscopica ainda € um instrumento raro, geralmente realizada
em curtos periodos de tempo e seus resultados sdo, na grande maioria, subutilizados (BENTO et
al., 2005).

Stott e colaboradores (2001), avaliando sistemas bioldgicos de tratamento de esgoto,
verificaram que oocistos de Cryptosporidium parvum foram eficientemente ingeridos por
protozodrios de vida livre. Os maiores indices de ingestdo foram observados com Tetmemena
mytilus e Paramecium caudatum que preferencialmente alimentam-se na superficie associados
aos flocos bioldgicos e em suspensdo, respectivamente. Estes resultados indicam que a predacdo
por protozodrios pode ser um importante fator na remocao de oocistos de afluentes de esgoto.

Devido a grande resisténcia dos cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
durante o tratamento do esgoto, alteragdes no desempenho do sistema podem resultar na

diminui¢do da remogdo destes protozodrios. Dessa forma, evidencia-se a importancia de mais
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estudos sobre condi¢des operacionais do sistema de tratamento de esgoto e a microfauna do lodo
ativado e, por consequéncia entender os fatores que podem alterar/diminuir a remog¢ao destes
parasitos. Contribuindo, assim, para redu¢do do impacto dos efluentes gerados pela ETE no meio

ambiente e na saude publica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a remocao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. e avaliar a
microfauna do sistema combinado aerébio/ anaerébio de dois sistemas de tratamento de esgoto.

3.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar a eficiéncia de remocdo de Giardia spp. e Cryptosporidium spp., em uma ETE do
municipio de Campinas que utiliza sistema combinado: reator anaerébio de fluxo ascendente
seguido de lodo ativado.

e Avaliar a eficiéncia de remocao de Giardia spp. e Cryptosporidium spp., em experimento
em escala de bancada utilizando sistema combinado: filtro anaerébio seguido de biofiltro aerado
submerso.

e Analisar a correlacdo entre as condi¢des operacionais dos sistemas estudados e a
eficiéncia de remocao de Giardia spp. € Cryptosporidium spp. nos diferentes periodos de coleta.

e Realizar a caracterizagdao molecular para identificacdo dos genodtipos/espécies de Giardia
e Cryptosporidium, a partir dos cistos e oocistos recuperados das amostras de lodo da ETE
Picarrdo e do sistema em escala de bancada.

e Realizar levantamento de espécies e estudo quantitativo das populagdes de protozoarios
de vida livre que prevalecem em sistema de lodo ativado e em biofiltro aerado submerso.

e Avaliar a influéncia das condi¢des operacionais (parametros fisicos e quimicos) sobre a
estrutura da microfauna dos dois sistemas estudados.

e Avaliar a capacidade de protozodrios ciliados de vida livre componentes da microfauna

em predar cistos de Giardia spp. € oocistos de Cryptosporidium spp.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao dos locais de estudo

4.1.2 Estacao de Tratamento de Esgoto Picarrao

A Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Picarrdo do municipio de Campinas, SP, estd
localizada na Bacia Hidrogréfica do rio Capivari (com gestdo do Comité das Bacias PCJ); a ETE
Pigarrdao atende aproximadamente 200 mil habitantes, o que correspondente a 19% da populacao
urbana de Campinas. Esta estacdo recebe apenas esgoto doméstico que € tratado em nivel
secundério (sem etapa de desinfeccdo) e o efluente tratado € langado no ribeirdo do Picarrdo
(SANASA, 2012).

O ribeirdao do Pigarrao, também conhecido como coérrego do Pigarrdo, é um curso d'dgua da
cidade de Campinas, cujos afluentes localizam-se no interior da cidade, até desaguar no rio
Capivari. Sua nascente localiza-se proxima ao Cemitério da Saudade atravessando uma area
altamente urbanizada em seu alto e médio cursos, para depois passar por areas de urbanizacio
mais recente nas partes mais proximas a foz. Na drea do Picarrdo estdo 23 bairros, dentre eles,
Swift, Vila Marieta, Parque Prado, Sdo Bernardo, Vila Teixeira, Campos Eliseos e Jardim
Florence e vivem cerca de 200.000 habitantes. A ETE Pigarrdo contribui para o tratamento de
23% do esgoto de Campinas.

O sistema de tratamento adotado na ETE Picarrao (Figura 2) é de Reator Anaerébio de
Fluxo Ascendente (RAFA) seguido de Lodos Ativados Convencional. E constituida pelas
seguintes unidades: -Estacdo elevatéria de esgoto bruto, com duas grades grosseiras mecanizadas;

-Tratamento preliminar composto por duas grades finas mecanizadas, - uma calha Parshall para a
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medicdo de vazdo do esgoto bruto e duas caixas de areia mecanizadas; - 32 reatores (quatro
modulos de oito reatores), com sistema de queima de gases e quatro sistemas de controle de
odores; - Sistema de Lodos Ativados, formado por trés tanques de aeracao com ar difuso, casa de
sopradores que fornece ar comprimido aos tanques de aeragdo, - trés flotadores, - quatro
elevatdrias de recirculagdo de lodo, - casa de saturadores para fornecer a mistura (dgua e ar),
polimero para os flotadores, e - uma elevatéria de lodo excedente; - Sistema de pds-aeracao
formado por uma calha Parshall para a medicdo da vazdo do efluente final, seguido de - uma
escada hidrdulica para a aeracao do efluente que posteriormente € langado no corrego Pigarrdo; -
Casa de desidratacdo para desidratar o lodo excedente produzido pela ETE, antes de seu envio
para a disposi¢do final (SANASA, 2012).

O corrego Picarrao que recebe o efluente da ETE desdgua no rio Capivari que é de grande
importancia para Campinas, pois esse rio abastece 82 bairros do municipio, que abrigam cerca de

90 mil pessoas (SANASA, 2012).

4.1.3 Sistema combinado de tratamento de esgoto em escala de bancada.

Para os experimentos em escala de bancada foi utilizado um sistema ja existente,
construido por Foco (2010), no Laboratério de Protétipos Aplicados ao Tratamento de Aguas e
Efluentes (LABPRO) em parceria com o Laboratério de Saneamento (LABSAN) da Faculdade
de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo (FEC), ambos pertencentes ao Departamento de
Saneamento e Ambiente (DSA) /FEC/UNICAMP.

O sistema construido visava a remog¢ao de nitrogé€nio total, por meio da recirculacdo do

efluente nitrificado em sistema aerébio (FOCO, 2010) e incluia dois reatores de leito fixo: filtro
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anaerébio (FA) seguido por biofiltro aerébio submerso (BAS), ambos com fluxo ascendente, e
decantador (DEC).

Os reatores foram confeccionados com barriletes de PVC com altura de 0,40 m e didmetros
de 0,4 e 0,3 m, conferindo volume util de 32,6 e 17,6 L, respectivamente para o FA e BAS.
Ambos os reatores utilizaram eletroduto corrugado de PVC como meio suporte, com 25,4 mm de
diametro, 15,0 mm de comprimento e indice de vazios de 93,2 + 0,28%. Os reatores
apresentavam fundo falso para melhor distribui¢io do afluente e suporte ao material de
preenchimento, e no caso do BAS a fixacdo da membrana difusora de microbolhas de ar em seu
interior, conectado a um compressor de ar, com vazado e pressdo reguladas por rotametro e filtro

regulador (FOCO, 2010) (Figura 1).
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2 - Efluente FA

3 - Efluente DEC
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A - Agitagao afluente

B - Recalque Afluente

C - Compressor de ar

D - Rotametro

QA E - Recalque recirculagao

Figura 1. Esquema espacial do sistema combinado em escala de bancada: filtro anaerébio (FA)
seguido de biofiltro aerado submerso (BAS), com os respectivos pontos de amostragem para as
andlises parasitoldgicas (a = lodo do FA, b = lodo do BAS, ¢ = lodo do decantador - DEC, d =
efluente tratado) (adaptado de FOCO, 2010).

Neste sistema, a maior parte dos flocos biolégicos permanece aderida a um meio suporte,
presente no biofiltro aerébio submerso (BAS), e parte dos flocos encontram-se nos espagos entre
0 meio suporte.

O esgoto sanitario empregado no sistema provinha de uma regido da Cidade Universitaria
Zeferino Vaz, onde estdo situados hospital, bancos, restaurantes, uma creche e uma escola, na
qual circulam aproximadamente 10 mil pessoas diariamente.

O esgoto afluente era recalcado, a partir de uma caixa de passagem da rede de coleta e

transporte localizada no terreno do Laboratério de Protétipos Aplicados ao Tratamento de Aguas
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e Efluentes (LABPRO), para um sistema de caixas de distribuicio o que conferia qualidades
comparaveis a um pré-tratamento.

O equilibrio dindmico do sistema foi atingido apds 38 dias de operacdo. A partir deste
momento, operou-se o sistema em seis etapas apresentadas na Tabela 5. Primeiramente, estudou-
se o inicio de operagao do sistema combinado (SC), visando verificar comportamento do sistema
com relacdo aos aspectos operacionais, principalmente em relagdo as varidveis que indicavam a
formacdo de uma biomassa ativa no filtro anaerébio (FA). Posteriormente, avaliou-se a
capacidade do sistema em degradar matéria orginica e converter nitrogénio amoniacal em nitrito
e nitrato. Por ultimo, o sistema foi operado sem e com recirculacdo de efluente nitrificado do
BAS, para o inicio do sistema (entrada do FA), visando promover a desnitrificacdo e consequente
remog¢do de nitrogénio, onde se pretendia utilizar como fonte de carbono para este processo os

acidos organicos volateis de facil degradacao (AOV) presentes no reator anaerdbio.

Tabela 5. Caracteristicas operacionais de cada uma das etapas de operacdo do sistema em
escala de bancada.

LBRIED ¢ Periodo de Q R
Etapa operacao operacgdo (dias) (L/h)  (q/Q) TDH (h)
(dias)

FA  BAS SC
1 83 208 a 291 3,62 - 9,0 4,9 13,9
2 60 292 a 352 2,70 - 12,1 6,5 18,6
3 56 353 2409 2,70 0,5 12,1 6,5 18,6
4 84 416 a 500 0,5 15 8,1 23,2
5 84 507 a 591 2,17 1,0 15 8,1 23,2
6 70 598 a 668 1,5 15 8,1 23,2

Q =vazdo; q = vazdo de recirculacdo; R = taxa de recirculacdo; TDH = tempo de detencao hidrdulica.
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4.2 Investigacao da presenca de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. e avaliacdo da

remocao de cistos e oocistos.

Para avaliagdo da eficiéncia de remogdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. na ETE Pigarrdo, as amostras foram colhidas de acordo com o tempo de
detenc¢do hidraulica da ETE de aproximadamente 22 horas. Assim, a primeira amostra (P1) trata-
se do esgoto bruto que chegava a ETE ao meio dia (1 L); a segunda amostra, o efluente do RAFA
(P2a) (5 L), o qual era coletado a 1 hora da manha ao mesmo tempo em que era realizada a coleta
do lodo do RAFA (P2b) (1 L). A terceira amostra, o lodo recirculado do tanque de aeracao (P3)
(1 L) que era coletado as 10 horas da manha e em seguida era realizada a tomada do efluente
tratado (P4) (5 L). O lodo condicionado (P5) é uma mistura do lodo excedente do tratamento
anaerdbio somado ao lodo excedente do tratamento aerdbio digerido. Assim, o lodo condicionado
analisado (1 L) era resultado de varios descartes de lodo excedente do sistema nao
correspondendo ao esgoto de um unico dia (Figura 2). As andlises foram realizadas mensalmente

durante um periodo de 24 meses.
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Figura 2. Esquema espacial da ETE Pigarrdo, com os respectivos pontos de amostragem: P1 = esgoto bruto; P2a = efluente RAFA;
P2b = lodo RAFA; P3 = lodo do tanque de aeracdo; P4 = efluente tratado; PS5 = lodo condicionado (fonte: SANASA)
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As amostras permaneciam refrigeradas na ETE até serem transportadas, no mesmo dia apds
a coleta da dltima amostra, para o Laboratério de Protozoologia do Instituto de Biologia,
UNICAMP em caixas térmicas refrigeradas para a realizag@o das andlises parasitoldgicas.

Para a pesquisa de Giardia spp. e Cryptosporidium spp., as amostras de esgoto bruto, lodo
do RAFA, lodo recirculado do tratamento aerébio (lodos ativados) e lodo condicionado foram
concentradas de acordo com protocolo modificado de Robertson et al. (2000) e adaptado por
Cantusio Neto et al. (2006). Em tubos de centrifuga de 15 mL foram colocados 5 mL de amostra
previamente filtrada em peneira de 1 mm’® e completado com 10 mL de solu¢do de eluicdo
contendo Tween 80 a 0,1% (1:3). A seguir, foram centrifugados a 1.500 x g durante 15 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento final transferido para microtubos e mantido a 4°C
por até 72 horas até confeccao da lamina de imunofluorescéncia.

As amostras de efluente tratado e efluente do RAFA foram concentradas conforme
protocolo modificado de Franco et al. (2001). As amostras foram previamente filtradas em papel
filtro para remocdo das particulas maiores, em seguida, filtradas em membranas de ésteres de
celulose com 47 mm de diametro e porosidade de 3 um (Milipore®), através de um sistema de
filtracdo com bomba e porta filtro (Gelman®). Apds a filtracio as membranas foram
cuidadosamente retiradas e colocadas em placas plasticas estéreis para realizar a recuperagdo de
cistos e oocistos se estiverem presentes na amostra. A superficie das membranas foi raspada por
20 minutos com alca plastica seguida de lavagens manuais com solucdo de Tween 80 a 0,1 %. O
liquido resultante das lavagens foi concentrado por meio de centrifugacdo (1.050 x g, 10
minutos). O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado em dgua destilada e centrifugado

novamente. O precipitado foi armazenado a 4°C por até 72 horas até confec¢do da lamina de
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imunofluorescéncia.

A pesquisa dos cistos e oocistos nas amostras concentradas foi realizada através da reagao
de imunofluorescéncia direta (RID) conforme as instru¢cdes do fabricante do Kit diagndstico
(Merifluor® - Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio). Para a confirmagdo morfolégica dos
cistos e oocistos foi utilizado o corante vital DAPI na diluicdo 1:2500 nas mesmas amostras
submetidas a RID e a observacdo por meio do contraste interferencial diferencial (DIC). A
visualizacdao da RID foi feita através de microscopio de epifluorescéncia com filtro de excitacdo
de 450 a 490 nm e filtro de barreira de 520 nm e a visualizacdo dos protozodrios marcados com
DAPI com filtro de excitagdo 365 a 400 nm e um filtro de barreira de 395 nm.

Ap0s a enumeracdo dos cistos e oocistos presentes nas amostras, o cdlculo da estimativa do

nimero de cistos e oocistos / L para cada amostra foi feita com base na férmula:

X X

> [\

=n
K

X: concentragdo de oocistos ou cistos / L

n: nimero de oocistos ou cistos visualizados na lamina

K: volume de sedimento analisado (uL)

S: volume do sedimento obtido (uL)

A: volume filtrado da amostra (L)

Para o estudo da remocdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. no
sistema combinado, em escala de bancada, foram realizadas andlises durante 20 meses em
amostras de lodo coletadas do fundo falso do Filtro Anaerdbio, Biofiltro Aerado Submerso,

Decantador e amostra de efluente tratado. As amostras de lodo foram processadas de acordo com
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protocolo modificado de Robertson et al. (2000) e adaptado por Cantusio Neto et al. (2006)
conforme ja descrito anteriormente. As amostras de efluente foram concentradas conforme

protocolo modificado de Franco et al. (2001).

4.3 Analises fisicas e quimicas

As amostras para as andlises fisicas e quimicas da ETE Picarrdo colhidas no mesmo dia das
coletas para as andlises parasitologicas e foram realizadas pela Sociedade de Abastecimento de
Agua e Saneamento de Campinas, SP (SANASA). Os seguintes pardmetros foram avaliados: pH,
Temperatura, Oxigénio Dissolvido, Turbidez, Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBOs),
Demanda Quimica de oxigénio (DQO), Fosfato Total, Nitrogénio Kjeldahl Total , Nitrogénio
Nitrito (N-NO,), Nitrogénio Nitrato (N-NO3), Oleos e Graxas, Alcalinidade Total, Sélidos Totais,
Sélidos Totais Fixos, Solidos Totais Volateis, S6lidos Dissolvidos Totais, Solidos Dissolvidos
Fixos, Sélidos Dissolvidos Voléteis, Sélidos Suspensos Totais, Sélidos Suspensos Fixos, Sdlidos
Suspensos Voldteis, Sélidos Sedimentédveis, Sulfato e Sulfeto. As andlises parasitologicas e
fisicas e quimicas foram realizadas mensalmente durante um periodo de 24 meses.

As andlises fisicas e quimicas do sistema combinado em escala de bancada foram
realizadas no Laboratério de Saneamento (LABSAN) e os seguintes parametros foram
analisados: pH, Temperatura, Oxigénio Dissolvido, Alcalinidade Parcial, Acidos Organicos
Volateis, Alcalinidade Total, Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBOs), Demanda Quimica de
oxigénio (DQO), Nitrogénio Kjeldahl Total, Nitrogénio Amoniacal, Nitrogénio Nitrato,
Nitrogénio Nitrito, S6lidos Suspensos Totais, Solidos Suspensos Fixos e Sdélidos Suspensos
Volateis. As andlises foram realizadas conforme o Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater 20th (APHA, et al., 1998). Para a analise da alcalinidade foi utilizado o



método analitico descrito por Ripley et al. (1986) e para a andlise de dcidos organicos voldteis a

proposta por Dilallo (1961).

4.4 Caracterizacio molecular de Giardia e Cryptosporidium

4.4.1 Giardia spp.

A caracterizacdo molecular de Giardia spp. foi efetuada em todas as amostras positivas, por
meio da RID, apds a etapa da centrifugacdo em solucdo de Tween 80 a 0,1%. Para a ETE
Picarrdo utilizou-se amostras positivas do lodo do RAFA (P2b) e para o sistema de tratamento
combinado em escala de bancada utilizou-se amostras positivas do filtro anaerébio (FA). As
andlises moleculares foram realizadas em parceria com o laboratério de Andlise Genética e

Molecular, do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP.

Extraciao do DNA genomico

A extragdo do material genético do protozodrio foi conduzida mediante utilizacdo de kit
comercial (kit ZR Fungal/Bacterial DNA Kit — Zymo Research®) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Ao final da extracdo, aproximadamente 100 ul de DNA foram obtidos e prontamente
armazenados a -20 °C.

Caracterizacao Molecular baseado nas Assembleias Genéticas Através de Fragmento
de 530pb do Gene tpi

Para a identificacdo da assembleia genética presente em cada amostra, foi realizada nested-

PCR de forma a aumentar o nimero de copias amplificadas conforme Sulaiman et al. (2003).
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Para a primeira PCR foram utilizados os iniciadores AL3543 (5'-AAATIATGCCTGCTCGTCG-
3") e AL3546 (5'-CAAACCTTITCCGCAAACC-3") que amplificam um fragmento de 605pb.

Para a segunda PCR, foram utilizados os iniciadores AL3544 (5'-
CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3") e AL3545 (5-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3") que
amplificam uma regido de 530pb do gene fpi. Em cada reacdo, foram utilizados 1x PCR Buffer
(Invitrogen), Spmol de cada primer, 3mM MgCl,, 0,2mM dNTP’s, 5 unidades de Taq
Polymerase Platinum (Invitrogen) e 2ul de DNA molde. O volume final de reag¢do foi 25ul. As
reacOes foram realizadas em um termociclador MJ PTC 100 — MJ Research INC® e as condi¢des
de amplificacdo foram 96°C por 2 min sendo seguido por 36 ciclos de 96°C por 20s, 59°C por
20s e 72°C por 30s. A extensao final foi realizada sob 72°C por 7 minutos.

Os produtos amplificados da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 3,0%
(UltraPure Agarose - Invitrogen®) com aplicagdo de 3ul de DNA, corado com brometo de etideo
e visualizados por luz UV usando fotodocumentador Gene Genius Bio Imaging System Syngene.

Apds a confirmacdo das bandas em gel de agarose, os produtos de amplificacdo das
amostras positivas foram purificados com o kit Ilustra GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE® Health care, UK). Ap0s a purificagdo, foi realizada a reacdo de sequenciamento
utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit® v.3.1 (Applied Biosystems). Os
produtos da reacdo de sequenciamento foram novamente purificados e em seguida foram
sequenciados em um sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems). Cada amostra foi
sequenciada em duplicata, utilizando os iniciadores direto e reverso. As sequéncias foram
editadas utilizando o software Phred-Phrap (EWING et al, 1998) a partir de um servidor local.

Nesse software, as quatro fitas foram utilizadas para gerar a sequéncia consenso.
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Foram obtidas sequéncias de referéncias no Genbank (tabela 6) de cada uma das sete
assembleias genéticas de Giardia duodenalis, bem como sequéncias de outras espécies de
Giardia. As amostras foram alinhadas com o software Clustal X (THOMPSON et al, 1994)

através de alinhamento global.

Tabela 6. Sequéncias de referéncia utilizadas para o gene #pi obtidas do Genbank

Referéncia GenBank

G. duodenalis - Assembleia Al L02120.1

G. duodenalis - Assembleia All U57897.1

G. duodenalis - Assembleia AIIl DQ650648.1
G. duodenalis - Assembleia BIII AY228628.1
G. duodenalis - Assembleia BIV L02116.1

G. duodenalis - Assembleia C AY228641.1
G. duodenalis - Assembleia D DQ246216.1
G. duodenalis - Assembleia E AY655705.1
G. duodenalis - Assembleia F AF069558.1
G. duodenalis - Assembleia G AF069562.1
G. ardeae AF069564.1
G. microti AY228649.1
G. muris AF069565.1

A determinacdo do modelo de substituicdo de nucleotideos foi implementada através do
software jModel test (POSADA, 2001) utilizando os dados obtidos pelo sequenciamento dos
fragmentos do gene fpi, bem como suas sequéncias de referéncias. Foi realizada andlise

filogenética com o software MEGA v5.05 para caracterizacdo e identificagdo dos genotipos.

4.4.2 Cryptosporidium spp.

Todas as amostras positivas para Cryptosporidium spp. foram caracterizadas
molecularmente. As andlises foram realizadas com e sem separacdo imunomagnética

(IMS) previamente a extragdo do DNA genOmico. A purificacio por separacio
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imunomagnética (IMS) foi realizada para a remoc¢do de particulas e eventual presenca de
inibidores nas amostras analisadas. O procedimento de IMS foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante utilizando-se o kit Dynabeads anti-Cryptosporidium e anti-Giardia
(Dynal® Biotech Oslo, Norway).

As amostras 1, 2, 3 e 4 da ETE Picgarrdo, 5 e 6 do sistema em escala de bancada tratando
esgoto hospitalar, apds a concentragdo prévia por centrifugacdo, foram subdivididas em duas
aliquotas: a primeira foi previamente purificada por meio da separacdo imunomagnética, e as

amostras la, 2a, 3a, 4a, 5a e 6a foram concentradas apenas por centrifugacao.

Extracao do DNA genémico

Para a extracdo do DNA gen6mico dos oocistos de Cryptosporidium foi utilizado o
kit comercial QIAamp DNA Stool Mini ® (Qiagen, Germany) de acordo com as instru¢des do
fabricante com modifica¢gdes no tempo de aquecimento com tampao de lise, realizado a 95°C por
10 min. para todas as amostras. Os produtos das extra¢des foram armazenados em freezer -20°C

quando a PCR ndo era realizada em seguida da extracdo.

Amplificacio do DNA pela reacao em Cadeia pela Polimerase Dupla
(Nested-PCR)

Todo procedimento foi realizado em fluxo para evitar contaminagdo e com
reagentes novos. Para a detec¢do molecular da presenca de Cryptosporidium spp. nas amostras
ambientais foram realizadas amplificacdes do gene da regido /8§ rRNA comum a todas as

espécies. Na primeira reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores externos, SCL1- direto e o
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CPB-DIAGR - reverso descritos por COUPE et al. 2005, amplificando um fragmento de
aproximadamente 1035 pares de bases.

Para a segunda etapa da PCR utilizou-se o produto amplificado com dilui¢cdes na razdo
1:10, 1:100 e 1:1000 visando melhorar a concentragdo do material amplificado e o preparo do
material para o sequenciamento direto das amostras positivas para presenca de Cryptosporidium
spp. Foram utilizados os seguintes iniciadores internos: 826 SSU rRNA direto e reverso descritos
por XIAOQ et al. (2000) amplificando um fragmento de 826pb aproximadamente.

Os iniciadores utilizados na reacdo de nested-PCR estio representados na Tabela 7.

Tabela 7. Lista de iniciadores empregados para amplificagdo do fragmento 18S rRNA de
Cryptosporidium.

Primers Sequéncia Posicao Banda
SCLIF 5’- CTG.GTT.GAT.CCT.GCC.AGT.AG - 3’ 4-23 ~1035 pb
(COUPEET al.,
CPB-DIAGR 5’- TAA.GGT.GCT.GAA.GGA.GTA.AGG -3 1016-1036 2005)
SSUF 5-GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGATAA 171 -196 ~826 - 864 bp
AG -3’ (XIAO et al., 2000)
SSUR 5’- AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A -3> 1006- 985

A PCR foi realizada em cinco réplicas para cada amostra, padronizada com volume final de
25 pL cada, contendo: Sul de DNA, 12,5 pl de dgua ultra pura Milli Q g.s.p, Sul de tampao 5X
(contendo 1,5 mM de MgCly), 1,0 pl de polivinilpirrolidona (PVP) 1%, 0,2 mM de cada
deoxinucleosideo trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Fermentas), 0,3 uM de cada iniciador

(Bioneer Oligo Synthesis Report) e 1,25U de GoTag® DNA Polymerase (Promega).
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As reagdes foram incubadas em termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf® ), como
segue: 1 ciclo para desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos compostos de
desnaturacdo a 94°C por 45 segundos; emparelhamento a 60°C por 45 segundos; extensdo a 72°C
por 90 segundos e finalmente 1 ciclo para extensdo final 72°C por 10 minutos. Apds a reagdo, as
amostras eram mantidas a 4°C até serem retiradas do termociclador.

Os produtos da primeira reagao de PCR (as cinco réplicas) foram entdo transferidos para
um Udnico tubo novo e para a segunda etapa da PCR utilizou-se 2 uL do produto amplificado com
os seguintes iniciadores internos: 826 SSU direto e reverso descritos por XIAO et al. (2000)
amplificando um fragmento de 826pb.

Para esta reacdo foi realizada uma mistura de PCR (“master mix’’) com volume final de 25
pl contendo 2 pl de produto amplificado (amplicon), dgua ultra pura Milli Q g.s.p, Syl de tampao
5X (contendo 1,5 mM de MgCl,), 0,2 mM de cada deoxinucleosideo trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 0,3 uM de cada iniciador, 1,25 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega).

As condi¢des para amplificacdo final do produto sdo as mesmas da anterior, a excecdo da
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos e emparelhamento a 58°C por 45 segundos. Os produtos da
segunda reacdo de PCR (Nested) foram purificados com o kit Ilustra GFX™ PCR DNA and Gel

Band Purification (GE® Health care, UK).

Eletroforese em gel de agarose

A cada tubo contendo o produto amplificado foi adicionado 5 pl de tampao carregador de
amostra (glicerina + azul de bromofenol). Dez microlitros desta mistura foram aplicados em cada
poco do gel de agarose 1,2% (Amersham Biosciences) corado com 5,0 pul de Brometo de etidio e

imerso em Tampao Tris — Acetato - EDTA (TAE) 1X. Dois microlitros de marcador de peso
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molecular (100bp Plus MassRuler ™ DNA Ladder, Ferrmentas) foram utilizados. A corrida foi
padronizada em uma hora a 6 v/cm.

O gel foi visualizado em fonte de luz ultravioleta de 302 nm em transiluminador e
fotodocumentado. A imagem foi capturada através do sistema de aquisicio de imagens Epi
Chemi II Darkroom (UVP) e o software Labworks (UVP).

Sequenciamento

As amostras foram enviadas a empresa Genomic Engenharia Molecular, para o
sequenciamento que resultou em sequéncias perfeitamente utilizdveis. As sequéncias obtidas nas
amostras la, 2a, 3a, 4a, 5a e 6a, positivas para o fragmento 826pb, foram alinhadas e submetidas
ao sistema BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool) para comparagdo com sequéncias
homologas disponiveis de Cryptosporidium no banco de dados GenBank (http://www.ncbi-

nml.nih.eov/genbank/).

A Andlise Filogenética foi realizada através do  programa Mega 5

(http://www.megasoftware.net/m_test reliab.html). O historico evolutivo foi inferido utilizando

o método Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987). A arvore ideal foi representada com a soma
do comprimento do ramo = 0.08495092. A porcentagem de 4rvores replicadas em que os tdxons
associados ficaram no mesmo cluster no teste de bootstrap (1000 réplicas) estd demonstrada
proxima aos ramos (FELSENSTEIN, 1989). A darvore foi desenhada em escala, com
comprimentos de ramificagdo nas mesmas unidades que as das distincias evolutivas utilizadas
para inferir a drvore filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método
da Maxima Verossimilhanca (TAMURA, 2011) e estdo em unidades do nimero de substitui¢des
de bases por sitio. A andlise envolveu 24 sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢des que

contém gaps e dados faltantes foram eliminadas. Houve um total de 723 posi¢des no conjunto de
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dados final. As anélises evolutivas foram realizadas pelo software MEGA 5 (TAMURA, 2011).
As anélises moleculares foram realizadas em parceria com a Dra. Maria Helena Matté (Faculdade

de Saude Publica, USP).

4.5 Avaliacao da microfauna

Para as andlises quantitativas e qualitativas da microfauna do lodo ativado foram coletadas
amostras de 50 mL do liquido sob aeracdo do biofiltro aerado submerso do sistema em escala de
bancada e 1000 mL dos dois tanques de aeracdo da ETE Picarrao.

A partir destas amostras foi realizado: (i) a quantificacdo dos organismos in vivo no dia da
coleta, (ii) a fixacdo dos protozodrios ciliados e (iii) o cultivo dos ciliados para posterior
realizacdo de técnicas ciliatologicas de identificacao.

A andlise quantitativa dos micrometazodrios e dos protozodrios foi realizada em camara de
Sedgwick-Rafter utilizando microscépio 6tico no aumento de 200 X (CETESB, 2009). Esta
cAmara tem formato retangular (50 x 20 mm), com 1 mm de profundidade, drea de 1000 mm?,
volume 1util de 1 mL e com 1000 subdivisdes, cada uma com darea de 1 mm?. Apbs a
homogeneiza¢do da amostra, uma aliquota de 1 mL de lodo ativado foi diluida (1:4) em 4gua
envasada e, com auxilio de uma pipeta, 1 mL dessa diluicdo foi utilizado para preencher
lentamente a camara de quantificacdo. A contagem foi feita em 100 campos, distribuidos

aleatoriamente na cimara.



Para o cédlculo do nimero de microrganismos / mL foi aplicada a férmula:

Ntimero de microrganismos / mL = C x 1.000 mm*/ mL x fator de dilui¢io

AXDXF

Onde,
, . . ) , 2.
C = numero de microrganismos contados; A = drea de um campo em mm~;

D = profundidade da camara; F = nimero de campos contados

Para as anélises qualitativas, aliquotas das amostras foram (i) analisadas in vivo em placas
de Petri sob microscopio estereoscopico, onde os espécimes foram triados e observados em
microscopia de contraste interferencial diferencial (DIC), possibilitando a identificacdo
preliminar e, (ii) distribuidas em placas de Petri, onde foram mantidas em culturas simples, em
temperatura ambiente, adicionando-se graos de arroz integral macerados para promover o
crescimento de populacdes bacterianas que servem de alimento inicial para os ciliados. O cultivo
maximiza o nuimero populacional das espécies, possibilitando a realizacdo de técnicas de
microscopia Optica empregadas na identificacio das espécies (FOISSNER et al., 2002).

Os organismos foram triados das culturas sob microscopio estereoscopico Stereo
Discovery.V8 Zeiss com o uso de micropipetas de fabricacao propria, isolados em laminas para
serem observados in vivo por meio da microscopia Optica de contraste interferencial diferencial
(DIC). Essa técnica possibilita evidenciar caracteristicas de importante valor taxondmico e que
normalmente se perdem ou alteram-se apds a fixacdo do material tais como: coloracdo do
citoplasma e granulos corticais, extrussoma, cristas e sulcos ectoplasmaticos, morfologia e

posicionamento do(s) vacuolo(s) contrétil (eis), comprimento dos cilios e das membranas
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ondulantes, das membranelas adorais e dos elementos da ciliatura somatica (BERGER, 1999;
FOISSNER et al., 2002).

Aspectos morfolégicos dos protozodrios ciliados in vivo foram observados e foto-
documentados por meio de camera digital cientifica colorida, modelo Axiocam MRC — Zeiss,
acoplada ao microscépio Axio Imager. A observagdo dos ciliados in vivo é de grande importancia
taxondmica na classificacdo dos géneros e espécies (FOISSNER e BERGER, 1996).

Os protozodrios ciliados foram triados a partir das amostras frescas ou das culturas,
isolados em “embryo dish” para fixacdo em Boiun aquoso e, posteriormente, os ciliados foram
impregnados com proteinato de prata segundo o protocolo proposto por Dieckmann (1995).

Para identificagdo dos protozodrios ciliados foram realizadas medi¢Oes e observados
aspectos detalhados do cortex, da infraciliatura e do aparelho nuclear evidenciados pelo protargol
e as informacdes foram comparadas com guias de identificacio (BERGER, 1999, 2006, 2011;
FOISSNER et al., 1991, 1992, 1994, 1995, 2002; LYNN & SMALL, 2002; SERRANO et al.,
2008), além de literatura complementar. Os micrometazodrios foram identificados conforme as
caracteristicas morfoldgicas descritas por Jenkins et al. (1993) e Patterson (1996). Os célculos da
frequéncia, abundancia minima, média e maxima foram realizados conforme Bush et al. (1997).

O célculo do Indice Bidtico do Lodo foi realizado conforme Madoni (1994).

4.6 Avaliacao do potencial predatorio de ciliados componentes da microfauna.

Para o experimento de indicacdo do potencial predatdrio foram isoladas espécies de ciliados
ocorrentes no dia da coleta e aquelas espécies cripticas que se mantiveram em condi¢des de
cultivo. Os protozodrios ciliados mais frequentes no lodo ativado foram isolados e mantidos em

meio de cultivo preparado em tubos de ensaio de 150 mm, contendo dgar a 2%, inclinado, um
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grao de arroz integral estéril e 10 mL de uma suspensdo bacteriana de Enterobacter aerogenes.
Os protozodrios inoculados nos tubos de cultivo foram monitorados, através da observacao em
microscopio estereoscopico, durante os dias subsequentes para se avaliar o crescimento dos
mesmos. Algumas espécies de ciliados ndo se mantiveram em culturas puras, e estas foram
mantidas em culturas mistas, contendo varias espécies de outros protozodrios e
micrometazodarios.

As espécies testadas foram Aspidisca cicada, Blepharisma sinuosum, Epistilys plicatilis,
Euplotes aediculatus, Gastronauta aloisi, Sterkiella cavicola e Vorticella convallaria. Estas
espécies foram escolhidas, pois foram as mais frequéntes ao longo do estudo, se mantiveram bem
em condi¢des de cultivo, sdo espécies bacterivoras e suspensivoras € vivem associadas ao floco
de lodo. Estas duas ultimas caracteristicas proporcionariam maior chance de contato entre os
ciliados e os cistos e oocistos que tendem a ficar associados ao floco de lodo ativado.

Para a realizacdo dos experimentos foram isolados 10 espécimes de cada espécie de
protozodrios ciliados presentes em amostras recém colhidas do lodo ativado ou mantidos em
culturas e, cistos e oocistos previamente marcados com o anticorpo monoclonal ligado ao
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC), enumerados e preparados a densidade final de
1 a 3 x10° oocistos ou cistos/ml conforme STOTT et al. (2001).

Inicialmente os cistos e oocistos foram marcados com anticorpo monoclonal do Kit
Merifluor. Uma suspensao concentrada de cistos e oocistos com aproximadamente 10.000 cistos
e oocistos / mL foi centrifugada durante 10 minutos a 1050 x g e o sobrenadante foi descartado.
Ao microtubo contendo aproximadamente 10.000 cistos e oocistos (100 puL) foram adicionadas 4

gotas do anticorpo do kit MeriFluor®. A amostra permaneceu incubando por 30 minutos na
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auséncia de luz (envolto em papel aluminio). Apds este periodo, foram adicionados 500 pl de
tampao fosfato salino (PBS) e a amostra foi agitada vigorosamente por 10 segundos.
Posteriormente foi centrifugada durante 10 minutos a 1050 x g. O sobrenadante foi desprezado e
repetiu-se a lavagem dos cistos e oocistos por mais 3 vezes. Ao final a amostra foi ressuspensa
em 500 pl solucao PBS e os cistos e oocistos foram enumerados.

Ap6s a marcagdo foram adicionados 5 pl. da suspensao de cistos e oocistos (equivalente a
3.000 cistos e oocistos) em uma lamina de imunofluorescéncia. Na mesma lamina foram
colocados 10 espécimes de ciliados previamente triados e mantidos em “embryo dish” contendo
apenas dgua mineral por cerca de 30 minutos antes da incubacdo com os cistos e oocistos. A
lamina foi coberta com laminula e vaselina nas extremidades para evitar a compressdao dos
ciliados e, mantida em placa de Petri coberta com papel aluminio para evitar a exposicao a luz a
fim de evitar a perda da fluorescéncia.

Apés cinco minutos a lamina foi levada ao microscépio de epifluorescéncia para
visualizacdo dos cistos e oocistos, e utilizando o campo claro concomitantemente foi possivel
observar, fotografar e filmar durante os tempos de exposi¢do o comportamento dos protozodrios
ciliados frente a formas patogénicas dos protozodrios parasitos. O tempo maximo de exposicao
dos protozodrios ciliados aos cistos e oocistos foi de 60 minutos. Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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4.7 Analise estatistica

Para a anélise da existéncia de correlacdo entre as espécies de protozodrios que compde a
microfauna, a presenca de Giardia e os dados fisicos e quimicos das amostras estudadas foi
aplicado o teste de correlagdo de Pearson (r) utilizando o programa SPSS 16.0 versdo free com a
prévia transformacdo logaritmica dos dados (SOKAL & ROHLF, 1995). As correlagdes foram

classificadas conforme Santos (2007) (Tabela 8):

Tabela 8. Classificacao das correlacdes de Pearson.

Coeficiente de Correlagdo Significado da Correlagdo
r=1 Perfeita Positiva
08<r<l1 Forte Positiva
0,5<r<0,8 Moderada Positiva
0,1<r<0,5 Fraca Positiva
0<r<0,1 Infima Positiva
0 Nula
-0,1 <r <0 Infima Negativa
-0,5<r <-0,1 Fraca negativa
-0,8<r <-0,5 Moderada negativa
-I<r <-0,8 Forte Negativa
r=-1 Perfeita Negativa

A possibilidade de variacdo na ocorréncia de Giardia spp. nos diferentes trimestres
estudados foi avaliada pelo teste ANOVA com o teste de comparacdo de médias de Duncan com
a prévia transformacao logaritmica dos dados (SOKAL & ROHLF, 1995). Somente valores de
p<0,05 foram considerados significantes. Para realizagdo dos testes ANOVA foi utilizado o

programa SAS.
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5. RESULTADOS

5.1 Investigacao da presenca de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. e avaliacao da

remocao de cistos e oocistos.

5.1.1 Estacao de Tratamento de Esgoto Picarrao

As andlises realizadas (Tabela 9) indicaram altas concentracdes de cistos de Giardia spp.
no esgoto bruto com uma média de 98.333 cistos / L; lodo do RAFA (281.167 cistos / L); lodo do
tanque de aeracdo (123.667 cistos / L) e lodo condicionado (274.667 cistos / L). Ja o efluente do
RAFA (193 cistos / L) e efluente tratado (65 cistos / L) apresentaram concentracdes menores em
relagdo aos demais pontos.

O sistema apresentou eficiéncias de remocao de cistos que variaram de 99,8 a 100%.
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Tabela 9. Estimativa do nimero de cistos/L de Giardia spp. detectados nas diferentes
etapas de tratamento da ETE Pigarrao.

Pontos de coleta % de

Meses Pl P2a P2b P3 P4 ps  remocio
abr/10  40.000 500 48.000 20.000 80 NR** 99,8
mai/10  40.000 100 60.000 20.000 33 NR 99,9
jun/10  40.000 150 120.000 40.000 ND* NR 100
jul/10  40.000 100 240.000 80.000 50 NR 99,9
ago/10  200.000 200 160.000 128.000 100 NR 100
set/10  160.000 200 440.000 240.000 100 NR 99,9
out/10  120.000 400 400.000 200.000 200 NR 99,8
nov/10  160.000 200 400.000 240.000 200 NR 99,9
dez/10 200.000 200 440.000 200.000 200 NR 99,9
jan/11  200.000 300 960.000 320.000 ND 720.000 100
fev/11  120.000 300 880.000 400.000 ND 320.000 100
mar/11  80.000 100 320.000 160.000 100 320.000 99,8
abr/11  80.000 100 200.000 40.000 ND 200.000 100
mai/l11  160.000 100 400.000 40.000 ND 120.000 100
jun/11  120.000 200 200.000 120.000 ND 160.000 100
jul/11 40.000 100 80.000 160.000 100 160.000 99,8
ago/11  80.000 500 120.000 80.000 200 80.000 99,8
set/11 80.000 100 120.000 80.000 100 120.000 99.9
out/11  80.000 100 160.000 40.000 ND 40.000 100
nov/11  120.000 200 240.000 80.000 100 200.000 99,9
dez/11  80.000 200 280.000 80.000 ND 160.000 100
jan/12 40.000 200 160.000 80.000 ND 320.000 100
fev/12  40.000 300 200.000 80.000 ND 880.000 100
mar/12  40.000 100 120.000 40.000 ND 320.000 100
média  98.333 193 281.167 123.667 65 274.667 100

DP  56.542,9 106,9 238.508,2  99.157,6 74,7 233.662.,4

*ND = ndo detectado; **NR = nfo realizado; "Desvio Padrdo da Média; P1 = esgoto bruto; P2a = efluente
RAFA; P2b = lodo RAFA; P3 = lodo tanque de aeracdo; P4 efluente tratado; P5 = lodo condicionado.

As maiores concentragdes de cistos de Giardia sp. foram, ao longo do periodo de estudo,

observadas no lodo do RAFA (P2b) (Figura 3).
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Figura 3. Grafico da estimativa do niimero de cistos/L de Giardia spp. detectados nas

diferentes etapas de tratamento da ETE Picarrao. P1 = esgoto bruto; P2a = efluente RAFA; P2b =
lodo RAFA; P3 = lodo tanque de aeracio; P4 efluente tratado; PS5 = lodo condicionado.

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em 3 meses, dos 24 meses de andlises,
como segue: no més de marco 2011 no efluente do RAFA (100 oocistos /L) e no lodo RAFA
(80.000 oocistos /L); no més de agosto de 2011 no lodo condicionado (40.000 oocistos/L) e no
més de setembro de 2011 no lodo do RAFA (80.000 oocistos /L).

A Figura 4 apresenta cisto de Giardia spp. detectado no lodo do RAFA por meio da reacio

de imunofluorescéncia direta e com morfologia confirmada por microscopia de contraste de fase.
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(a) (b) (c)

Figura 4. Cisto de Giardia spp. detectado no RAFA. (a) imunofluorescéncia (b)
imunofluorescéncia e campo claro ao mesmo tempo (c¢) contraste de fase.

5.1.2 Sistema combinado em escala de bancada

A partir de outubro de 2009, apds a construcdo e estabilizacdo do sistema, todo excesso de
lodo presente no fundo falso do filtro anaerdbio, biofiltro aerébio submerso e do decantador
passou a ser removido mensalmente. Parte deste lodo foi encaminhada ao Laboratério de
Saneamento onde foram feitas as andlises fisicas e quimicas. E outra parte foi processada no
Laboratério de Protozoologia para a pesquisa de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. As andlises foram realizadas mensalmente durante 20 meses.

Os resultados das andlises realizadas mostram elevadas concentracdes de cistos de Giardia
spp. no filtro anaerébio (FA) com média de 130.000 / L (Tabela 10), concentracdes menores no
biofiltro aerado submerso (BAS) com média de 44.000 / L. e uma menor observacido no lodo

proveniente do decantador (DEC), onde apenas foram detectados cistos nos meses de marco a

julho de 2011 com média de 40.000 / L.
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A remog¢ao média no FA foi de 63,4 = 17,4 %. A remocao no BAS foi de praticamente
100% durante todo o estudo. Porém, nos meses de marco de 2011 a junho de 2011 o sistema de
aeracdo apresentou problemas e o BAS ficou comprometido ocorrendo deteccdo de cistos de
Giardia no decantador (Tabela 10). Assim, ndo houve remog¢ao de cistos no sistema aerébio nos
meses de mar¢o e maio de 2011. Nos meses seguintes, o sistema voltou a operar normalmente e

0s cistos passaram a ser removidos pelo BAS.
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Tabela 10. Estimativa do ndmero de cistos/L de Giardia spp. presentes nas amostras de
lodo coletadas no Filtro Anaerébio (FA), Biofiltro Aerado Submerso (BAS), decantador (DEC) e
efluente tratado (ET) no periodo de outubro de 2009 a outubro de 2011.

Giardia spp. cistos / L

Retencao Remocao
Més FA BAS DEC ET FA % sistema %
out/09 120.000 20.000 *ND ND 83.3 100
nov/09 20.000 ND ND ND 100 100
jan/10 40.000 20.000 ND ND 50 100
fev/10 60.000 20.000 ND ND 66.7 100
mar/10 40.000 20.000 ND ND 50 100
abr/10 60.000 20.000 ND ND 66.7 100
mai/10 80.000 40.000 ND ND 50 100
jun/10 80.000 20.000 ND ND 75 100
jul/10 60.000 20.000 ND ND 66.7 100
ago/10 80.000 80.000 ND ND 75 100
jan/11 360.000 80.000 ND ND 77.8 100
fev/11 280.000 40.000 ND ND 85.7 100
mar/11 80.000 40.000 40.000 ND 50 50
abr/11 240.000 80.000 40.000 ND 66.7 83.3
mai/l1 200.000 40.000 40.000 ND 80 80
jun/11 160.000 80.000 40.000 ND 50 75
jul/11 160.000 120.000 ND ND 25 100
ago/11 120.000 40.000 ND ND 66.7 100
set/11 200.000 80.000 ND ND 60 100
out/11 160.000 80.000 ND ND 50 100
média 130.000 49.474
DP 89795,1 30817,3

ND = Nio detectado, DP=desvio padrao da média
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As maiores concentragdes de cistos de Giardia sp. foram, ao longo do periodo de estudo,

observadas no lodo do FA (Figura 5).

400.000
350.000 A
300.000 /
250.000 / A
200.000
/ I ——BAS
150.000 / DEC
100.000 * y !
jul/09 jan/10 ago/10 fev/11 set/11 abr/12

Figura 5. Gréfico da estimativa do nimero de cistos/L de Giardia spp. presentes nas
amostras de lodo coletadas no Filtro Anaerébio (FA), Biofiltro Aerado Submerso (BAS) e
decantador (DEC) no periodo de outubro de 2009 a outubro de 2011.

Os oocitos de Cryptosporidium foram detectados no més de novembro/2009, no lodo do
BAS, com estimativa de 20.000 oocistos / L e, em janeiro / 2010, no lodo do FA com estimativa
de 40.000 oocistos / L.

Na Figura 6 estdo apresentados cisto e oocisto detectados no BAS, por meio da reacdo de

imunofluorescéncia direta.
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(@) (b)

Figura 6. (a) Cisto de Giardia spp. e (b) oocisto de Cryptosporidium spp. detectados no
lodo do biofiltro aerado submerso.

5.2 Analises fisicas e quimicas

Na Estacdo de Tratamento de Esgoto Pigarrdo a caracterizacdo do esgoto bruto (afluente),
efluente do RAFA e efluente tratado foi realizada no periodo entre abril de 2010 a margo de 2012

(Tabela 11).

No Sistema Combinado em Escala de Bancada a caracterizacao fisica e quimica do esgoto
bruto afluente ao sistema, efluente do filtro anaerdbio e efluente do biofiltro aerado submerso foi
realizada no periodo entre outubro de 2009 a outubro de 2011, sempre em paralelo com as

andlises de avaliacdo do sistema (Tabelas 12 a 17).
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Tabela 11. Varidveis fisicas e quimicas da Estacdo de Tratamento de Esgoto Picarrao determinados no periodo entre abril de 2010 a

marco de 2012 (média, desvio padrio, valores minimo e mdximo). *n = 24

pH
Cor
Turbidez (NTU)

Alcalinidade Total (CaCos. mg/L)
Fostato Total (PO4.mg/L)

DBOs (02-mg/L)

DQO (02-mg/L)

Nitrogénio K. Total (N-mg/L)
Nitrogénio Nitrato (NO3-mg/L)
Nitrogénio Nitrito (NO,-mg/L)
Oleos e Graxas (mg/L)

Sélidos Totais (mg/L)

Sélidos Totais Fixos (mg/L)
Sélidos Totais Volateis (mg/L)
Sélidos Dissolvidos Totais (mg/L)
Sélidos Dissolvidos fixos (mg/L)
Sélidos Dissolvidos volateis (mg/L)
Sélidos Suspensos Totais (mg/L)
Sélidos Suspensos Fixos (mg/L)
Sélidos Susp. Volateis (mg/L)
Soélidos Sedimentdveis (mg/L)
Sulfato (SO,* mg/L)

Sulfeto (S-mg/L)

Esgoto bruto Efluente RAFA Efluente tratado
Média* DP Minimo méximo Média* DP minimo mdximo  Média* DP minimo méximo
7.2 0.2 6.7 7.5 7.2 0.2 6.7 7.6 7.3 0.3 6.7 7.8
1818.5 371.9 963.0 2352.0 917.1 473.8 414.0 1978.0 139.1 435 63.0 251.0
247.4 69.0 120.0 390.0 189.1 212.5 45.0 944.0 8.5 3.0 4.0 15.0
246.8 40.9 132.0 308.0 317.5 38.1 232.0 368.0
13.9 49.6 1.1 307.0 6.8 1.4 3.7 10.6 4.5 1.5 1.1 8.2
275.2 80.2 113.0 550.0 102.7 54.9 42.0 248.0 30.1 8.3 16.0 47.0
483.9 116.0 97.0 650.0 268.0 98.9 130.0 440.0 58.9 15.8 38.0 100.0
62.0 32.0 2.0 166.0 69.0 29.2 27.5 154.0 47.7 24.3 8.6 107.0
2.6 1.7 0.1 8.9 8.0 7.1 0.8 25.1
1.7 9.6 0.0 56.0 0.7 0.4 0.1 23
56.9 46.4 1.9 177.0 29.1 34.8 1.0 186.0
669.1 159.9 394.0 1128.0 532.0 116.0 318.0 704.0 424.0 85.5 276.0 646.0
375.5 101.6 133.0 728.0 365.2 64.1 212.0 462.0 322.6 75.1 76.0 564.0
296.3 96.9 144.0 630.0 160.8 68.8 52.0 308.0 101.4 70.8 16.0 386.0
412.3 142.9 36.0 796.0 373.1 94.8 226.0 624.0 409.3 85.5 260.0 632.0
321.6 107.3 34.0 652.0 320.4 76.0 70.0 560.0
95.9 85.3 0.0 338.0 90.5 72.0 5.0 380.0
257.8 80.7 92.0 472.0 157.2 95.3 38.0 377.0 14.7 7.5 6.0 40.0
56.4 46.1 2.0 208.0 474 38.7 4.0 132.0 33 44 0.0 24.0
206.8 76.0 64.0 492.0 109.8 59.9 28.0 246.0 11.3 6.1 4.0 38.0
43 1.7 1.5 8.5 42 43 1.0 17.0 3.0 0.0 3.0 3.0
60.1 222 0.1 112.0 46.2 15.0 16.0 95.0
3.0 2.8 0.1 10.0 10.2 7.5 0.1 294 0.5 1.3 0.0 6.8
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Tabela 12. Varidveis fisicas e quimicas do Sistema Combinado Anaerébio-Aerdbio determinados no periodo entre fevereiro de 2010 a

abril de 2010 (média, desvio padrao, valores minimo e maximo). Etapa 1 — sem recircula¢ao (Q=3,62 L/h)

pH

Temperatura (°C)

OD (mg O,/L)

Alcalinidade Parcial (CaCos.
mg/L)

Alcalinidade Total (CaCos;.
mg/L)

Acidos Organicos Volateis
(HAc/L- mg)

DBOs (0O,.mg/L)

DQO (0O,.mg/L)

Nitrogénio K. Total (N-mg/L)
Nitrogénio NH," (N-mg/L)
Nitrogénio Nitrato (NO;.mg/L)
Nitrogénio Nitrito (NO, mg/L)
Solidos Suspensos Totais
(mg/L)

Sélidos Suspensos Fixos
(mg/L)

Solidos Susp. Volateis (mg/L)

Esgoto bruto Efluente FA Efluente BAS
média DP Minimo  maximo média DP minimo maximo média DP minimo  mAaximo
6,8 0,5 5,9 7,2 7,1 0,1 6,9 7,2 7,7 0,1 7,5 7,9
25,0 2,2 22,0 28,0 25,2 2,2 22,0 28,0 24,8 2,2 22,0 28,0
- - - - - - - - 2,7 1,3 1,5 5,0
87,5 47,4 11,0 144,1 197,8 25,0 165,0 228.8 169,0 22,4 134,2 195,8
2339 33,1 187,0 281,6 298,8 36,5 250,8 353,1 226,2 20,5 198,0 253,0
208,7 64,8 110,4 2953 82,7 47,1 48,0 163,2 40,9 16,5 27,6 66,0
362,0 145,6 179,0 540,0 90,0 47,2 48,0 178,0 10,8 2,9 6,0 14,0
635,0 277,3 4225 1140,0 211,3 62,3 142,5 292,5 58,3 21,0 32,5 87,5
66,1 5,9 59,2 75,9 70,4 7,5 59,1 80,6 57,8 7,3 53,0 72,5
58,7 5,4 52,4 67,1 65,1 7,2 54,2 73,9 53,5 6,6 48,7 66,5
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 6,4 3,9 3,7 9,2
0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,02 0,01 0,04 5,0 1,9 3,6 6,3
123,4 65,0 66,8 211,8 37,7 17,3 24,2 63,0 3,2 2,1 1,7 6,3
8,2 6,3 0,8 14,4 2,8 1,7 1,2 4,9 0,4 0,2 0,2 0,6
115,2 65,2 66,0 206,7 34,9 18,4 20,6 61,3 2,8 1,9 1,5 5,7

n=6
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Tabela 13. Varidveis fisicas e quimicas do Sistema Combinado Anaerébio-Aerébio determinados no periodo entre maio de 2010
a junho de 2010 (média, desvio padrio, valores minimo e maximo). Etapa 2 — sem recirculacio (Q=2,7 L/h)

pH

Temperatura (°C)

OD (mg O,/L)

Alcalinidade Parcial (CaCos.
mg/L)

Alcalinidade Total (CaCos.
mg/L)

Acidos Orgénicos Volateis
(HAc/L- mg)

DBOs (O,.mg/L)

DQO (0,.mg/L)

Nitrogénio K. Total (N-mg/L)
Nitrogénio NH,* (N-mg/L)
Nitrogénio Nitrato (NO;.mg/L)
Nitrogénio Nitrito (NO,. mg/L)
Solidos Suspensos Totais
(mg/L)

Sélidos Suspensos Fixos
(mg/L)

Solidos Susp. Volateis (mg/L)

Esgoto bruto Efluente FA Efluente BAS
média DP Minimo  maximo média DP minimo maximo média DP minimo  MAaximo
6,7 0,6 5,5 7,1 7,1 0,2 6,7 72 7,4 0,3 7,0 7,9
21,9 2,1 20,0 26,0 21,7 2,3 19,0 26,0 21,3 2,7 18,0 26,0
- - - - - - - - 5,5 1,0 4.4 7,0
78,9 39,1 0,0 1144 199,3 20,1 162,8 220,0 97,9 63,2 28,6 206,8
226,6 18,9 191,4 250,8 289,5 23,5 2442 316,8 137,5 82,1 44,0 264, 0
201,5 111,5 72,0 464,0 65,5 27,0 25,2 99,6 35,0 10,5 19,2 49,2
467,0 112,2 328.,0 6129 85,4 31,9 54,0 150,3 15,0 3,4 11,0 21,3
865,7 154,2 690,0 1135,0 231,8 92,9 140,0 417,5 62,5 6,0 55,0 49,2
60,9 7,0 46,8 66,5 65,2 7,0 54,7 73,8 30,2 10,2 15,0 44,0
55,3 6,3 42,5 60,4 60,7 6,3 51,1 69,0 30,1 13,4 13,6 54,2
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10,1 5,4 1,5 15,5
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 18,2 11,8 4.6 334
124,7 55,9 55,7 191,1 28,2 11,4 18,2 42,0 4.8 3,1 2.4 9,1
11,9 3,4 8,2 15,2 2,8 0,9 1,9 4,0 0,5 0,3 0,3 0,9
112,8 52,8 47,6 175,9 25,5 10,6 16,3 38,4 42 2,9 2,0 8,2

N=7
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Tabela 14. Varidveis fisicas e quimicas do Sistema Combinado Anaerébio-Aerébio determinados no periodo entre junho de

2010 a janeiro de 2011 (média, desvio padrdo, valores minimo e mdximo). Etapa 3 — com recirculag¢do (Q=2,7 L/h => g/Q = 0,5)

pH

Temperatura (°C)

OD (mg O,/L)

Alcalinidade Parcial (CaCos.
mg/L)

Alcalinidade Total (CaCos.
mg/L)

Acidos Orgénicos Voldteis
(HAc/L- mg)

DBOs (O,.mg/L)

DQO (0O,.mg/L)

Nitrogénio K. Total (N-mg/L)
Nitrogénio NH,* (N-mg/L)
Nitrogénio Nitrato (NO;.mg/L)
Nitrogénio Nitrito (NO,.mg/L)
Sélidos Suspensos Totais
(mg/L)

Sélidos Suspensos Fixos
(mg/L)

Solidos Susp. Volateis (mg/L)

Esgoto bruto Efluente FA Efluente BAS
média DP Minimo  maximo média DP minimo maximo média DP minimo  mAaximo
6,8 0,4 6,3 7,3 7,1 0,3 6,5 7.4 6,9 0,6 6,1 7.8
21,8 1,8 20,0 25,0 21,5 1,9 19,0 25,0 20,8 2,2 18,0 25,0
- - - - - - - - 6,1 0,7 5,0 7,0
87,1 38,2 48,0 148.,8 170,4 34,7 127,5 2352 49,1 67,5 1,3 196,8
228,8 26,6 189,6 255,0 255,4 46,2 208,8 336,0 74,7 80,1 8,0 249,6
145,0 423 97,0 248.0 95,2 69,1 49,2 257,6 29,9 10,0 18,0 444
333,3 98,9 201,2 489,0 83,7 46,8 46,8 183,1 15,0 5,9 6,0 26,8
645.4 181,6 372,5 878.5 2322 129,7 130,0 508,7 68,3 20,3 50,0 116,6
67,6 9,9 56,0 89,9 57,0 15,5 37,6 85,4 23,6 9,8 5,0 33,6
55,3 7,4 46,7 70,0 50,9 13,3 33,6 74,0 18,2 7,3 4,0 27,6
0,00 0,00 0,00 0,00 0,9 0,8 0,1 2,0 16,8 12,8 0,0 33,0
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 1,3 1,7 0,0 4,0
104,3 29,1 57,1 145,0 33,2 12,0 17,6 54,0 12,8 12,0 2.3 34,0
10,1 8,7 2,4 24,9 2,7 1,6 0,8 5,3 1,1 0,9 0,2 2,1
94,2 24,5 54,7 120,1 30,5 11,5 16,8 51,0 11,8 11,3 2,2 32,0

N=8
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Tabela 15. Varidveis fisicas e quimicas do Sistema Combinado Anaerébio-Aerébio determinados no periodo entre janeiro de
2011 a abril de 2011 (média, desvio padrao, valores minimo e maximo). Etapa 4 — com recirculagao (Q=2,17 L/h => qg/Q = 1,0)

Esgoto bruto Efluente FA Efluente BAS

média DP Minimo  maximo média DP minimo maximo  média DP minimo  mMAaximo
pH 7,0 0,3 6,4 7,4 7,3 0,2 7,0 7,7 7,3 0,7 5,8 8,0
Temperatura (°C) 25,8 1,1 24,0 27,0 25,6 1,1 24,0 27,0 25,3 0,9 24,0 27,0
OD (mg O,/L) - - - - - - - - 2,3 2,0 0,0 5,7
Alcalinidade Parcial (CaCos.
mg/L) 139,0 57,6 45,0 225,0 214,1 69,6 108,0 303,0 185,2 123,7 0,0 293,0
Alcalinidade Total (CaCos.
mg/L) 267,2 55,0 180,0 335,0 2927 82,7 165,0 383,0 2425 1593 0,0 293,0
Acidos Organicos Volateis
(HAc/L-mg) 201,5 111,5 72,0 464,0 43,0 11,9 29,0 70,0 36,4 9,3 23,0 47,0
DBOs (O,.mg/L) 2457 44.8 170,7 319,9 50,3 15,6 36,7 89,3 21,4 42 13,8 25,8
DQO (0,.mg/L) 571,3 104,2 397,0 7440 139,7 433 102,0 248.,0 93,1 18,4 60,0 112,0
Nitrogénio K. Total (N -mg/L) 75,1 15,4 52,4 97,6 66,2 23,9 29,1 95,2 60,4 33,7 9,9 92,1
Nitrogénio NH,* (N-mg/L) 63,1 12,9 44,0 82,0 59,1 21,3 26,0 85,0 54,1 30,9 8,0 83,0
Nitrogénio Nitrato (NOs.mg/L) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,2 0,9 0,0 3,0 4,8 7,9 0,0 23,0
Nitrogénio Nitrito (NO,.mg/L) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,2 0,3 0,0 0,7
N=10
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Tabela 16. Varidveis fisicas e quimicas do Sistema Combinado Anaerébio-Aerdbio determinados no periodo entre maio de 2011
a julho de 2011 (média, desvio padrdo, valores minimo e mdximo). Etapa 5 — com recirculacio (Q=2,17 L/h => g/Q = 0,5)

pH

Temperatura (°C)

OD (mg O,/L)

Alcalinidade Parcial (CaCos.
mg/L)

Alcalinidade Total (CaCos.
mg/L)

Acidos Orgénicos Voliteis
(HAc/L- mg)

DBOs (0O,.mg/L)

DQO (0O,.mg/L)

Nitrogénio K. Total (N-mg/L)
Nitrogénio NH,* (N-mg/L)
Nitrogénio Nitrato (NO;.mg/L)
Nitrogénio Nitrito (NO,.mg/L)
Solidos Suspensos Totais
(mg/L)

Solidos Suspensos Fixos
(mg/L)

Sélidos Susp. Volateis (mg/L)

Esgoto bruto Efluente FA Efluente BAS
média DP Minimo  maximo média DP minimo maximo média DP minimo  mMAaximo
7,3 0,2 7,0 7,5 7,4 0,2 7,2 7,7 7,1 0,7 6,2 8,0,0
21,5 1,1 20,0 24,0 21,2 1,1 20,0 23,0 20,7 1,2 19,0 23,0
- - - - - - - - 5,1 1,0 4,2 7,0
160,5 45,7 103,0 233,0 193,0 20,2 158,0 215,0 62,6 62,8 2,0 183,0
268,3 57,6 207,0 373,0 253,5 28,1 209,0 293,0 83,5 77,2 7,0 229,0
145,0 423 97,0 248,0 494 20,3 31,0 100,0 30,3 8,1 22,0 50,0
2717,7 87,6 137,0 407,6 32,0 9,5 22,5 55,2 4,7 1,7 3,0 8,3
665,5 177,8 387,0 948,0 150,5 46,3 107,0 263,0 56,7 20,1 42,0 104,0
70,4 13,8 52,0 99,0 54,1 8,1 39,0 65,5 30,6 15,4 11,0 62,0
56,8 9,1 47,0 70,0 48,0 6,4 35,0 58,0 25,6 12,9 9,0 50,0
0,00 0,00 0,00 0,00 1,5 0,8 0,0 3,0 21,8 16,2 1,0 56,0
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 6,4 9,8 0,1 29,5
152,8 62,1 83,0 210,0 21,5 9,8 14,0 36,0 3,8 1,3 2,0 5,0
12,3 4,6 6,0 17,0 1,9 1,7 0,6 4,3 0,2 0,2 0,0 0,4
140,3 57,7 77,0 195,0 20,0 8,2 14,0 32,0 4,0 0,8 3,0 5,0

N=11
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Tabela 17. Varidveis fisicas e quimicas do Sistema Combinado Anaerébio-Aerébio determinados no periodo entre agosto de
2011 a novembro de 2011 (média, desvio padrio, valores minimo e maximo). Etapa 6 — com recircula¢do (Q=2,17 L/h => q/Q = 1,5)

pH

Temperatura (°C)

OD (mg O,/L)

Alcalinidade Parcial (CaCos.
mg/L)

Alcalinidade Total (CaCos.
mg/L)

Acidos Orgénicos Voliteis
(HAc/L- mg)

DBOs (O,.mg/L)

DQO (0,.mg/L)

Nitrogénio K. Total (N-mg/L)
Nitrogénio NH,* (N-mg/L)
Nitrogénio Nitrato (NO;.mg/L)
Nitrogénio Nitrito (NO, mg/L)
Solidos Suspensos Totais
(mg/L)

Solidos Suspensos Fixos
(mg/L)

Sélidos Susp. Volateis (mg/L)

Esgoto bruto Efluente FA Efluente BAS
média DP Minimo  maximo média DP minimo maximo média DP minimo  mMAaximo
7,5 0,2 7,3 7,9 7,6 0,1 7,3 7,8 6,7 0,5 6,0 7,4
23,8 1,2 22,0 26,0 23,2 1,3 21,0 25,5 22,6 1,4 20,0 25,0
- - - - - - - - 5,5 0,5 4,6 6,4
174,9 35,8 119,0 255,0 140,7 23,7 110,0 187,0 16,0 19,1 2,0 66,0
286,4 38,6 227,0 361,0 183,8 28,0 145,0 240,0 24.9 23,9 7,0 88,0
126,6 28,8 89,0 193,0 35,6 5,4 28,0 46,0 23,3 5,3 17,0 35,0
2283 54,6 119,5 321,0 23,5 6,0 13,0 32,3 6,3 2,0 2,0 9,1
525,5 118,2 278,0 687,6 93,0 23,8 57,0 129,0 449 14,6 17,0 65,0
74,4 9,1 61,0 88,0 35,8 10,1 24,2 56,0 13,5 9,2 4,0 33,0
65,3 7,8 54,0 78,0 31,3 9,4 21,0 50,0 10,7 9,1 1,0 33,0
0,00 0,00 0,00 0,00 1,4 0,7 0,0 3,0 17,5 4,9 11,0 24,0
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,1 0,0 0,4 0,2 0,1 0,1 0,4
114,3 57,1 35,0 272,0 15,7 23 12,0 21,0 6,4 5,0 2,0 18,0
15,3 22,8 0,0 89,0 1,5 1,8 0,0 6,8 0,4 0,5 0,0 1,3
101,8 33,8 32,0 183,0 15,3 5,0 7,0 28,0 6,4 4,6 2,0 17,0

N=15
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5.3 Caracterizacao molecular das espécies de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

Todas as amostras positivas para Cryptosporidium spp. por meio da reacdo de

imunofluorescéncia também foram positivas pela PCR. Na figura 7 (A, B e C) estdo apresentados

os resultados obtidos com a dilui¢ao das amostras de lodo.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose (2%) dos produtos amplificados nas reagdes de
nested-PCR para o fragmento de 826pb., apos dilui¢cdes das amostras. A - diluicdo 1:10, B
diluicao - 1:100 e C — dilui¢do 1:1000. Linhas 1, 2, 3 e 4 = amostras positivas da ETE Picarrdo

ap6s centrifugacdo e IMS, 5 e 6 = esgoto hospitalar apés centrifugacdo e IMS; Linhas 1a, 2a, 3a,
4a, 5a e 6a = amostras concentradas apds centrifugacdo sem IMS.

90



Nas amostras sem a IMS e concentradas apenas por meio da centrifugacdo (la, 2a, 3a, 4a,
Sa, e 6a), o resultado da amplificacdo apresentou melhor concentracdo do material genético e
possibilitou a genotipagem.
O sequenciamento das amostras resultou em perfis compativeis com as espécies C.
hominis e C. parvum, quando comparadas as sequéncias homoélogas disponiveis no banco de
dados GenBank (Tabela 18, Figura 8).

Tabela 18. Resultados da Nested-PCR e genotipagem das amostras de esgoto da ETE
Picarrdo e Sistema em escala de bancada positivas para Cryptosporidium spp. por meio da RID.

Amostra Origem Nested PCR Genétipo
1 ETE Picarrao + C. parvum
2 ETE Picarrao + C. hominis
3 ETE Picarrao + C. parvum
4 ETE Picarrao + C. parvum
5 Esgoto hospitalar + C. hominis
6 Esgoto hospitalar + C. hominis
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Amostra 2a
Amostra 6a
i Amostra 5a
Cryptosporidium hominis (AF093489)
85| I Cryptosporidium hominis (AF093491)

Amostra 1a

66 Amostra 3a
61 Amostra 4a

Cryptosporidium parum (AF164102)

— Cryptosporidium meleagridis (AF112574)
63| Cryptosporidium parvum (AF115377)

62 Cryptosporidium pig (AF108861)
87 Cryptosporidium sp (AF442484)
99 T{ Cryptosporidium ubiquitum (HM209366)
Cryptosporidium canis (AB210854)

80

Cryptosporidium saurophilum (AF112573)

— Cryptosporidium ryanae (EU410344)
7] — Cryptosporidium bovis (AY741305)

Cryptosporidium bailey (AY954884)

— Cryptosporidium serpentis (AF151376)

Cryptosporidium gallii (HM116387)
Cryptosporidium muris (AF093498)

ST_F Cryptosporidium andersoni (AY954885)
92 ! Cryptosporidium andersoni (AB089285)

100

74

0.005

Figura 8. Posicdo filogenética de isolados de Cryptosporidium spp. de amostras de esgoto da
ETE Picarrdao (la, 2a, 3a e 4a) e hospitalar (5a e 6a), obtidas através do alinhamento de 24
sequéncias de nucleotideos com o emprego de neighbour-joining utilizando o modelo Tamura-
Nei. Numeros nos ramos correspondem a valores de bootstrap de 1.000 réplicas (em
porcentagem).
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Todas as amostras positivas para Giardia spp. por meio da reacdo de imunofluorescéncia
provenientes da ETE Picarrdao foram caracterizadas molecularmente e 75% (18/24) foram
aferidas como positivas pela PCR para Giardia duodenalis (Figura 9) e puderam ser

sequenciadas.

CNCP1 2 3 4 5 6 7 891011L12131415161718
PHHWSHHHHHH Ll

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 3% evidenciando as bandas de 530pb do gene #pi
a partir de amplificagdo de amostras da ETE Picarrdo. L = Ladder 1kb plus (Invitrogen).

A andlise realizada apds o Critério de Informagdo de Akaike — AIC (Akaike, 1974), pela
empresa Genomic Engenharia Molecular, indicou que o modelo de substituicdo de nucleotideos
mais indicado foi o de Tamura-Nei (TN93) com distribuicdo Gamma. A determinacdo dos
gendtipos das amostras foi realizada através dos métodos Méxima Verossimilhanca e Neighbor-
joining.

A Tabela 19 e a Figura 10 apresentam os resultados referentes aos gendtipos encontrados

nas amostras da ETE Picarrdo. A maior parte das amostras sequenciadas pertence a assembleia
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AIl (12 amostras), duas amostras foram identificadas como pertencentes a assembleia BIV e

quatro amostras pertencentes a assembleia C.

Tabela 19. Resultados da PCR e genotipagem das amostras de esgoto da ETE Picarrdo
positivas para Giardia spp. por meio da RID.

Amostra N°. Origem PCR -Giardia duodenalis Assembleia
1 10J ETE Picarrao + C
- ETE Picarrdao - -
3 13J ETE Picarrao + All
4 14) ETE Picarrao + All
5 135) ETE Picarrao + All
6 171 ETE Picarrao + All
7 16J ETE Picarrao + C
8 18] ETE Picarrao + All
9 19 ETE Picarrao + All
10 21] ETE Picarrao + All
11 20J ETE Picarrao + C
12 25] ETE Picarrao + All
13 26] ETE Picarrao + All
14 27] ETE Picarrao + All
15 28] ETE Picarrao + BIV
16 29] ETE Picarrao + BIV
17 30J ETE Picarrao + All
18 - ETE Picarrao - -
19 - ETE Picarrao - -
20 36J ETE Picarrao + C
21 37]) ETE Picarrao + All
22 - ETE Picarrao - -
23 - ETE Picarrao - -
24 - ETE Picarrao - -

- = amostras nio aplificaram
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Am14J
|: Am17J
Am15J
Am19J
Am13J
+ Am18J
Am25J
Allgi|1336651|gb|U57897.1|GIU57897 Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, complete cds
Am30J
.i- Am37J
Am21J
99| Am26J
Am12J
B fam27r)

68

L Algi|159125|gb|L02120.1|GIATRIISO Giardia lamblia (WB) triosephosphate isomerase gene, complete cds
97

Alllgi|109727156|gb|DQ650648.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, partial cds

1—7 Egi|53854281|gb|AY655705.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

i B1 Fgil6017747|gb|AF069558.1| Giardia intestinalis strain Ad-23 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Ggi|6017755|gb|AF069562.1| Giardia intestinalis strain Ad-157 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

3] Am28J

’ﬁ“ Am29J
% BIVgi[38195489|gb|AY368170.1| Giardia intestinalis isolate 2100 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
Blllgi|38195475|gb|AY368163.1| Giardia intestinalis isolate 2436 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Dgi|78499748|gb|DQ246216.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Am20J

Cgi[37961363|gb|AY228641.1| Giardia intestinalis isolate 2643 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
951 Am16J

Gmicrotigi|37961379|gb|AY228649.1| Giardia microti isolate 3460 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

——— Gardeaegi|6017759]gb|AF069564.1| Giardia ardeae triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
wl Gmurisgi|6017761|gb|AF069565.1| Giardia muris strain Ad-120 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

H
0.01

Figura 10. Posicdo filogenética de isolados de Giardia duodenalis de amostras de esgoto da ETE
Picarrdo, obtidas através do alinhamento de 530 nucleotideos da regido codificante do gene #pi
com o emprego de neighbour-joining utilizando o modelo Tamura-Nei e distribuicio Gamma.

Nuimeros nos ramos correspondem a valores de bootstrap de 10.000 reamostragens (em
porcentagem).
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A Tabela 20 e a Figura 11 apresentam os resultados referentes aos gendtipos encontrados
nas amostras do sistema em escala de bancada tratando esgoto hospitalar. A maior parte das
amostras sequenciadas foi identificada como pertencentes a assembleia A (7 amostras), trés
amostras foram identificadas como pertencentes a assembleia B e uma amostra pertencentes a
assembleia C.

Tabela 20. Resultados da PCR e genotipagem das amostras de esgoto hospitalar positivas
para Giardia spp. por meio da RID.

N°. Origem PCR -Giardia
Amostra duodenalis Assembleia

1 o1 Esgoto hospitalar + B

02J Esgoto hospitalar + A
3 03J Esgoto hospitalar + C
4 04J Esgoto hospitalar + All
5 - Esgoto hospitalar - -
6 - Esgoto hospitalar - -
7 07) Esgoto hospitalar + All
8 08J Esgoto hospitalar + BIV
9 22) Esgoto hospitalar + B
10 23] Esgoto hospitalar + All
11 - Esgoto hospitalar - -
12 31 Esgoto hospitalar + All
13 33] Esgoto hospitalar + All
14 35J) Esgoto hospitalar + All
15 - Esgoto hospitalar - -

- = amostras nio aplificaram
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Allgi|1336651]gb|U57897.1/GIUST897 Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, complete cds
+Am33J

Am31J
Am35J
Am23J

8
Am07J
% Amo04J
L Algil159125]gb|L02120.1|GIATRIISO Giardia lamblia (WB) triosephosphate isomerase gene, complete cds
g Am02J

Alllgi|109727156]gb|DQB50648.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, partial cds

Eqi53854281gb|AY655705.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
9

10 Fqil6017747|gb|AF069558.1| Giardia intestinalis strain Ad-23 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

(Ggi[6017755]gb|AF069562.1| Giardia intestinalis strain Ad-157 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

100r Cai[37961363gb|AY228641.1| Giardia intestinalis isolate 2643 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
Am03J

Dgi[78499748/gb|DQ246216.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Blllgi|38195475|gb|AY368163.1| Giardia intestinalis isolate 2436 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
0 Am01J
Am22J
BIVgi|38195489|gb|AY 368170.1] Giardia intestinalis isolate 2100 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

2L Am08J

Gmicrotigi|37961379|gb|AY228649.1| Giardia microti isolate 3460 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

— Gardeaegi|6017759|gb|AF069564.1 Giardia ardeae triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
] Gmurisgi6017761|gb|AF069565.1| Giardia muris strain Ad-120 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Figura 11. Posicdo filogenética de isolados de Giardia duodenalis de amostras de esgoto
hospitalar, obtidas através do alinhamento de 530 nucleotideos da regido codificante do gene #pi
com o emprego de neighbour-joining utilizando o modelo Tamura-Nei e distribuicio Gamma.

Numeros nos ramos correspondem a valores de bootstrap de 10.000 reamostragens (em
porcentagem).
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5.4 Avaliacao da microfauna
5.4.1 Estaciao de Tratamento de Esgoto Picarrao

Dentre os grupos que compdem a microfauna do lodo ativado da ETE Pigarrdo, os
protozodrios ciliados bacterivoros foram os mais frequéntes durante as observacdes (Tabela 21,
Figura 12) apresentando frequéncia de ocorréncia de 62,5% em relacdo a comunidade, seguido
pelas tecamebas (16,8%), flagelados (9,4%), amebas nuas (4,1%), rotiferos (3,9%), ciliados
predadores (3,0%), nematéides (0,1%) e anelideos (0,1%).

Tabela 21. Frequéncia relativa e abundancia dos grupos componentes da microfauna presente
no lodo ativado da ETE Picarrao, no periodo de abril de 2010 a marco de 2012.

Grupo Frequéncia relativa (%) Abundancia
Média (individuos / mL)

Ciliados bacterivoros 62,5 49741

Ciliados carnivoros 3,0 2422

Amebas nuas 4,1 327,8

Tecamebas 16,8 1337,6

Flagelados 9,4 750,8

Rotiferos 39 314,2
Nematoides 0,1 5,8
Anelideos 0,1 3,2
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Figura 12. Frequéncia relativa dos grupos da microfauna observado no tanque de aeracio
da ETE Picarrao.

Dentre os ciliados bacterivoros observados (Tabela 22), os sésseis foram os mais
abundantes, e incluiram Vorticella spp., Epistylis plicatilis, Carchesium sp. e Opercularia sp.;
seguido pelos ciliados rastejantes, que incluiram Gastronauta aloisi, Chilodonella uncinata,
Drepanomonas revoluta, Aspidisca cicada, Euplotes aediculatus e Acineria uncinata; e ciliados
livres natantes, que incluiram Paramecium aurelia € Metopus sp. Dentre os ciliados carnivoros,
que sdo aquelas espécies predadoras de outros ciliados, foram observados os livres natantes
Litonotus sp., Trachelius sp., Loxophylum sp. e Dileptus sp. e os ciliados sésseis Podophrya sp.,
Discophrya sp., Tokophrya sp. e Sphaerophrya sp. e Acineta sp.. As tecamebas observadas foram
Arcella hemisphaerica e Euglypha sp., sendo a primeira mais abundante. Os flagelados incluiram
Peranema sp. e Chilomonas sp. Os espécimes de rotiferos observados incluiram Epiphanes sp.,

Rotaria sp., Philodina sp. e Lecane sp. Os espécimes de nematdides observados foram Rhabditis

sp.
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Quanto a frequéncia dos protozodrios ciliados no lodo ativado ao longo do presente
estudo, trés espécies bacterivoras rastejantes foram mais frequentes, sendo estas Aspidisca cicada
(94,7%), Gastronauta aloisi (86,8%) e Acineria uncianta (84,2%), seguido por duas espécies
bacterivoras sésseis, sendo Vorticella spp. (94,7%) e Epistylis plicatilis (84,2%), conforme
apresentado na Tabela 22.

Entre os ciliados carnivoros livre natantes, quatro espécies foram registradas, sendo
Litonotus sp. a espécie com maior frequéncia e abundancia média. Esses ciliados apresentam
associado a ciliatura somdtica proxima a abertura oral a presenca de extrussomas do tipo
toxicistos, que sao utilizados na captura de suas presas.

Os ciliados carnivoros sésseis sao representados por organismos da ordem Suctoria, cujas
formas vegetativas sdo sésseis, sem ciliatura, mas com tentaculos providos de toxicistos, que sao
utilizados na captura e predacdo de outros protozodrios. As espécies de ciliados suctoriais
registradas e seus percentuais de ocorréncia foram Tokophrya sp. (50,0%), Podophrya fixa
(42,1%), Discophrya sp. (15,8%), Sphaerophrya sp.(2,6%) e Acineta sp. (2,6 %) (Tabela 22).

Entre os demais componentes da microfauna, os protozoarios amebdides, representado
por tecamebas (Arcella hemisphaerica e Euglypha sp.) e amebas nuas, seguido pelo protozodrio
flagelado do gé€nero Peranema, apresentaram as seguintes frequéncias: 100%, 57,9%, 63,2% e
57,9%, respectivamente. Rotifera foi o grupo de micrometazodrio mais frequente nas amostras de

lodo ativado ao longo do estudo, sendo a espécie mais representativa Lecane sp. (81,6%).
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Tabela 22. Frequéncia e abundancia de protozodrios e micrometazodrios do lodo ativado
da ETE Picarrdo observadas no dia da coleta em amostras de lodo ativado durante os meses de
abril de 2010 a margo de 2012.

Grupo Taxon Frequéncia (%) Abundancia (no./mL)
Minima Média Miéxima

Ciliados Bacterivoros

Livre Natante Paramecium aurelia 2,6 0 3,5 133
Metopus sp. 5,3 0 3,2 80
Rastejantes Gastronauta aloisi 86,8 0 466,6 2833
Chilodonella uncinata 7,9 0 5.3 120
Drepanomonas
revoluta 5,3 0 8,4 160
Aspidisca cicada 97,4 0 1132,6 3400
Euplotes aediculatus 13,2 0 7.4 120
Acineria uncinata 84,2 0 5421 1760
Séssil Vorticella spp. 94,7 0 2071,5 5600
Epistylis plicatilis 84,2 0 692,8 2930
Carchesium sp. 5,3 0 11,6 360
Opercularia sp. 18,4 0 42.5 560
Ciliados Carnivoros
Livre Natante Litonotus sp. 36,8 0 66,8 560
Trachelius sp. 2,6 0 8 160
Loxophylum sp. 15,8 0 432 680
Dileptus sp. 7,9 0 3,2 40
Séssil Podophrya fixa 42,1 0 48,1 400
Discophrya sp. 15,8 0 9,5 120
Tokophrya sp. 50,0 0 63 333
Sphaerophrya sp. 2,6 0 2,1 80
Acineta sp. 2.6 0 2.1 80
Amebas
Tecamebas Arcella hemisphaerica 100 120 1174,4 4400
Euglypha sp. 57,9 0 169 520
Amebas Nuas 63,2 0 327,8 2960
Flagelados Peranema sp. 57,9 0 169 520
Chilomonas sp. 34,2 0 418,6 4000
Rotiferos Epiphanes sp. 7,9 0 10,7 200
Rotaria sp. 15,8 0 21,1 400
Philodina sp. 44,7 0 53,8 400
Lecane sp. 81,6 0 228.6 760
Nematdides Rhabditis sp. 10,5 0 5,8 100
Anelideos 5,3 0 2,1 40
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Ao longo do periodo de estudo Vorticella spp., Arcella hemisphaerica, Aspidisca cicada e
Epistylis plicatilis foram os protozodrios com maiores médias de abundancia no lodo ativado da

ETE Picarrao (Figura 13).
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Figura 13. Média dos organismos / mL detectados nas amostras frescas de lodo ativado nos
tanques de aeracdo durante os meses de abril de 2010 a marco de 2012.

A andlise das culturas de ciliados revelou outras espécies presentes no tanque de aeragao,
porém nao detectadas no dia da coleta. Algumas espécies de ciliados, dependendo das condi¢des
fisicas e quimicas do sistema, permanecem encistadas e em condi¢des favordveis, desencistam,
nutrem-se e iniciam a reproducao. Além das espécies observadas no dia da coleta, também foram
observados apenas nas culturas, as seguintes espécies: Blepharisma sinuosum, Bakuella sp.,
Deviata sp., Gastrostyla sp., Oxytricha granulifera, Oxytricha sp., Tetmemena pustulata,
Sterkiella cavicola, Didinium nasutum, Perispira sp., Colpidium sp.

Entre as espécies de protozodrios ciliados registradas na ETE Picarrdo, 25 foram

encontradas em amostras frescas de lodo ativado analisadas no dia da coleta, sendo que a maioria
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destes se manteve também em condi¢des de cultivo. As demais espécies ndo estavam na forma
ativa nas amostras recém colhidas de lodo ativado, ndao sendo observadas durante as andlises
qualitativas e quantitativas da microfauna do lodo ativado. Essas espécies encontraram condi¢oes
favoraveis nas culturas, deixando a forma de cisto e se tornaram ativas. No total, somando as
espécies do dia da coleta e as espécies que ocorreram apenas no cultivo, foram identificadas 36
espécies de protozodrios no lodo ativado da ETE Pigarrdo. As espécies de ciliados estdo
distribuidas nas classes Heterotrichea, Spirotrichea, Litostomatea, Phyllopharyngea,
Nassophorea, Colpodea e Oligohymenophorea, sendo classificadas segundo Lynn & Small
(2008) e estao listadas na Tabela 23.

A microfauna da ETE Picgarrdo registrada no presente estudo estd representada nas figuras

14 a21.
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Tabela 23. Levantamento das espécies de protozodrios ciliados encontradas na ETE
Picarrdao. + = ocorréncia do ciliado; *registro em amostras frescas analisadas no dia da coleta;
**registro em culturas preparadas a partir de aliquotas de lodo ativado.

Espécies de
protozoarios ciliados Lodo Ativado
CLASSE Dia da coleta* Cultura**
HETEROTRICHEA Blepharisma sinuosum +
Metopus sp. + +
Aspidisca cicada + +
Aspidisca sp. +
Bakuella sp.
Deviata sp.
Euplotes aediculatus +
Gastrostyla sp.
Oxytricha granulifera
Oxytricha sp.
Tetmemena pustulata
Sterkiella cavicola
Acineria uncinata +
Didinium nasutum
Litonotus sp. +
LITOSTOMATEA Loxophyllum sp.
Perispira sp.

Trachelius sp.

Dileptus sp.

Acineta sp.
Chilodonella uncinata
Discophrya sp.
Gastronauta aloisi
Metacineta mystacina
Podophrya fixa
Tokophrya quadripartita
Sphaerophrya sp.
NASSOPHOREA Drepanomonas revoluta
COLPODEA Colpoda cucullus
OLIGOHYMENOPHOREA | Paramecium aurelia
Colpidium sp.
Opercularia sp.
Epistylis plicatilis
Carchesium polypinum
Vorticella infusionum
Vorticella convallaria

TOTAL

CLASSE SPIROTRICHEA

N B B R S N S

+

+

+

+

PHYLLOPHARYNGEA
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http://www.uoguelph.ca/~ciliates/classification/Nassophorea_97.rtf

Figura 14. Fotomicrografias de protozodrios ciliados livre natantes presentes no lodo ativado da
ETE Picarrao. a—b: Blepharisma sinuosum; c: Paramecium aurelia; d: Acineria uncinata; e:
Loxophyllum sp.; f: Litonotus sp.; g: Metopus sp.; h: Perispira sp.; 1: Colpoda cucullus; j:
Colpidium sp.;k: Uronema nigricans, 1. Didinium nasutum, b: fotomicrografia de B. sinuosum
impregnado pelo protargol. Barra = 10 pm.
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Figura 15. Fotomicrografias de protozodrios bacterivoros rastejantes presentes no lodo ativado
da ETE Picarrdo. a—c: Gastronauta aloisi; d-e: Chilodonella uncinata; f: Drepanomonas

revoluta; g-h: Aspidisca cicada; i-k: Euplotes aediculatus. c, h, k = ciliados impregnados pelo
protargol. Barra= 50 um.
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Figura 16. Protozodrios ciliados rastejantes presentes no lodo ativado da ETE - Pigarrdo. a-c:
Bakuella sp.; b-c: fotomicrografia de espécimes impregnados pela prata, evidenciando padrio de
ciliatura somética ventral e ciliatura oral; d-e: Gastrostyla sp. in vivo (d), impregnado pela prata
(e) evidenciando ciliatura oral, ciliatura somdtica ventral e aparato nuclear; f: Fotomicrografia em
contraste de fase de Deviata sp. in vivo. Barra = 10 pum.
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Figura 17. Protozodrios ciliados rastejantes presentes no lodo ativado da ETE Picarrdo. a—c:
Fotomicrografias de Oxytricha granulifera; a: Ciliado in vivo; b: Fotomicrografia de espécime
impregnado pelo protargol, evidenciando ciliatura oral, somdtica (ventral) e aparato nuclear; c:
face dorsal evidenciando granulos corticais; d-e: Fotomicrografias de Oxytricha sp. f-g:
Fotomicrografia de Tetmemena pustulata in vivo (f) e impregnado pela prata (g), evidenciando
ciliatura oral, ciliatura somética ventral e aparato nuclear; h-j: Fotomicrografias de Sterkiella
cavicola in vivo (h) e espécimes impregnados pela prata (i-j) respectivamente. Barra = 10 um.
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Figura 18. Fotomicrografias de protozodrios ciliados sésseis in vivo em contraste de fase e
contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC), presentes no lodo ativado da ETE
Pigarrdo. a-b: Vorticella infusionum; c: Vorticella convallaria; d: Coldnia de Epistylis plicatilis;
e: Colonia de Carchesium polypinum. b = ciliado impregnado pelo protargol; Barra = 20 um.
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Figura 19. Fotomicrografias em contraste de fase e contraste interferencial diferencial de
Nomarski (DIC) de protozodrios ciliados predadores sésseis in vivo, presentes no lodo ativado da
ETE - Picarrdo. a-b: Podophrya fixa; c: Discophrya sp.; d: Tokophrya quadripartita; e: Acineta
sp. Barra =20 pm.
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Figura 20. Fotomicrografias em contraste de fase de protozodrios flagelados e ameboides in vivo,
presentes no lodo ativado da ETE - Picarrdo. a: Protozodrio flagelado Peranema sp.; b:

Chilomonas sp.; c-d: Amebas nuas; e: Tecameba Arcella hemisphaerica; f: Tecameba Euglypha
sp. Barra =20 pm.
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Figura 21. Fotomicrografias em contraste de fase de micrometazodrios in vivo, presentes no lodo
ativado da ETE - Picarrdo. a-c: Rotifera; d: Gastrotricha.

O niimero total de ciliados e de flagelados, os grupos dominantes em cada coleta, o Indice
Bidtico do Lodo (IBL) (Tabela 4) bem como a classe do lodo por coleta na ETE Picarrao estdao
demonstrados na Tabela 24. Com relacdo as classes conforme a qualidade do lodo fornecida pelo

IBL, em 54% das coletas o lodo apresentou classe I e em 46 % das coletas foi classe II.
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Tabela 24. Densidade média de protozodrios e classica¢do do lodo ativado da ETE Pigarrdo ao longo do periodo de coleta.

Ciliados

Total Cilia’dos Ciliados Ciliados Grupo Ra}stej'antes +  Nadmero Pequenos Classe/
Amostra P:‘I(:/tlt:lzl())a l?;c:e:;:;;g; sésseis rastejantes Tecamebas Flagelados dominante* stzscs:llzeezg: t(t);?(loﬁe ﬂa};g;llgl(ios IBL Qualidade
(/L)
1 5400 1100 2600 1500 100 CR >10° 9 <10 9 I
2 15730 7330 3200 3600 1600 CS >10° 7 >10 6 II
3 7201 3600 1067 1867 400 CS >10° 7 >10 6 II
4 8398 133 3600 2533 1465 667 CS >10° 7 >10 6 II
5 8666 2533 5333 667 0 CR >10° 7 <10 6 II
6 8999 2000 4833 1333 333 CR >10° 8 >10 7 II
7 12800 5800 2800 4200 0 CS >10° 7 <10 9 I
8 13000 7000 4600 1000 400 CS >10° 8 >10 7 II
9 13800 3600 400 5200 4000 TA >10° 9 >10 7 II
10 7999 333 2333 3333 1833 TA >10° 7 >10 6 II
11 5999 4000 1166 500 333 CS >10° 6 <10 8 I
12 5550 1500 2850 1100 0 CR >10° 9 <10 9 I
13 2220 450 930 600 150 CR >10° 10 <10 9 I
14 4080 1840 880 320 880 CS >10° 10 >10 7 II
15 5520 2240 800 1600 440 CS >10° 13 <10 10 I
16 8680 3960 2560 480 1520 CS >10° 10 >10 7 II
17 4600 1480 2760 120 240 CR >10° 7 <10 8 I
18 10560 3160 6320 1040 0 CS >10° 6 <10 8 I
19 4720 1960 1240 760 200 CS >10° 10 >10 7 II
20 5720 1120 3080 400 200 CR >10° 11 >10 8 I
21 11000 5400 2520 2560 440 CS >10° 10 <10 9 I
22 5560 3720 1080 560 80 CS >10° 12 <10 10 I
23 4200 80 1600 1160 960 CR >10° 10 >10 7 II
24 4800 80 1920 400 440 1920 CS +FL >10° 10 >10 7 1T

*CS=Ciliado Séssil, CR=Ciliado Rastejante, TA=Tecameba, FL=Flagelados
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5.4.2 Sistema combinado em escala de bancada

A andlise da microfauna foi realizada a partir da observa¢do dos organimos presentes no
material colhido nos intersticios do meio suporte do biofiltro aerado submerso durante o periodo
de estudo. A microfauna foi quantificada e classificada de acordo com os grupos funcionais.

Dentre os componentes da microfauna, os zooflagelados foi o grupo mais frequente
(46,2%) durante as andlises e apresentaram uma abundancia média de 2486,2 / mL, seguido pelos
ciliados bacterivoros que apresentaram uma frequéncia de 27,6% e abundancia média de 1485,2
/mL, rotiferos que apresentaram uma frequéncia de 16,7 % e abundancia média de 897,0 / mL,
tecamebas com frequéncia de 3,6% e abundancia de 130,2 /mL, ciliados carnivoros com
frequéncia de 2,8% e abundancia média de 152,5/mL, nematdides com 2,4% de frequéncia e
abundancia média de 130,7 / mL, amebas nuas com 0,5% de frequéncia e abundancia média de
26,0 / mL e os anelideos com frequéncia de 0,2% e abundancia de 13,0 / mL (Tabela 25, Figura

22).

114



Tabela 25. Frequéncia relativa e abundancia dos grupos componentes da microfauna
presente no biofiltro aerébio submerso, no periodo de outubro de 2009 a outubro de 2011.

Grupo Frequéncia Relativa (%) Abundancia
Meédia (individuos/ml)

Ciliados bacterivoros 27,6 1485,2
Ciliados carnivoros 2,8 152,5
Amebas nuas 0,5 26,0
Tecamebas 3,6 130,2
Flagelados 46,2 2486,2
Rotiferos 16,7 897.,0
Nematoides 2.4 130,7
Anelideos 0,2 13,0

m flagelados

M ciliados bacterivoros
H rotiferos

B tecamebas

M ciliados carnivoros
B nematodides

m amebas nuas

m anelideos

Figura 22. Frequéncia relativa dos grupos da microfauna presentes no biofiltro aerébio
submerso, no periodo de outubro de 2009 a outubro de 2011.

Dentre os ciliados bacterivoros observados, os livres natantes foram os mais abundantes, e

incluiram Paramecium aurelia, Metopus sp., Colpidium sp., Halteria grandinela seguido pelos
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sésseis que incluiram Vorticella spp. e Epistylis plicatilis; ciliados rastejantes, que incluiram
Sterkiella cavicola, Chilodonella uncinata, Aspidisca cicada, Euplotes aediculatus e ciliados
hipotriquideos nao identificados na andlise quantitativa. Os ciliados carnivoros observados
incluiram o livre natante Spathidium seppelti foissneri que foi o mais abundante, seguido pelo
ciliado séssil Podophrya fixa. As tecamebas observadas foram Arcella hemisphaerica,
Centrophyxis sp. € Euglypha sp., sendo a primeira mais abundante. Os espécimes de rotiferos
observados foram Rotaria sp. Os espécimes de nematdides observados foram Rhabditis sp.

(Tabela 26).

116



Tabela 26. Média dos organismos / mL detectados no biofiltro aerado submerso durante os
meses de outubro de 2009 a outubro de 2011.

Classificacao Taxon Fre%;f)n ca A&?;lfi?a
Minima Média Miéxima
Ciliados Bacterivoros
Livre Natante Paramecium aurelia 94,2 0 605,7 2670
Colpidium sp. 20,3 0 78,2 2000
Metopus sp. 21,7 0 13,6 330
Halteria grandinella 1.4 0 0,1 10
Rastejante Chilodonella uncinata 27,5 0 99,0 1000
Euplotes aediculatus 2,9 0 7,2 267
Aspidisca cicada 24,6 0 20,8 267
Sterkiella cavicola 2,9 0 0,6 20
Hipotrichida 23,2 0 46,1 630
Séssil Vorticella spp. 60,9 0 560,8 8500
Epistylis sp. 15,9 0 52,9 1410
Ciliados Carnivoros
Spathidium seppelti
Livre Natante foissneri 42,0 0 134,7 1800
Séssil Podophrya fixa 20,3 0 17,9 167
Amebas Nuas 23,2 0 26,0 250
Tecamebas Arcella hemisphaerica 20,3 0 7,7 141
Centropyxis sp. 42,0 0 122,5 2859
Euglypha sp. 30,4 0 65,8 2400
Flagelados 69,6 0 2486,2 100000
Rotiferos Rotaria sp. 81,2 0 897,0 4667
Nematoides Rhabditis sp. 40,6 0 130,7 1667
Anelideos Aeolosoma sp. 5.8 0 13,0 400

Ao longo do periodo de estudo Vorticella spp., Paramecium caudatum, pequenos
flagelados, rotiferos e Aeolosoma sp. foram os organismos componentes da microfauna com as

maiores médias de abundancia no lodo do biofiltro aerado submerso (Figura 23).
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Figura 23. Média dos organismos / mL detectados no biofiltro aerado submerso durante
os meses de outubro de 2009 a outubro de 2011.

Entre as espécies de protozodrios ciliados registradas no biofiltro aerado, 13 foram
encontradas em amostras frescas de lodo analisadas no dia da coleta, sendo que a maioria destes
se manteve também em condicdes de cultivo. Nas culturas, além das espécies observadas no dia
da coleta, também foram observados: Oxytricha sp., Tetmemena pustulata.

A microfauna do biofiltro aerado submerso registrada no presente estudo estd representada

nas figuras 24, 25 e 26.

118



Figura 24. Fotomicrografias de protozodrios ciliados livre natantes presentes no biofiltro aerado
submerso. a-b Paramecium aurelia; c: Metopus sp.; d: Colpidium sp.; e: Halteria grandinella; f:
Glaucoma sp.; g: Drepanomonas revoluta..; h-i: Spathidium seppelti foissneri; b, i: espécimes apOs
impregnacio pelo protargol. b, i: Barra = 50 um; c, e, g: Barra=10 pm
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Figura 25. Fotomicrografias de protozodrios ciliados rastejantes presentes no biofiltro aerado
submerso a: Chilodonella uncinata.; b-c: Acineria uncinata; d: Sterkiella cavicola; e-f: Euplotes
aediculatus..; g-i: Aspidisca cicada; j: Oxytricha sp.; k-1: Tetmemena pustulata; f, i, I: impregnacdo pelo
protargol. b: Barra = 10 pm; f: Barra = 50 um
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Figura 26. a-f: Fotomicrografias de protozodrios ciliados sésseis presentes no biofiltro aerado
submerso a-b: Epistylis plicatilis; c-d: Vorticella sp.; e-f: Podophrya fixa.; g-j: Fotomicrografia
de amebas g: Euglypha sp.; h: Arcella hemisphaerica; i: ameba nua; j: Centropyxis sp.; k-
l:Fotomicrografia de protozodrios flagelados k-Entosiphon sp.; 1: Peranema sp.; m: Lecane sp.;
n: Rotaria sp.; b, d: Ciliados impregnados pelo protargol.
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O nimero total de ciliados e flagelados, os grupos dominantes em cada coleta, o Indice
Bidtico do Lodo (IBL) bem como a classe do lodo por coleta no sistema em escala de bancada
estdo demonstrados na Tabela 27. Com relacao as classes conforme a qualidade do lodo fornecida
pelo IBL (Tabela 4), em 78,6 % das coletas o lodo apresentou classe IV, em 12,9 % das coletas
foi classe II e em 8,6% foi classe I. Os ciliados livre natantes e os flagelados foram predominates

ao longo das coletas.
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Tabela 27. Numero total de protozodrios ciliados e flagelados, grupos dominantes, Indice Biético do Lodo (IBL) e classe do
lodo por coleta no sistema em escala de bancada.

Total Ciliados o o . Nimero Pequenos
Amostra Protozoa bacterivoros Cslél;:;ii(;s raCsltle:?::tses Tecamebas Flagelados dor(l;;:;)r:)te* Degf;g;lde total de flagelados IBL QE;?iS;;fie
(n/ml) livre natantes J taxon (n/ml)

1 1600 1000 600 0 0 0 CLN <10° 2 <10 1 v

2 166 100 0 33 0 33 CLN <10° 4 >10 0 v

3 3500 2500 0 0 0 1000 CLN <10° 3 >10 0 v

4 334 334 0 0 0 0 CLN <10° 2 <10 1 v

5 3166 2333 0 833 0 0 CLN <10° 3 <10 1 v

6 3000 2000 0 1000 0 0 CLN <10° 3 <10 1 v

7 1500 1500 0 0 0 0 CLN <10° 3 <10 1 v

8 1000 1000 0 0 0 0 CLN <10° 2 <10 1 v

9 2167 1667 333 167 0 0 CLN <10° 3 <10 1 v
10 501 334 0 0 0 167 CLN <10° 3 >10 0 v
11 1666 1166 333 167 0 0 CLN <10° 4 <10 1 v
12 333 333 0 0 0 0 CLN <10° 1 <10 1 v
13 1532 766 533 233 0 0 CLN <10° 4 <10 1 v
14 1567 400 800 0 0 367 CS <10° 4 >10 3 v
15 2366 0 1233 0 0 1133 CLN <10° 3 >10 0 v
16 2200 333 1400 267 0 200 CLN <10° 4 >10 0 v
17 4832 333 1333 0 167 2999 FL <10° 4 >10 0 v
18 3000 300 700 100 0 1900 FL <10° 4 >10 0 v
19 1632 200 167 366 0 899 FL <10° 6 >10 1 v
20 2133 533 1467 133 0 0 CS <10° 3 <10 5 1
21 2400 533 600 600 0 667 FL <10° 4 >10 0 v
22 2000 133 1200 534 0 133 CS <10° 6 >10 6 11
23 1233 400 267 566 0 0 CLN <10° 4 <10 1 v
24 15600 133 3067 133 0 12267 CS <10° 4 >10 3 v
25 8834 67 367 33 0 8367 FL <10° 4 >10 0 v
26 100834 667 0 167 0 100000 FL <10° 3 >10 0 v
27 12333 2500 8500 1000 0 333 CS <10° 4 >10 3 v
28 6667 833 5000 667 0 167 CS <10° 4 >10 3 v
29 4400 2200 1000 700 0 500 CLN <10° 4 >10 0 v
30 9800 133 6667 167 0 2833 CS <10° 4 >10 3 v
31 2333 333 267 233 0 1500 FL <10° 5 >10 1 v
32 1133 200 133 200 267 333 FL <10° 7 >10 1 v
33 2467 0 0 0 2467 0 TA <10° 2 <10 6 I
34 180 0 20 20 140 0 TA <10° 3 <10 6 I
35 620 160 0 60 320 80 TA <10° 5 >10 5 111
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Tabela 27: Continuagio

Total Ciliados - - . Nimero Pequenos
Amostra Protozoa bacterivoros ig:slgizs raCsltlel:?:r(l)tses Tecamebas Flagelados dor(l}lfl?;)r:)te* Degf;g‘;lde total de flagelados IBL QE:\?isngie
(n/ml) livre natantes J taxon (n/ml)
36 1360 480 0 0 760 120 TA <10° 4 >10 4 I
37 3423 0 0 0 3423 0 TA <10° 3 <10 6 I
38 1480 200 0 0 1200 80 TA <10° 5 >10 5 11
39 1640 300 0 0 1340 0 TA <10° 3 <10 6 I
40 440 100 0 0 280 60 TA <10° 4 >10 4 I
41 5860 640 0 0 120 5.100 FL <10° 4 >10 0 v
42 280 0 0 0 260 20 TA <10° 4 >10 4 I
43 580 60 0 0 320 200 TA <10° 5 >10 5 1
44 620 420 40 40 120 0 CLN <10° 6 <10 2 v
45 1940 1420 220 0 280 20 CLN <10° 6 >10 0 v
46 240 70 0 30 40 100 CLN <10° 7 >10 0 v
47 180 60 0 20 100 0 TA <10° 5 <10 7 I
48 60 40 0 0 20 0 CLN <10° 2 <10 1 v
49 500 240 60 60 140 0 CLN <10° 7 <10 2 v
50 960 560 240 80 0 80 CLN <10° 5 >10 0 v
51 1520 800 400 20 140 160 CLN <10° 5 >10 0 v
52 620 40 280 40 40 220 CS <10° 5 >10 5 1
53 2260 160 820 60 0 1220 CS <10° 4 >10 4 1
54 300 120 20 80 0 80 CLN <10° 5 >10 0 v
55 560 560 0 0 0 0 CLN <10° 2 <10 1 v
56 960 900 0 0 60 0 CLN <10° 3 <10 1 v
57 860 340 20 40 0 460 FL <10° 5 >10 1 v
58 1620 240 60 240 0 1080 FL <10° 5 >10 1 v
59 3720 570 120 630 90 2310 FL <10° 8 >10 2 v
60 5430 270 1650 300 150 3060 FL <10° 9 >10 2 v
61 4440 1290 390 90 90 2580 FL <10° 7 >10 1 v
62 4830 840 60 30 180 3720 FL <10° 7 >10 1 v
63 4840 1320 360 20 200 2940 FL <10° 7 >10 1 v
64 2670 1170 270 150 210 870 CLN <10° 7 >10 0 v
65 2280 450 60 450 90 1230 FL <10° 6 >10 1 v
66 5100 2160 300 420 120 2100 CLN <10° 7 >10 0 v
67 7930 1710 390 150 60 5620 FL <10° 8 >10 2 v
68 4430 2760 330 90 150 1100 CLN <10° 8 >10 1 v
69 3660 2310 180 360 0 810 CLN <10° 6 >10 0 v
70 930 120 90 210 180 330 FL <10° 6 >10 1 v

*CS=Ciliado Séssil, CR=Ciliado Rastejante, TA=Tecameba, FL=Flagelados
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5.5 Avaliacdo do potencial predatorio de espécies de ciliados componentes da
microfauna.

Das espécies testadas ao longo do experimento, apenas os ciliados Euplotes aediculatus e
Sterkiella cavicola demonstraram potencial predatério sobre oocistos de Cryptosporidium spp. €
cistos de Giardia spp. (Figura 27). Os organismos Aspidisca cicada, Blepharisma sinuosum,
Epistilys plicatilis, Gastronauta aloisi e Vorticella convallaria ndo ingeriram cistos e 0ocistos,
sendo apenas observada interacdo com essas formas patogénicas, ou seja, a ciliatura somdtica ou
oral dos espécimes tocaram e/ou arrastaram os cistos e oocistos durante a sua movimenta¢ao, mas
em nenhum momento foi observado a predacao.

Quanto ao tempo de exposi¢io dos ciliados as formas patogénicas, foi possivel verificar
que em um intervalo de tempo de 6 a 40 minutos ocorreu a ingestdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. por E. aediculatus e apds 20 minutos foi observado espécimes ingerindo
cistos de Giardia spp. Nos experimentos foi possivel observar e quantificar cerca de 1 a 6
oocistos de Cryptosporidium spp. e de 1 a 2 cistos de Giardia spp. ingeridos por espécimes de E.
aediculatus. Em apenas um espécime de Sterkiella cavicola foi verificado a predacdo de cisto de

Giardia spp. e isso ocorreu apds 35 minutos de observacao.
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Figura 27. a) Euplotes aediculatus em campo claro; b) E. aediculatus em imunofluorescéncia e
campo claro apds predar oocisto (seta); c) Sterkiella cavicola em imunofluorescéncia e campo
claro apds predar um cisto (seta) e presenga de (*) cistos e (+) oocistos proximos ao ciliado; d) S.
cavicola em imunofluorescéncia e campo claro apds predacdo de um cisto (seta). Barra = 20 um
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5.6 Analise estatistica dos dados

5.6.1 Estacao de Tratamento de Esgoto Picarrao

Os diferentes periodos do estudo foram comparados por meio da Andlise da Variancia
(ANOVA) em relagdo as concentracdes de cistos de Giardia spp. detectados no esgoto bruto,
sendo que foram observadas diferencas significativas entre os trimestres analisados (Tabela 28).

Tabela 28. Comparag¢dao multipla de médias das densidades de cistos de Giardia spp. no
Esgoto Bruto entre os trimestres do ano na ETE Pigarrio.

Trimestre Média Média n Valor F P Agrupamento
cistos /L Log. (cistos de Duncan*
/L)

T2/2010 40.000 10,5967 3 4,73 0,0048 C
T3/2010 133.333 11,5952 3 AB
T4/2010 160.000 11,9614 3 A
T1/2011 133.333 11,7304 3 AB
T2/2011 120.000 11,6560 3 AB
T3/2011 66.667 11,0587 3 B,C
T4/2011 93.333 11,4249 3 AB
T1/2012 40.000 10,5967 3 C

*Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas de acordo com o teste de comparacdo multipla de Duncan.
P= Probabilidade.

Quando comparadas as densidades de cistos detectados no esgoto bruto com os
parametros fisicos e quimicos do esgoto bruto, apenas foram observadas correlacOes negativas
significativas entre a densidade de cistos com a concentragdo de 6leos e graxas (r = -0,670; P =
0,001; n = 24), surfactantes (r = -0,495; P = 0,018; n = 24) e solidos suspensos totais (r = -0,517;
P =0,023; n=24).

Para as densidades de cistos no efluente tratado e os dados fisicos e quimicos do mesmo

foram observadas correlagdes positivas significativas com o pH (r = 0,453; P =0,026; n=24) e
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turbidez (r = 0,595; P = 0,002; n = 24); e correlacdo negativa significativa com a concentragdo de
Oleos e graxas (r =-0,414; P =0,044; n = 24).

Correlacdo positiva significativa foi observada entre a densidade de cistos e os ciliados
carnivoros (r = 0,547; P = 0,006; n = 24) presentes no tanque de aeracao.

Os resultados da correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade dos grupos de
protozodrios ciliados do tanque de aeracdo e os dados fisicos e quimicos do efluente do RAFA da
ETE Picarrio estdo demonstrados na Tabela 29.

Tabela 29. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade dos grupos de protozodrios
ciliados do tanque de aeracdo e dados fisicos e quimicos do efluente do RAFA da ETE Picarrdo.

Cor DBO; AOV AT AP ST SSV
lsé‘;tﬁ““’m 0223 0.458* 0.027 0.464* 0.495%  0.612*  0.569*
P 0373 0.047 0.899 0.041 0014 0048 0015
N 18 23 24 24 24 23 23
Ea“e.““’“’ 0.704%*  0.607%  -0.479% 0.603* 0.565% -0.557%  -0.576*
astejante r
P 0.001 0.026 0.018 0.030 0021 0035  0.037
N 18 23 24 24 24 23 23
Carnivoro
Livre 0053 0.787* -0.198 -0.025 0272 0075  0.176
Natante r
P 0835 0.047 0.354 0.906 0.198 0735 0421
N 18 23 24 24 24 23 23
Carnivoro 0.623* 0.166 -0.027 -0.224 0.183  -0.031  -0.032
Séssil r
P 0029 0.450 0.899 0.294 0392 0887  0.884
N 18 23 24 24 24 23 23

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlagdo Significativa p< 0.05
AOV=Acidos Organicos Volateis, AT=Alcalinidade Total, AP=Alcalinidade Parcial, ST=S6lidos Totais,
SSV=Sdlidos Suspensos Volateis
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Os resultados da correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da
microfauna do tanque de aeracdo e os dados fisicos e quimicos do efluente do RAFA da ETE
Picarrdo estao demonstrados nas Tabelas 30 e 31.

Tabela 30. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da microfauna do
tanque de aeragdo e dados fisicos e quimicos do Efluente do RAFA da ETE Picarrdo.

pH Cor  AOV AT AP  DBOs  DQO
Gastronauta aloisi r 0272 0.572% 0363  0.111 0202 0.601%* 0.184
P 0.198 0048 0031 0606 0344  0.004 0.390
N 24 18 24 24 24 23 24
Acineria uncinata . 0083 -0.119 -0.166 0.520% 0349  0.153 0.078
P 0701  0.637 0438 0041 0035  0.486 0.717
N 24 18 24 24 24 23 24
Aspidisca cicada p 0.067 0.622% -0.456*  0.123  0.166 0.532% 0.321
P 0755  0.006 0025 0566 0437  0.029 0.127
N 24 18 24 24 24 23 24
Vorticella spp. r 0.166 0.597* 0068 0.415% 0.627* 0.638*  0.471%
P 0439 0010 0752 0044  0.001  0.002 0.020
N 24 18 24 24 24 23 24
Arcella hemisphaerica 0.445% -0304 0077 0.576* 0066 0.521%  0.774%
P 0049 0220 0720 0011 0758  0.033 0.042
N 24 18 24 24 24 23 24
Euglypha sp. r 0215 -0.141 0263 0.543%*  0.172  0.702%*  0.685%
P 0312 0576 0214 0001 0422  0.027 0.039
N 24 18 24 24 24 23 24
Pequenos Flagelados 7 -0.563*  0.155 0076 -0.655% 0286  0.048 0.204
P 0039 0539 0724 0039 0175  0.827 0.338
N 24 18 24 24 24 23 24
Rotifera , 0.498% 0245 0079 0086 0265 0.887*  0.547*
p 0013 0327 0714 0691 0211  0.037 0.037

N 24 18 24 24 24 23 24

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlacdo Significativa p< 0.05
AOV=Acidos Organicos Volateis, AT=Alcalinidade Total, AP=Alcalinidade Parcial
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Tabela 31. Correlacao linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da microfauna
do tanque de aeracdo e dados fisicos e quimicos do Efluente do RAFA da ETE Picarrio.
(Continuacdo da Tabela 30)

ST SDT SST
Gastronauta aloisi -0.429* 0.064 -0.196
0.041 0.782 0.358
23 21 24
Acineria uncinata 0.117 -0.484* -0.289
0.595 0.026 0.171
23 21 24

-0.635* 0.070 0.117
0.027 0.763 0.585
23 21 24
0.517* 0.297 0.343
0.048 0.192 0.100

Aspidisca cicada

Vorticella spp.

23 21 24

Arcella hemisphaerica 0.604* 0.109 -0.160
0.035 0.637 0.455

23 21 24

0.527* -0.082 -0.150
0.016 0.723 0.483

Euglypha sp.

Zw YT Z2®9ITZWITZ9ITZ2T"IT ZYT ZT T

23 21 24

Rotifera 0.347 0.193 0.568*
0.104 0.401 0.06

23 21 24

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlagdo Significativa p< 0.05
ST= s6lidos totais; SDT=sdlidos dissolvidos totais; SST=sdlidos suspensos totais

A densidade dos grupos de ciliados do tanque de aeracdo também foi comparada, por meio
da correlacdo linear de Pearson, com os dados fisicos e quimicos do efluente tratado da ETE

Picarrdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 32.
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Tabela 32. Correlagado linear de Pearson (r) entre a densidade dos grupos de ciliados do
tanque de aeragao e dados fisicos e quimicos do Efluente Tratado da ETE Pigarrao.

pH cor  Turbidez DBO:s NKT ST

Bactf:ri\.foro r 0,422% -0,660% 0,257 -0,540% 0,015 -0,544*
Séssil— p 0,042 0,030 0,125 0,045 0,930 0,046
N 37 37 37 37 37 37

Bacterivoro 0,438 -0,593* -0,554* -0,685%  -0,545%* 0,082
Rastejante p 0,041 0,016 0,032 0,047 0,006 0,628
N 37 37 37 37 37 37

Camnivoro 0,022 0,111 -0,039 0,086 0,168 -0,516*
NLaltz;ete P 0,895 0,513 0,820 0,611 0,322 0,011
N 37 37 37 37 37 37

Carnivoro -0,180 0,122 0,004 0,099 -0,040 0,101
Séssil p 0.286 0,473 0,983 0,559 0,814 0,552

N 37 37 37 37 37 37

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlacdo Significativa p< 0.05
ST=S6lidos Totais, NKT= nitrogénio kjeldahl total

Os resultados da correlagdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da
microfauna do tanque de aeracdo e os dados fisicos e quimicos do efluente tratado da ETE

Pigarrdo estdo demonstrados nas Tabelas 33 e 34.
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Tabela 33. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da microfauna do tanque de aeracdo e dados fisicos e
quimicos do Efluente Tratado da ETE Picarrao.

oD* pH cor Turbidez Fosfato Total DBOs DQO NKT Nitrato
Gastronauta aloisi r 0.511* 0.240 -0.553* -0.551* 0.141 -0.519* -0.565%* -0.583** -0.280
P 0.022 0.159 0.035 0.036 0.418 0.027 0.000 0.000 0.098
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Acineria uncinata r 0.529%* 0.499* 0.259 0.110 -0.164 -0.775% 0.246 0.134 -0.063
P 0.032 0.077 0.127 0.523 0.346 0.027 0.155 0.436 0.714
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Aspidisca cicada r 0.479* 0.145 -0.645* 0.177 0.050 -0.424* 0.249 -0.659* -0.533*
P 0.030 0.399 0.039 0.302 0.776 0.016 0.149 0.033 0.047
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Vorticella spp. r 0.618* 0.269 0.098 0.106 0.214 -0.555* -0.501* 0.090 0.221
P 0.02 0.113 0.569 0.538 0.217 0.075 0.002 0.600 0.196
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Epistylis plicatilis r 0.599* 0.261 -0.548%* -0.520% 0.018 0.119 0.108 -0.127 -0.016
P 0.033 0.124 0.006 0.011 0.916 0.489 0.538 0.462 0.926
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Arcella hemisphaerica  r 0.558%* 0.092 -0.639* 0.006 0.158 -0.453 -0.698 -0.716%* 0.030
P 0.040 0.595 0.038 0.973 0.364 0.137 0.255 0.009 0.864
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Euglypha sp. r 0.116 -0.141 -0.570* 0.149 0.273 -0.091 -0.060 -0.557* -0.261
P 0.508 0.412 0.003 0.385 0.113 0.596 0.730 0.023 0.125
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Pequenos Flagelados r -0.715% -0.415* 0.612* -0.084 0.077 0.141 -0.223 0.535* 0.186
P 0.038 0.039 0.048 0.625 0.659 0.411 0.198 0.039 0.278
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36
Rotifera r 0.650* 0.155 0.113 0.112 -0.531* 0.203 0.141 0.049 0.210
P 0.039 0.366 0.513 0.516 0.037 0.236 0.419 0.778 0.219
N 35 36 36 36 35 36 35 36 36

#*Correlagdo Significativa p<0,01, *Correlagdo Significativa p< 0.05 , *OD = Oxigénio Dissolvido do Tanque de Aeragdo. NKT= nitrogénio kjeldahl tota
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Tabela 34. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da microfauna do
tanque de aeragao e dados fisicos e quimicos do Efluente Tratado da ETE Pigarrao.

ST SDT SST Sulfato Sulfeto
Gastronauta aloisi T -0.5131* 0.1109 -0.5227* 0.2149 -0.0375
P 0.0445 0.5195 0.0183 0.2081 0.8279
N 36 36 36 36 36
Acineria uncinata r -0.626* 0.263 0. 670%* 0.116 -0.086
P 0.013 0.122 0.001 0.499 0.618
N 36 36 36 36 36
Vorticella spp. r -0.629* 0.141 0.142 0.099 0.221
P 0.045 0411 0.408 0.567 0.195
N 36 36 36 36 36
Epistylis plicatilis r -0.557* -0.346 0.120 0.294 -0.062
P 0.033 0.039 0.487 0.082 0.031
N 36 36 36 36 36
Euglypha sp. r -0.614* -0.146 0.063 0.085 -0.041*
P 0.041 0.397 0.713 0.621 0.045
N 36 36 36 36 36
Rotifera r -0.729* -0.630* -0.046 0.519%* -0.517%
P 0.033 0.049 0.791 0.001 0.032
N 36 36 36 36 36

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlacdo Significativa p< 0.05
ST=Sélidos Totais, SDT= Sélidos Dissolvidos Totais, SST=S6lidos Suspensos Totais

5.6.2 Sistema Combinado em Escala de Bancada

Os diferentes periodos do estudo foram comparados por meio da Analise da Variancia
(ANOVA) em relacdo as concentragdes de cistos de Giardia spp. detectados no lodo do filtro

anaerdbio, sendo que foram observadas diferencas significativas entre os trimestres analisados

(Tabela 35).
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Tabela 35. Compara¢do multipla de médias das densidades de cistos de Giardia spp. no
lodo do Filtro Anaerdbio, entre os trimestres estudados, do Sistema Combinado em Escala de
Bancada.

Trimestre Média Média log. n Valor F P Agrupamento
cistos / L (cistos / L) de Duncan*®

T4/2009 533333 10,5008 3 5,40 0,0045 C
T1/2010 46666,7 10,7318 3 C
T2/2010 73333,3 11,1939 3 B.C
T3/2010 66666,7 11,0980 3 B.C
T1/2011 240000 12,2087 3 A
T2/2011 200000 12,1925 3 A
T3/2011 160000 11,9614 3 AB

*Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas de acordo com o teste de comparagdo multipla de Duncan.
P= Probabilidade.

Quando comparadas as densidades de cistos detectados no filtro anaerébio com os
parametros fisicos e quimicos do esgoto bruto, apenas foi observada correlacdo positiva
significativa entre a densidade de cistos com a concentracdo de solidos suspensos totais (r =
0,451; P =0,037; n = 11). Também houve correlagdo positiva significativa entre a densidade de
cistos no lodo do filtro anaerébio e a concentragdo de solidos suspensos totais no mesmo (r =
0,438; P=0,022; n = 12).

Para as densidades de cistos no lodo do biofiltro aerado submerso e os dados fisicos e
quimicos do efluente do biofiltro aerado submeso foram observadas correlacdes positivas
significativas com o pH (r = 0,422; P = 0,040; n = 17) e sélidos suspensos totais (r = 0,630; P =
0,035; n=12).

A densidade dos grupos de ciliados do biofiltro aerado submerso foi comparada, por meio
da correlagdo linear de Pearson, com os dados fisicos e quimicos do efluente do filtro anaerdbio,

o qual alimenta o biofiltro aerado submerso. Os resultados estdo apresentados na Tabela 36.
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Tabela 36. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade dos grupos de ciliados do
Biofiltro Aerado Submerso e dados fisicos e quimicos do Filtro Anaerébio.

AP AT AOV  DQO  DBOs NTK NH, SST

Bagt?rfv."“’s 0.116 0114 0067  0.190 0.447* 0533 0550 0.533*
€Sse1s r

P 0506 0513 0702 0273 0007 0431 0631  0.083

N 35 35 35 35 35 35 35 17

Blj‘“ef.wo“’s 0.521*%  0.594* -0.512*  0.525%  0.060 0.720*  0.560*  -0.053
astejantes I

P 0001  0.000 002 0014 0734 0083 0001  0.840

N 35 35 35 35 35 35 35 17

Bacterivoros

Li 0.338 0.378 0.613* 0.456%* 0.672% 0.378 0.385 0.713%*
ivre Natantes I

P 0.047 0.025 0.03 0.006 0.030 0.025 0.022 0.001

N 35 35 35 35 35 35 35 17
**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlacdo Significativa p< 0.05
AP=alcalinidade parcial; AT=alcalinidade total; AOV=dcidos organicos volateis; NTK= nitrogénio kjeldahl total;
SST=s6lidos suspensos totais

Os resultados da correlagdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da
microfauna do biofiltro aerado submerso e os dados fisicos e quimicos do efluente do filtro

anaerobio estdo demonstrados nas Tabelas 37 e 38.
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Tabela 37. Correlacao linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da microfauna
do Biofiltro Aerado Submerso e dados fisicos e quimicos do Filtro Anaerébio.

pH Temp. AP AT AOV DQO
Paramecium caudatum r 0.509 -0.530 0.293 0.330 -0.021 0.506*
P 0.015 0.081 0.088 0.053 0.905 0.015
N 35 35 35 35 35 35
Epistylis sp. r 0.637* 0.120 -0.372 -0.425 -0.215 0.510%*
P 0.027 0.491 0.028 0.011 0.215 0.014
N 35 35 35 35 35 35
Vorticella spp. r 0.227 -0.496 0.520%* 0.586%** 0.133 0.534*
P 0.191 0.002 0.012 0.003 0.445 0.028
N 35 35 35 35 35 35
Hipotrichida r 0.536%* -0.141 0.596%** 0.537** 0.413 0.541**
P 0.001 0.418 0.002 0.001 0.014 0.001
N 35 35 35 35 35 35
Podophrya sp. r 0.076 -0.133 0.500%* 0.410%* -0.134 0.519*
P 0.663 0.445 0.017 0.015 0.441 0.036
N 35 35 35 35 35 35
Spathidium seppelti
foissneri . 0.247 -0.519* 0.635% 0.521%* 0.530 0.115
P 0.153 0.001 0.043 0.003 0.328 0.510
N 35 35 35 35 35 35
Euglypha sp. r 0.464* -0.545% 0.151 0.233 0.099 0.195
P 0.009 0.001 0.388 0.178 0.573 0.263
N 35 35 35 35 35 35
Arcella sp. r 0.176 0.198 0.737% 0.836% -0.219 -0.187
P 0.313 0.253 0.029 0.036 0.207 0.282
N 35 35 35 35 35 35
Centropyxis sp. r -0.046 -0.382 0.257 0.631%* -0.086 -0.006
P 0.792 0.024 0.135 0.067 0.624 0.973
N 35 35 35 35 35 35
Flagelados r -0.529* -0.079 -0.539* -0.402 0.049 0,352
P 0.010 0.652 0.046 0.017 0.778 0.055
N 35 35 35 35 35 35
Rotifera r -0.120 -0.579%* 0.758** 0.806%** 0.019 0.533*
P 0.491 0.004 0,001 0,001 0914 0.047
N 35 35 35 35 35 35

**Correlagdo Significativa p<0,01 *Correlacao Significativa p< 0.05
AP=alcalinidade parcial; AT=alcalinidade total; AOV=acidos orginicos volateis
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Tabela 38. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da microfauna
do Biofiltro Aerado Submerso e dados fisicos e quimicos do Filtro Anaerébio.

NTK NH, Nitrito Nitrato SST SSv
Paramecium caudatum r 0.433 0.534* 0.261 0.014 0.601* -0.333
P 0.053 0.047 0.130 0.937 0.011 0.191
N 35 35 35 35 17 17
Aspidisca sp. r 0.072 0.556* 0.582 0.533  -0.553* -0.108
P 0.683 0.750 0.224 0.051 0.040 0.680
N 35 35 35 35 17 17
Hipotrichida r 0.427  0.550%* 0.405 0.059 -0.343 -0.208
P 0.001 0.001 0.016 0.736 0.178 0.424
N 35 35 35 35 17 17
Vorticella spp. r 0.422 0.440 0.012 0.067 0.511%* 0.569*
P 0.012 0.008 0.947 0.702 0.016 0.048
N 35 35 35 35 17 17
Spathidium seppelti 0001 -0.001  -0.194 0441  0.504*  0.283
foissneri r
P 0.994 0.994 0.264 0.008 0.039 0.270
N 35 35 35 35 17 17
Podophrya sp. r 0.422 0422  -0.538% 0.081 0.070 0.001
P 0.012 0.012 0.026 0.644 0.789 0.997
N 35 35 35 35 17 17
Arcella sp. r 0.736*  0.533%* -0.238 -0.151 -0.282 -0.411
P 0.034 0.005 0.169 0.388 0.273 0.101
N 35 35 35 35 17 17
Centropyxis sp. r -0.528%* 0.282 0.153 0.079 -0.216 0.008
P 0.011 0.101 0.381 0.651 0.406 0.975
N 35 35 35 35 17 17
Flagelados ro -0.533*  -0.334% 0.232 -0.016 0.516* -0.425
P 0.051 0.050 0.181 0.929 0.034 0.089
N 35 35 35 35 17 17
Rotifera r 0.809%%  (.813%% 0.212 0.084 -0.397 -0.278
P 0.000 0.000 0.220 0.631 0.115 0.280

N 35 35 35 35 17 17
**Correlagdo Significativa p<0,01 *Correlacao Significativa p< 0.05
NTK= nitrogénio kjeldahl total; SST=s6lidos suspensos totais; SSV=s6lidos suspensos volateis
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A densidade dos grupos de ciliados do biofiltro aerado submerso foi comparada, por meio
da correlagdo linear de Pearson, com os dados fisicos e quimicos do efluente do biofiltro aerado

submerso (efluente tratado do sistema). Os resultados estdo apresentados na Tabela 39.
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Tabela 39. Correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade dos grupos de ciliados do Biofiltro Aerado Submerso e dados
fisicos e quimicos do Biofiltro Aerado Submerso (Efluente tratado).

Temp. oD AP AT AOV DQO DBO NTK NH4 Nitrito

lsgg‘ggévoms . 10.534%%  0.509%*  0.485%  (.494* 20405  -0.719%%  -0.636%* -0.409 20412 0.339

p 0.009 0.002 0.023 0.033 0.016 0,001 0.000 0.042 0.032 0.046

N 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35

Bacterivoros 0260  0.713% 0.065 0.077 0.144  -0.591*%  -0.502%  -0.553%*  -0.542% -0, 590%*
Rastejantes r

p 0.132 0.047 0.710 0.659 0.409 0.031 0.025 0.046 0.010 0.002

N 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35

Bacterivoros 0307  0.652% -0.384 -0.390 0370 -0.538%%  -(.524%* -0.400 -0.403 -0.105
Livre Natantes r

p 0.072 0.001 0.023 0.020 0.029 0.001 0.001 0.017 0.016 0.547

N 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlagdo Significativa p< 0.05
AP=alcalinidade parcial; AT=alcalinidade total; AOV=dcidos organicos volateis; NTK= nitrogénio kjeldahl total.
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Os resultados da correlacdo linear de Pearson (r) entre a densidade das espécies da
microfauna do biofiltro aerado submerso e os dados fisicos e quimicos do efluente do biofiltro
aerado submerso estdo demonstrados nas Tabelas 40 e 41.

Tabela 40. Correlacdo linear de Pearson (r) entre as espécies da microfauna do Biofiltro
Aerado Submerso e dados fisicos e quimicos do Biofiltro Aerado Submerso.

pH  Temp. OD AP AT AOV  DQO  DBO
Paramecium 0304 0263 0547  -0.341  -0.347 0319 -0.531%F -0.498**
caudatum r
P 0076  0.26 0004 0045 0041 0062 0001  0.002
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Hipotrichida ~ r  -0.441  -0.161 0.566**  0.530%  0.528* -0.586 -0414  -0.423
P 0008 0357 0000 0031 0021 0000 0014 0011
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Episylissp. ~ r 0363 -0.109  0.730%  -0.356 0355 0432 -0425 -0.530%
P 0032 053 0020 0036 0037 0009 0011  0.008
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Vorticellaspp. r  -0.092 -0.535%* 0418  -0.380 -0.393 0233  -0.600 -0.570
P 0598 0001 0012 0024 002 078 0000  0.000
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Spathidium
seppelti 0.169 -0.508** 0269 0.508* 0.511%  0.046 -0.005 -0.296
foissneri r
P 0331 0002 0118 0036 0024 079 0977  0.084
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Eugyphasp.  r  0.038 -0.573% 0440 0277 0286 0309 -0.358 -0.511%
P 0828 0000 0008 0107 009 0071 0035  0.002
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Arcella sp. ro 0147 0192 0.691*  0.582* 0.630*  0.160 0332 0270
P 0398 0269 0016 0031 0082 0360 0051  0.117
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Centropyxis ~ r  0.085  0.637* -0.732 0283 0303 0203 0392  0.514*
P 0627 0027 0057 0100 0077 0242 0020  0.002
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Rotifera ro-0.553%  -0.553*  0.667%  0.858*  0.866* -0.623* -0.840% -0.836*
P 0001 0031 0020 004 0033 0012 0026 0031
N 35 35 35 35 35 35 35 35
Nematoda ro 0225 -0538* 0224 0111 0121 0073 0252 -0.449%
P 0195 0001 0195 0525 048 0676 0145  0.007
N 35 35 35 35 35 35 35 35

**Correlagdo Significativa p<0,01, *Correlacdo Significativa p< 0.05 AT=alcalinidade total, AP=alcalinidade
parcial, AOV=i4cidos organicos volateis
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Tabela 41. Correlacdo linear de Pearson (r) entre as espécies da microfauna do Biofiltro
Aerado Submerso e dados fisicos e quimicos do Biofiltro Aerado Submerso.

NTK NH4 Nitrito Nitrato SST SSV
Paramecium 0.354 0.357 0.120 0.125 -0.582 -0.468
caudatum r
P 0.037 0.035 0.494 0.475 0.050 0.058
N 35 35 35 35 17 17
Aspidisca sp. r -0.053 -0.042 0.159  -0.553% 0.134 0.123
j2 0.761 0.810 0.362 0.010 0.607 0.639
N 35 35 35 35 17 17
Hipotrichida r -0.543%  -0.554*% 0.006 0.364 0.349 0.310
P 0.021 0.031 0.974 0.032 0.170 0.226
N 35 35 35 35 17 17
Vorticella spp. r -0.398 -0.398 -0.297 -0.054 0.559* 0.127
j2 0.018 0.018 0.084 0.756 0.015 0.628
N 35 35 35 35 17 17
Arcella sp. r -0.346 0.337 0.575% 0.581* 0.293 0.228
P 0.042 0.048 0.019 0.045 0.253 0.380
N 35 35 35 35 17 17
Rotifera r -0.878%  -0.875% 0.134 0.389 -0.034 -0.033
j2 0.000 0.000 0.443 0.021 0.896 0.901
N 35 35 35 35 17 17

**Correlagdo Significativa p<0,01
*Correlagdo Significativa p< 0.05
NTK= nitrogénio kjeldahl total, SSV=sélidos suspensos volateis, SST=s6lidos suspensos totais
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6. DISCUSSAO

Com o aumento da populacio humana, em nivel global, tem ocorrido uma crescente
escassez de reservas de dgua doce, principalmente aquelas de boa qualidade. Além disso, em
algumas regides, a diminui¢@o da precipitacdo anual ou chuvas anuais muito intensas, nas quais a
dgua é fracamente absorvida pelo solo também contribuiu para a escassez. Para resolver o
problema da falta de 4dgua, tem sido proposto o emprego de efluente de esgoto tratado, quando
apresenta baixo nivel de contaminantes quimicos e microbioldgicos, para uso doméstico,
industrial e fins agricolas com alegacdo de que ndo representaria ameacga para a saide humana
(CACCIO et al., 2003; KUNKEL et al., 2013).

A importancia de critérios microbiolégicos e parasitologicos rigidos para o controle da
contamina¢cdo de dgua de reuso tem sido enfatizada repetidamente. Nos paises considerados
desenvolvidos as doencgas parasitdrias mais comuns sdo causadas pelos protozoarios dos géneros
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. € sdo transmitidos principalmente pela dgua (KARANIS et
al., 2007; DUFOR et al, 2012; KOTHAVADE, 2012). Em paises em desenvolvimento,
principalmente na Asia, Africa e América Latina, cerca de 200 milhdes de pessoas apresentam a
giardiose sintomatica com aproximadamente 500.000 novos casos por ano (SAVIOLI et al.,
2006; THOMPSON, 2009; THOMPSON e SMITH, 2011). Giardiose e criptosporidiose sao
também infeccdes comuns de animais domésticos e silvestres, os quais lancam um grande
nimero de cistos e oocistos no ambiente (THOMPSON e MONIS, 2012). Estes cistos e oocistos
sdo resistentes aos desinfetantes, na concentracdo utilizada em estacdes de tratamento de dgua

para reduzir a contaminagdo bacteriana (FAYER et al., 2000a; SLIFKO et al., 2000).
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As Estacdes de Tratamento de Esgoto tem um papel fundamental para redugdo da
densidade de contaminantes tanto quimicos quanto biolégicos a partir do esgoto bruto. Porém,
quando ocorrem alteracdes no desempenho do sistema, o efluente pode oferecer um grande risco

para a populacdo, principalmente, se a jusante estiver presente estacdes de tratamento de dgua.

6.1 Investigacao da presenca de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. e avaliacao da

remocao de cistos e oocistos.

6.1.1 Estacao de Tratamento de Esgoto Picarrao

O sistema bdsico de tratamento adotado na ETE Picarrdo € de Reator Anaerébio de Fluxo
Ascendente (RAFA) seguido de Lodos Ativados Convencional. Este sistema é considerado mais
eficiente se comparado aos sistemas convencionais que utilizam apenas o tratamento anaerdbio
ou o tratamento aerébio isoladamente, pois geram um volume menor de residuos sélidos, sdo
mais econdmicos, produzem efluente de boa qualidade e, além disso, a combinag¢do torna
possivel a remocdo de nitrogénio e, algumas vezes, fésforo (ABREU e ZAIAT, 2008
CHERNICHARO, 2007).

O efluente tratado da ETE Picarrdo € lancado no ribeirdo Picarrdo, o qual estd classificado
como classe 4, conforme Decreto 8468/77 — Sdo Paulo. O mesmo faz parte da Bacia
Hidrografica do rio Capivari, que com excecdo deste ribeirdo, os demais corpos d’dgua estdo
classificados como classe 2.

Conforme o Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, Resolucdo no.

430/2011para langamento de efluentes em corpos d’dgua classe 4, o efluente da ETE Picarrao,
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durante o periodo estudado, foi considerado dentro dos limites da legislagdo, pois teve uma
eficiéncia de remog¢do de DBOs de 89,07 + 6, o efluente tratado apresentou uma DBOs média de
30,06 £ 8,25 mg O,/ L e média de pH de 7,31 + 0,30.

Muitos estudos tém identificado altos niveis de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em lodo tratado e lodo de esgoto sem tratamento (CHARLES et al., 2003;
RIMHANEN-FINNE et al., 2004; BRIANESCO e BONADONNA, 2005; MONTEMAYOR et
al., 2005; CANTUSIO-NETO et al., 2006; GRACZYK et al., 2007, 2008; CHENG et al., 2009).
A presenca destes protozodrios em lodo resultante de um processo de tratamento de esgoto tem
um impacto negativo direto sobre a satde publica. Isto representa um fator de risco, pois se este
residuo ndo for disposto adequadamente em aterros sanitdrios, os protozoarios podem ser levados
através de escoamento superficial para mananciais utilizados para captacdo de dgua para ETA,
recreacio e para utilizagdo na agricultura (CACCIO et al., 2003; RIMHANEN-FINNE et al.,
2004; GALE, 2005; HUTCHISON et al., 2005).

O efluente tratado de ETE municipais, quando lancado em 4guas superficiais utilizadas
para captacdo e tratamento para tornd-la potavel e, fins recreativos, também constitui um fator de
risco a sadde quando a ETE ndo consegue remover de forma adequada estes protozodrios (LUCY
et al. 2008). Este risco para a sadde publica é de longa duracdo, pois os oocistos de
Cryptosporidium e os cistos de Giardia spp. podem permanecer infectantes por varios meses no
meio ambiente, a dose infectante para ambos € baixa (MEDEMA et al., 2006; NAUMOVA et al.,
2007) e outros animais podem se infectar por meio dos mananciais contaminados mantendo o
ciclo dos protozodrios no ambiente (HUTCHISON et al., 2005).

SATO et al. (2013) pesquisaram Giardia spp. € Cryptosporidium spp. na dgua superficial

usada para abastecimento publico em quatro regides do estado de Sao Paulo com alta densidade
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populacional. Os autores observaram que a maioria das amostras que apresentaram positividade
para Cryptosporidium spp. eram provenientes da regido metropolitana de Campinas. Além disso,
foram observadas as maiores densidades de oocistos de Cryptosporidium spp. (6 / L) se
comparadas as demais regides estudadas.

Segundo Nasser et al. (2012), a contamina¢do das dguas superficiais por Giardia spp., em
nivel mundial, varia de 26 a 43%, sendo que a concentracido de cistos observada em diversos
estudos realizados em diversos paises variou 0,3 a 100 cistos / L. Com relag@o ao esgoto bruto,
em 25 estudos realizados em 17 paises com as mais diversas condi¢des socio econdmicas, 21
(84,6%) apresentaram positividade para Giardia spp. com concentragdes de cistos que variaram
de 0,23 a 100.000 cistos / L) (NASSER et al., 2012). Devido as altas taxas de contaminac¢ao do
esgoto por Giardia, o descarte de esgoto ndo tratado em mananciais que sdo utilizados como
fonte de dgua para abastecimento publico e/ou a aplicagdo na agricultura podem ser responsaveis
por surtos epidémicos de giardiose colocando toda a populacdo em risco.

As andlises realizadas durante os 24 meses na ETE Picarrdo indicaram altas concentracdes
de cistos de Giardia spp. no esgoto bruto com uma média de 98.333 cistos / L. Entretanto,
observou-se uma grande remocdo de cistos pelo RAFA, sendo que o lodo do RAFA apresentou
uma média de 281.167 cistos / L e o efluente do RAFA apresentou uma média de 193 cistos / L.
Nota-se um acimulo de cistos no lodo do RAFA, pois foram encontradas concentracdes mais
elevadas de cistos neste ponto, se comparado ao esgoto bruto. O efluente do RAFA abastece o
tanque de aeracdo, porém observou-se uma concentragdo média de 123.667 cistos / L no lodo
recirculado do tratamento aerébio, demonstrando que também ocorre um acimulo de cistos neste

ponto.
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A presenga de 6leos e graxas pode influenciar na deteccdo dos cistos no esgoto bruto, pois
os mesmos apresentam certa hidrofobicidade na membrana cistica tendendo a permanecer
associados as particulas hidrofébicas de gordura (HSU e HUANG, 2002). Durante as andlises foi
utilizada uma solucao contendo Tween80® para facilitar a remog¢ao dos cistos destas particulas,
porém o resultado da andlise da correlagdo indicou que o teor de 6leos e graxas influenciou
negativamente na detec¢@o dos cistos no esgoto bruto mesmo utilizando a solucdo detergente. As
amostras de esgoto bruto, apds a concentracdo por meio da centrifugacdo em solucdo de eluicao,
muitas vezes apresentavam um sedimento bastante volumoso em relacdo ao sobrenadante
dificultando a visualizacdo do protozodrio durante a andlise da ldmina de RID. Tal dificuldade
pode explicar a correlacdo negativa entre a densidade de cistos detectados no esgoto bruto e a
concentracao de s6lidos suspensos totais no mesmo.

Quando correlacionadas as densidades de cistos com os parametros fisicos e quimicos do
efluente tratado foram observadas correlacdes positivas com a turbidez e o pH e, também, foi
observada correlacdio negativa com O6leos e graxas. Segundo Cantusio Neto et al. (2010),
caracteristicas da amostra de dgua, tais como, silica, presenca de 4cidos himicos, bactérias, algas,
metais, matéria organica em decomposi¢do, bem como variagdes do pH e da turbidez, sao fatores
criticos que podem afetar negativamente a sensibilidade das diversas metodologias para detecc¢ao
de cistos e oocistos.

No més de janeiro de 2011 iniciou-se a andlise do lodo condicionado de esgoto. As maiores
concentracdes médias de cistos foram observadas no lodo do RAFA e neste ponto (274.667 cistos
/ L) demonstrando que os cistos ficam retidos no lodo tanto do tratamento anaerébio (RAFA)
quanto do tratamento aerdbio e, apds a centrifugacdo dos lodos excedentes e digeridos, os

mesmos ficam concentrados no lodo condicionado.
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Neste estudo foram observadas concentragdes muito elevadas de cistos de Giardia spp.,
principalmente nas amostras de lodo do RAFA e do lodo condicionado, se comparado a outros
estudos ja realizados (BONATTI, 2007; CHENG et al., 2009).

Castro-Hermida et al. (2008) avaliaram a prevaléncia e as concentracdes de
Cryptosporidium spp. € G. duodenalis em 12 efluentes de ETE que sdo liberados em uma bacia
hidrografica da Galicia na Espanha onde hd vdrias dreas de lazer, praias fluviais e dreas de
bombeamento para estacdes de tratamento de 4dgua potdvel. Os autores detectaram cistos e
oocistos em todas as amostras de afluente e efluente durante todo o ano de andlise. A densidade
de cistos de G. duodenalis no afluente variou de 89 a 8.305 / L e a densidade de oocistos de
Cryptosporidium spp. variou de 6 a 350 / L. No efluente tratado as densidades foram de 2 a 390
oocistos / L e 79 a 2.469 cistos / L.

No caso da ETE Picarrdo avaliada, o efluente tratado apresentou baixas concentracdes de
cistos (média de 65 cistos / L), apresentando eficiéncia de remoc¢ao, que variou de 99,8 a 100%
semelhante a observada em outros estudos (CASTRO-HERMIDA et al., 2008; CHENG et al.,
2009).

Observou-se que a maior parte dos cistos foi removida por meio do lodo do RAFA, sendo
que o lodo produzido pela ETE apresentou concentragdes que variaram de 40.000 a 880.000
cistos / L.

Fu et al. (2010) avaliaram a remocdo de cistos de Giardia spp. por meio de tratamento de
esgoto por sistemas bioldgicos. Os autores observaram que a maior taxa de remog¢ao ocorreu no
tanque de oxidacdo (2,6 logjp), seguido por tratamento anaerdbio-anéxico (2,04 logyp) e lodo
ativado convencional (1,68 log;p). Caccio et al. (2003) obtiveram resultados similares aos de Fu

et al. (2010) quando avaliaram tanque de oxidacdo seguido de sedimentacdo e lodo ativado
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convencional com 94,5% e 72,1 - 88% de remocao, respectivamente. Nasser et al. (2012)
sugerem que o longo tempo de retencdo do tanque de oxidag¢do pode contribuir para a maior
eficiéncia na remog¢ao dos cistos.

O maior tempo de detencdo hidrdulica do sistema combinado anaerdbio/aerébio da ETE
Picarrdo pode ter contribuido para as altas taxas de remocdo de cistos. A combinacdo de
tratamento anaerébio (RAFA) seguido de lodo ativado convencional apresenta um tempo de
retengdo do esgoto de 22 h. O tratamento utilizando somente lodo ativado convencional apresenta
normalmente um tempo médio de reten¢do de 6 horas (SPERLING, 1996).

Lim et al. (2007) defendem a hipé6tese que o alto tempo de retencdo do esgoto em lagoas e
em tanques de aeracdo prolongada € o principal fator para remoc¢ao de Giardia spp. Os mesmos
observaram que o emprego da aeracdo prolongada e um tempo de retencdo de 8 a 24 horas
resultou em 96% de remocgao de cistos de Giardia spp.

Lonigro et al. (2006) observaram altas taxas de remocdo de cistos (99,9%) quando
avaliaram um sistema de tratamento de esgoto com ultrafiltracdo. Para a avaliagdo das amostras
de efluente os pesquisadores utilizaram reacdo de imunofluorescéncia e nested PCR e observaram
que algumas amostras estavam livres de cistos.

Virios estudos mostram que os cistos de Giardia spp. sdo muito prevalentes em amostras
de esgoto em vdrias partes do mundo, o que pode refletir as taxas de infeccdo da populacio
mundial (NASSER et al., 2012). Por consequéncia, a descarga de esgoto in natura ou a sua
aplicacdo na agricultura contribui significativamente para a transmissdao de Giardia spp. No
Brasil, a presenca de cistos de Giardia spp. ja foi detectada em amostras de lodo de esgoto

dispostas em leiras, mesmo apdés 90 dias de exposi¢io a luz solar (BONATTI, 2007),
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empregando-se o método de centrifugo-concentragdo seguida de clarificacdo com éter (SANTOS
et al., 2004).

Ao longo dos 24 meses de estudo, apenas em trés destes foram registrados a presenca de
oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras de efluente do RAFA, lodo do RAFA e lodo
condicionado da ETE Picarrdo. Em outros estudos, utilizando amostras ambientais, ja realizados
no Brasil (FRANCO et al., 2001; GREINERT et al., 2004; HACHICH et al., 2004; SANTOS et
al., 2004; CANTUSIO-NETO et al., 2006; GUIGUET-LEAL, 2008; SATTO et al., 2013) e em
outros, ao redor do mundo, (CACCIO et al., 2003; LIU et al., 2011; KISTEMANN et al., 2012;
GALLAS-LINDEMANN et al., 2013) também se observa uma menor detec¢do de oocistos de
Cryptosporidium spp. em relagdo a cistos de Giardia spp.

Os oocistos apresentam carga superficial negativa que resulta no aumento das forgas
eletrostdticas com determinadas particulas de carga diferentes (positivas) promovendo uma maior
adesdo destes com diferentes particulas e sedimentos (SEARCY et al., 2005). Desta forma, a
recuperagdo de oocistos a partir de amostras ambientais pode ser dificultada, devido a essas
interacOes eletrostaticas, mesmo quando se utiliza solu¢do surfactante que interage com a carga
superficial dos oocistos.

Alguns estudos tem demonstrado a capacidade de rotiferos e ciliados (FAYER et al.,
2000b; STOTT et al., 2001; STOTT et al., 2003) em predar oocistos de Cryptosporidium spp.
presentes em sistemas de tratamento aerdbios.

Neste estudo, verificou-se correlacdo positiva entre a densidade de cistos de Giardia spp.
e ciliados carnivoros presentes no tanque de aeracdo. Apesar dos ciliados carnivoros nao atuarem
diretamente na remog¢ao de bactérias e outras particulas do meio, eles podem contribuir de forma

indireta na remocao destas, uma vez que exercem a predacdo dos ciliados bacterivoros.
150



6.1.2 Sistema combinado em escala de bancada

O sistema construido em escala de bancada, assim como a ETE Pigarrdo, também apresenta
a combinacao de tratamento anaerdbio e aerdbio. A principal diferenga entre os dois sistemas € a
forma como a biomassa se desenvolve, no sistema em escala de bancada a biomassa permanece
aderida, o que aumenta bastante a idade do lodo em relagdo a sistemas em que a biomassa
desenvolve-se dispersa.

O sistema combinado anaerdbio/aerébio visava a remog¢do de nitrogénio total (nitrificacio-
desnitrificacdo). A melhor condi¢do operacional do sistema foi obtida com a razdo de
recirculacdo q/Q = 4,0, o que ocasionou taxas de aplicacdo hidréulica, de 2,3 e 4,2 m’ /m? d
(TDH de 5,0 e 2,7 horas) para o FA e BAS, respectivamente (FOCO, 2010). Nestas condi¢des as
eficiéncias de remog¢do de DQO, NTK e NT foram de 92 + 4%, 94 £+ 8% e 83 + 8%,
respectivamente, com concentragdes médias efluentes de 49 + 10 mg DQO /L, 1,1 £ 0,6 mg N-
NH, /L, 22+ 1,1 mg N-org / L, 0,12 + 0,11 mg N-NO, /L e 8,1 + 2,6 mg N-NOs /L. Essas
condi¢cdes sdo consideradas Otimas para um sistema que visa além da remocdo da matéria
organica carbondcea a remogao de nitrogénio total (FOCO, 2010).

Além da avaliacdo da remoc¢do de parasitos em um sistema alternativo, salienta-se que
grande parte do esgoto utilizado no sistema era proveniente do Hospital das Clinicas da
UNICAMP. O esgoto hospitalar apresenta uma grande variedade de compostos quimicos
utilizados em tratamento, limpeza e desinfec¢do. Além disso, apresenta uma imensa variedade de
patégenos que sdo eliminados principalmente pelas fezes e urina. O tratamento adequado deste
tipo de esgoto é de fundamental importancia para protecao dos mananciais e para protecao da
saide publica. Os protozodrios Giardia spp. € Cryptosporidium spp. estdo muito presentes em

esgoto domésticos porém, estudos sobre a quantificacdo de Giardia spp. € Cryptosporidium spp.
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e a remocdo destes, por meio de um sistema que trata esgoto hospitalar, ainda sdo pouco
realizados.

Os resultados das andlises parasitoldgicas realizadas mostram elevadas concentragdes de
cistos de Giardia spp. no lodo acumulado do filtro anaerébio (FA) com média de 130.000 / L,
concentracdes menores no lodo acumulado no biofiltro aerado submerso (BAS) com média de
44.000 / L e uma menor observa¢do no lodo proveniente do decantador (DEC), onde apenas
foram detectados cistos nos meses de margo a julho de 2011 com média de 40.000 / L. Estes
resultados foram semelhantes aos observados na ETE Picarrdo, onde a maior parte dos cistos de
Giardia spp. foi removida pelo RAFA e concentrou-se no lodo condicionado da ETE.

No més de janeiro e fevereiro de 2011 foram detectadas concentracdes elevadas de cistos
de Giardia spp. de 360.000 cistos / L e 280.000 cistos / L, respectivamente. Estas concentracoes
elevadas podem ser atribuidas ao periodo entre agosto de 2010 e fevereiro de 2011, quando nao
houve descarte de lodo e ocorreu acimulo de lodo. A remog¢do média no FA foi de 63,4 +17,4%.
A remog¢do no BAS foi de praticamente 100% durante todo o estudo. Porém, entre os meses de
marco a junho de 2011 o sistema de aerac@o apresentou problemas e o BAS ficou comprometido
ocorrendo deteccdo de cistos de Giardia spp. no lodo do decantador. Assim, ndo houve remocao
de cistos no sistema aerébio nos méses de marco e maio de 2011, mostrando que a aeracdo é de
fundamental importancia para a manutencdo da biomassa e por consequéncia, remoc¢dao dos
cistos. Nos meses seguintes, até julho de 2011, o sistema voltou a operar normalmente e os cistos
passaram a ser removidos pelo BAS.

Os oocistos de Cryptosporidium spp. por apresentarem tamanho bastante reduzido,
variando de 3 a 8 um, podem ser envolvidos por sélidos presentes no lodo impedindo a sua

visualizagdo por meio da microscopia de fluorescéncia. Isto pode ter ocorrido no més de
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novembro/2009 o que explicaria a sua detec¢c@o apenas no lodo do BAS. No més de janeiro/2010
foram detectados oocistos no lodo do FA, porém nao foram encontrados no BAS, demonstrando
que o sistema anaerébio, assim como ocorreu na ETE Picarrdo, foi eficiente na remocao de
0ocistos.

Segundo Searcy et al., (2006), a associagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. com
comunidades que compdem o biofilme pode influenciar na propagagdo deste protozodrio pelo
meio ambiente e pelos processos de tratamento de dgua. Os pesquisadores observaram a captura e
retencdo de oocistos de Cryptosporidium, sob condi¢des laboratoriais, em biofilme de
Pseudomonas aeruginosa. Ap0s a captura, os mesmos permaneceram retidos no biofilme por
mais de 24 horas e, apds este periodo foram liberados no meio.

Segundo Rogers e Keevil (1995), os oocistos de Cryptosporidium spp. podem residir varios
meses em camadas de biofilme, tais como aqueles dentro de tubos de distribuicido de dgua e, em
seguida, serem relancados ao meio. Além disso, sabe-se que determinados protozoarios de vida
livre e rotiferos sdo capazes de alimentar-se sobre camadas de biofilme e/ou sobre a microfauna
associada (SIBELLE et al., 1998).

Essa associagdo ao biofilme pode ter influenciado na retencdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. e, possivelmente também dos cistos de Giardia spp. no sistema estudado,
pois 0 mesmo € constituido por biomassa aderida. O biofilme é composto por uma matriz
heterogénea de substincias poliméricas extracelulares compostas de polissacarideos, proteinas,
lipidios e 4cidos nucleicos, na qual estdo presentes os micro-organismos produtores destas
substancias, outros organismos associados e particulas coloidais que se depositam
(COSTERTON et al., 1995). As caracteristicas morfoldgicas e quimicas dos biofilmes oferecem

condi¢des adequadas para deposicao e retencao de oocistos de C. parvum (SEARCY et al., 2006).
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6.2 Caracterizacao molecular das espécies de Giardia e Cryptosporidium

O método 1623 (USEPA, 2005) e, atualmente, o método1623.1 (USEPA, 2012) da Agéncia
de Protecao Ambiental dos EUA sdo referéncia mundial para andlise de amostras ambientais. O
método 1623.1 preconiza a utiliza¢do de ensaio de imunofluorescéncia para detec¢do dos cistos e
oocistos e a confirmacdo utilizando marcacdo com DAPI e visualiza¢do dos organismos por meio
de DIC. Os métodos moleculares nao sdo utilizados rotineiramente para detec¢do das espécies de
Giardia e Cryptosporidium em amostras ambientais (KOTHAVADE, 2012), sendo, normalmente
empregados como ferramenta complementar nestas anélises.

Neste trabalho, as amostras positivas para cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. foram caracterizadas molecularmente visando conhecer as fontes de
contaminac¢do do esgoto e o risco associado para humanos dependendo do modo de transmissao
de cada espécie (espécies zoondticas ou antropondticas).

6.2.1 Cryptosporidium spp.

Todas as amostras positivas para Cryptosporidium spp. por meio da RID, quatro da ETE
Picarrdo e duas do sistema em escala de bancada, também foram positivas pela Nested PCR. As
amostras concentradas apenas por centrifugacdo e sem a separagdo imunomagnética (IMS)
apresentaram melhor concentracdo do material genético e puderam ser genotipadas.

Mesmo utilizando os testes de diluicdo, as amostras com IMS apresentaram resultados
positivos com a presenca de bandas fracas na reacdo de Nested-PCR. Observou-se a presenca da
banda correspondente ao fragmento de 826 pb apenas nas primeiras reagdes de amplificacao
sugerindo uma possivel degradacdo do material genético nas reagdes subsequentes. Anceno et al.
(2007), visando a reducdo dos custos nas andlises moleculares, propds um protocolo para

utilizacdo da PCR sem a purificacdo prévia das amostras por meio da IMS. Os pesquisadores
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obtiveram bons resultados melhorando a técnica de extracdo dos cistos e oocistos empregando
tiocianato de guanidina e etapa de sonicacdo. No presente trabalho, mesmo utilizando apenas o
kit comercial, os resultados das andlises sem a etapa da IMS foram melhores e sugerem que esta
etapa pode ser suprimida em testes posteriores, o que contribuiu para reducdo do custo das
andlises.

O sequenciamento das amostras resultou em perfis compativeis com C. hominis e C.
parvum, sendo que das amostras da ETE Picarrdo, uma amostra foi compativel com C. hominis e
trés com C. parvum e as duas amostras do sistema em escala de bancada foram compativeis com
C. hominis.

C. parvum e C. hominis sdo as principais espécies infectando tanto os hospedeiros humanos
imunocompetentes como os imunocomprometidos. Diversos estudos t€ém indicado que em todo o
mundo, mais de 90% das infec¢des nos seres humanos sio causadas por C. hominis e C. parvum,
embora a percentagem real dos casos atribuida a cada espécie varia geograficamente (LEONI et
al, 2006;. XIAO e RYAN, 2004; XIAO e FENG, 2008). C. parvum infecta bovinos e outros
ruminantes, além do homem; apresenta, portanto, um ciclo zoonético (FRANCO, 2007). C.
hominis € naturalmente infectante para seres humanos e macacos Rhesus, embora ja tenha sido
encontrado em peixe-boi marinho (MORGAN et al., 2000), caprinos, ovinos e bovinos
(CHALMERS e KATZER, 2013). Assim, C. hominis tem um ciclo predominantemente
antroponético (FELTUS et al., 2006) As espécies C. parvum e C. hominis sdo as principais
espécies incriminadas nos surtos de veiculagdo hidrica, nos dltimos 25 anos (FRANCO, 2007).

A presenca de C. parvum e C. hominis nas amostras provenientes da ETE Picarrao estd de
acordo com a caracteristica do esgoto que chega a ETE, onde em alguns pontos ocorre a mistura

clandestina de dguas pluviais ao esgoto doméstico nos periodos de chuva intensa. Nas ETE do
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municipio de Campinas € proibida a ligacdo das dguas pluviais a rede de esgoto. Porém, a
Coordenadoria de Cadastro Técnico, da Geréncia de Controle de Perdas e Sistemas da SANASA
realiza mensalmente cerca de 2.500 vistorias e emite aproximadamente 200 notificagdes para
moradores que despejam dgua da chuva na rede coletora (SANASA). A ETE Picarrdao estd
localizada em uma regido do municipio de Campinas, onde poder ser observada, além da intensa
urbanizacgao, também dreas de pequenas fazendas com criacdo animal.

O achado de C. hominis no esgoto tratado pelo sistema em escala de bancada € coerente por
tratar-se de esgoto hospitalar o qual recebe o esgoto das enfermarias de Moléstias Infecciosas e
Pediatria do Hospital das Clinicas da UNICAMP, onde estdo os individuos pertencentes aos
principais grupos de risco de aquisicdo de C. hominis. Os oocistos foram detectados em apenas
dois meses no sistema em escala de bancada, porém apresentado concentragdes bastante elevadas
(20.000 - 40.000 oocistos / L) indicando que a concentracdo dos mesmos nas fezes deve ser alta.
Um estudo com criancas de creches no Reino Unido, utilizando na andlise das fezes a separacao
imunomagnética e microscopia de imunofluorescéncia, relatou uma concentracio de 13.367
oocistos por grama de fezes nas criancas infectadas com C. hominis, ja nas criancas com C.
ubiquitum a concentracdo de oocistos por grama de fezes foi de 3.471 (DAVIES et al., 2009).

Uma revisdao de estudos de epidemiologia molecular parece indicar que, em paises em
desenvolvimento, as infec¢des por Cryptosporidium spp. sdo adquiridas principalmente através
da transmissao antropondtica, sendo C. hominis responsavel por 70 a 90% das infec¢des humanas

(XTAO e FAYER, 2008; XIAO e FENG, 2008).
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6.2.2 Giardia spp.

Todas as amostras positivas para Giardia spp. por meio da reacdo de imunofluorescéncia
provenientes da ETE Picarrao foram caracterizadas molecularmente e 75% (18/24) foram
aferidas como positivas pela PCR (Figura 5) e puderam ser sequenciadas.

A maior parte das amostras sequenciadas apresentou perfil compativel com a assembleia
AlI (12 amostras) que sugere uma origem antropondtica dessas amostras (BOWMAN e LUCIO-
FOSTER, 2010). Além disso, duas amostras foram identificadas como pertencentes a assembleia
BIV também comumente associada a amostras clinicas humanas. Quatro amostras pertencentes a
assembleia C que costuma ser identificada em cdes e gatos. Na ETE Picgarrdo, possivelmente,
ocorre a mistura clandestina entre dguas pluviais e o esgoto doméstico o que contribui para que
fezes de animais estejam presentes no esgoto da cidade. Além disso, muitas pessoas tem a pratica
de colocar fezes de animais domésticos nos vasos sanitarios.

Com relacdo ao sistema em escala de bancada, tratando esgoto hospitalar, 15 amostras
foram analisadas, 12 foram positivas por meio da PCR e foram sequenciadas. A assembleia A foi
a mais frequente sendo observada em 7 amostras e, dentre elas, 6 puderam ser sub genotipadas e
resultaram em perfil compativel com assembleia AIl. A assembleia B foi observada em 3
amostras, sendo que 2 resultaram em perfil compativel com a assembleia BIV e uma amostra foi
identificada como pertencente a assembleia C.

Segundo Thompson (2004), os subgenétipos All e BIV apresentam potencial antroponético
e os subgendtipos Al e BIII, potencial zoonético. Estudos realizados em vérias regides do mundo
demonstraram que o subgenétipo All de G. duodenalis é o mais comumente associado com a
infec¢do em seres humanos (CACCIO e RYAN, 2008; XIAO e FAYER, 2008). Ja os animais sdo

frequentemente parasitados pelo subgenétipo Al de G. duodenalis; o subgenétipo All € mais
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raramente detectado em animais, embora tenha sido identificado em amostras fecais de cies e
gatos e outros hospedeiros vertebrados (XIAO e FAYER, 2008; SPRONG et al, 2009;
BALLWEBER et al, 2010).

Devido a inconstancia das delimitacdes da assembleia A, ainda ocorrem problemas para a
realizacdo de associacOes dentro das sub-assembleias que incluem caes, gatos e humanos, mas a
maioria das evidéncias sugere que na maioria das vezes cdes e gatos estdo infectados com as
assembleias C, D, e F e, em algumas ocasides, Al (BOWMAN e LUCIO-FOSTER, 2010).

Até o momento, os genétipos C, D, E, F, e G, sdo considerados hospedeiros especificos de
outros animais, com potencial zoondtico minimo (CACCIO e RYAN, 2008; THOMPSON e
SMITH, 2011). Os gendtipos C e D tipicamente infectam os canideos, mas também foram
encontrados em gatos (CACCIO e RYAN, 2008).

Apesar da especificidade parasitiria de G. duodenalis pertencente ao genotipo C ser
amplamente associada a infeccio de caes, recentemente, foi relatada a ocorréncia deste genotipo
em fezes humanas, por meio da amplificacio de fragmentos do gene pf-giardina e

sequenciamento (SOLIMAN et al, 2011).

6.3 Avaliacao da microfauna do lodo ativado

Os processos bioldgicos de tratamento de esgoto visam reduzir a carga de poluicdo a niveis
aceitdveis e produzir um efluente clarificado. Estes processos podem ser considerados como
ecossistemas construidos submetidos a condicdes extremas. Os microrganismos presentes no
esgoto, principalmente bactérias e protozodrios desempenham um papel fundamental, e sua

caracterizacdo se torna um indicador importante no controle operacional do processo. A andlise
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microbioldgica traz informacdes importantes que se relacionam com o comportamento do
processo de tratamento biolégico (MADONI, 2011; MADONI, 1994; 1993)

Os protozodrios s@ao um dos componentes mais comuns nestes ecossistemas artificiais e
desempenham um papel importante nos processos de purificagdo de dguas residudrias. Os
protozodrios sdo responsdveis por melhorar a qualidade do efluente, mantendo a densidade de
populacdes dispersas bacterianas por predacdo. Os estudos das relagdes entre protozodrios e os
parametros fisicos e quimicos e operacionais tém revelado que a estrutura de espécies destas
comunidades é um indicador de eficiéncia da ETE (MADONI, 2011).

Dos organismos que compdem a microfauna do lodo ativado da ETE Picarrdo, os
protozodrios, em especial os ciliados, foram os grupos mais frequentes e abundantes ao longo do
presente estudo. Os ciliados sdo geralmente os protozodrios mais abundantes nas comunidades de
sistemas de tratamento de esgoto (MADONI, 2011). A funcdo primaria dos ciliados no sistema €
a clarificacdo do efluente e na auséncia destes organismos, o efluente apresenta elevadas DBOs e

turbidez devido a presenca de bactérias (VELESSARD & BIHAN, 2003).

6.3.1 Estacao de Tratamento de Esgoto Picarrao

Entre as espécies de protozodrios ciliados registradas na ETE Picarrdo, 25 foram
encontradas em amostras frescas de lodo ativado analisadas no dia da coleta e 11 ocorreram
apenas nas culturas, totalizando 36 espécies de protozodrios. Dubber e Gray (2011a), em estudo
realizado em 11 ETE na Irlanda que empregavam diversos sistemas de tratamento aerdbio,
encontraram no total 24 espécies de protozodrios ciliados pertencentes a 20 géneros; Martin-
Cereceda et al. (1996) encontraram 23 espécies de protozodrios ciliados e 16 géneros quando

estudaram vdérias estacdes de tratamento de esgoto por lodos ativados. Ressalta-se que no
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presente trabalho foram identificadas as espécies, por meio da técnica de impregna¢do com
protargol, e os resultados foram correlacionados com os parametros fisicos e quimicos e sio
poucos os trabalhos que tem esta abordagem (DUBBER e GRAY, 2011a; LEE et al., 2004;
MADONI, 2003).

As espécies mais comumente encontradas na ETE Picarrdo, as quais incluiram Vorticella
spp. (94,7%), Aspidisca cicada (97,4%), Gastronauta aloisi (86,8%), Acineria uncinata (84,2%),
Epistylis plicatilis (84,2%), foram semelhantes aos ciliados identificados com maior frequéncia
em outros estudos. Dubber e Gray (2011a), em estudo que avaliou a comunidade de protozodrios
em onze ETE na drea metropolitana de Dublin na Irlanda, observaram com maior frequéncia os
ciliados Acineria uncinata, V. convallaria, Epistylis entzii, A. cicada e Trithigmostoma
cucullulus. Cockburn (1970), em pesquisa realizada em ETE do Reino Unido, encontrou com
maior frequéncia A. uncinata, V. convallaria, V. microstoma, V. alba, Opercularia coarctata,
Euplotes moebiusi e A. cicada. Madoni et al. (1993) compararam a microfauna do lodo ativado
de 17 estacdes de tratamento de dguas residuais na Itdlia e também observou V. convallaria, A.
cicada e A. uncinata como sendo as espécies mais comuns no lodo ativado. Martin-Cereceda et
al. (1996), estudando lodos ativados, observaram com maior frequéncia ciliados dos géneros
Vorticella spp. (93%) e Epistylis spp. (85%).

As espécies Paramecium aurelia (2,6%), Metopus sp. (5,3%), Chilodonella uncinata
(7,9%), Drepanomonas revoluta (5,3%), Euplotes aediculatus (13,2%), Carchesium sp. (5,3%) e
Opercularia sp. (18,4%) foram encontrados com menor frequéncia e abundancia em todas as
amostras.

Considerando a abundancia relativa dos grupos da microfauna, os resultados do presente

estudo corroboram com aqueles obtidos por outros autores (MADONI, 1994; MARTIN-
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CERECEDA et al., 1996; ZHOU et al., 2008), que observaram que os ciliados sésseis e os
rastejantes sdo 0s grupos mais representativos em tanques de aeracdo com lodo ativado em
condicao estavel.

Portanto, as populacdes de ciliados que predominaram no tanque de aeracdo da ETE
Picarrdo foram os ciliados sésseis e rastejantes que se desenvolvem associados ao floco. Os
ciliados sésseis e os rastejantes sdo mais bem adaptados ao lodo ativado devido sua capacidade de
associar-se aos flocos; sendo os sésseis firmemente fixados por um pedinculo enquanto os
rastejantes apresentam cirros ou cilios para mover sobre a superficie do floco (ZHOU et al. 2008)

Liu et al. (2008), também observaram a mesma predominancia estudando sistema
combinado anaerdbio/andxico/aerobio. Segundo Madoni (1994), a predominancia destes grupos
indica uma estabilidade dindmica em um ecossistema de lodos ativados muito eficiente. Outros
estudos também observaram que a predominancia de ciliados sésseis e rastejantes indica
estabilidade do tanque de aeracdo e eficiéncia na clarificacdo do efluente (MARTIN-
CERECEDA et al, 1996; SALVADO et al, 1995).

Quando calculado o indice biético do lodo (IBL) da ETE Picarrao (Tabela 24) e observadas
as classes de qualidade (Tabela 4) (54% das amostras, classe I; e 46%, classe II), verificou-se
estabilidade do sistema durante todo o estudo. Segundo Madoni (1994), um sistema de lodos
ativados que apresenta na maior parte do tempo lodo classe I é considerado bem colonizado
apresentando estabilidade do lodo com excelente atividade bioldgica e 6timo desempenho do
sistema. Neste caso, o IBL foi uma ferramenta util e fidedigna para avaliacdo da qualidade do
lodo da ETE Picarrao.

Quando correlacionados os grupos predominantes e os dados fisicos e quimicos verificou-

se que os ciliados bacterivoros sésseis apresentaram correlagdo positiva com os sdlidos totais do
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efluente do RAFA (afluente), indicando que este grupo € importante na remocdo do material
particulado que chega ao tanque de aeracdo, pois quando correlacionados com os parametros do
efluente tratado, observou-se correlacdo negativa com a cor, DBOs e sélidos totais. As espécies
de Vorticella spp. apresentaram correlagdo positiva com a cor, alcalinidade parcial e DBOs do
afluente e correlacdo negativa com DBOs do efluente tratado indicando que, provavelmente, ¢ um
dos grupos mais importantes dentro dos ciliados sésseis na remocdo de matéria organica.
Papadimitriou et al. (2010), estudando a microfauna de leitos cultivados (wetlands), também
verificaram correlacdo negativa entre Vorticella spp. € DBOs do efluente sugerindo que estas
espécies sao importantes na remog¢ao de compostos organicos do esgoto.

Ntougias et al. (2011), estudando um sistema com aeracdo intermitente, observaram
correlagcdo positiva entre os ciliados sésseis, os sélidos em suspensio, a DBOs e a concentracao
de amonia do afluente. Os mesmos autores observaram um aumento na abundancia de ciliados
sésseis quando a carga organica aumentou de 0,403 kg de DBOs/ m’dia para 0,773 kg de DBOs/
m’dia. Segundo Lee et al. (2004) e Ntougias et al. (2001), os ciliados sésseis podem ser utilizados
como indicadores de remog¢do de carga organica, possivelmente por filtracdo de particulas e de
bactérias dispersas. No caso da ETE Picarrdao a carga organica média durante o estudo foi de
0,310 + 0,140 kg DBOs/ m’dia 0 que permitiu o crescimento tanto de ciliados sésseis como
também de rastejantes. Conforme Madoni (2003), a maioria dos hipotriquios (ciliados
rastejantes) desaparece quando a carga orgénica fica acima de 0,6 Kg de DBOs/ m’dia e, quando
a carga orgénica permanece entre 0,1 a 0,3 Kg de DBOs/ m’dia, uma maior variedade de espécies
de ciliados com uma maior distribui¢do na arvore dos grupos funcionais pode ser observada. As

espécies V. convallaria e A. cicada sdo igualmente abundantes em diversas cargas organicas
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sendo menos sensiveis as variagcdes (MADONI, 2003). Estas espécies de ciliados foram as mais
frequentes (94,7% e 97,4%, respectivamente) nas amostras da ETE Pigarrao.

Os ciliados bacterivoros rastejantes apresentaram uma correlacdo positiva com a cor,
alcalinidade total e DBOs do efluente do RAFA, o qual abastece o tanque de aeracdo, e
correlacdo negativa com a cor, turbidez, DBOs e nitrogénio total do efluente tratado indicando
que este grupo contribui para a remog¢do tanto da matéria orgénica carbondcea como também atua
nos processos de nitrificacdo. Estes resultados corroboram com os de Madoni (1994) que,
estudando 44 plantas de lodo ativado, também observou uma forte correlacdo positiva entre a
remocgao de nitrogénio, DBOs, cor e a densidade de ciliados rastejantes nos tanques de aeragao.

O ciliado A. cicada apresentou correlacao negativa com a concentracao de solidos totais no
afluente e também correlagdo negativa com a cor, nitrogénio total e nitrato do efluente tratado.
Estes resultados corroboram com os de Dubber et al. (2011a) que também verificaram correlagdo
negativa entre esta espécie e a concentracao de nitrato no efluente sugerindo participacio de A.
cicada nos processos de desnitrificacao.

No presente estudo, G. aloisi foi outro ciliado rastejante que apresentou altos valores de
frequéncia e abundancia relativa no lodo da ETE Picarrdo. Espécies do género Gastronauta sao
comumente encontradas em ambientes de dgua doce, salobra ou em musgos, porém, o relato da
ocorréncia em plantas de tratamento de esgoto € escasso. Oberschmidleitner e Aescht (1996)
descreveram pela primeira vez a morfologia de G. aloisi encontrada no lodo ativado de uma ETE
na Austria, mas os autores ndo apresentaram dados de correlagio com pardmetros fisicos e
quimicos.

O ciliado G. aloisi foi bastante frequente nas amostras da ETE Picarrdo e apresentou

correlagcdo positiva com OD e correlagdo negativa com a cor, turbidez, DBOs, DQO e nitrogénio



total do efluente tratado, indicando relacdo com a remocdo da matéria organica carbonicea e
nitrogénio. Esses resultados poderdo contribuir para o melhor conhecimento a cerca da
biogeografia desta espécie e sua importancia no tratamento de esgoto por lodos ativados, pois na
literatura nao existem outros relatos da ocorréncia dessa espécie em sistemas de tratamento
bioldgico de esgoto. O presente estudo trata do segundo registro da ocorréncia dessa espécies em
sistema de lodos ativados.

A. uncinata também apresentou correlagdo positiva com OD e negativa com a DBOs do
efluente tratado, sugerindo que esta espécie participa da remog¢do da matéria organica. Madoni
(1996) relata que a alta abundancia dessa espécie ocorre quando a carga do lodo € baixa. Segundo
Arregui et al. (2012), espécies do gé€nero Acineria sdo bastante comuns em estagdes de
tratamento de esgoto, porém sdo poucos os estudos que correlacionaram as espécies com 0S
parametros das ETE estudadas. Lee et al. (2004) ndo observaram correlacdo entre A. uncinata e
os parametros fisico e quimicos quando avaliaram o lodo ativado de uma esta¢do piloto nos EUA.
Pérez-Uz et al. (2010) relatam que Acineria spp. demonstra nao ter uma relacdo significante com
a remoc¢do de nitrogénio. Dubber e Gray (2011a) relataram que A. uncinata foi a espécie mais
comum nas ETE da Irlanda e verificaram forte correlacdo entre esta espécie e os sélidos
suspensos volateis (r = 0.940, p < 0.01), porém a correlagdo sé foi observada com valores
extremamente altos de SSV (195 mL/g). Quando a densidade foi comparada com uma faixa de
valores de SSV menores (49 — 64 mL/g) ndo foram observadas correlagdes, indicando que esta
espécie resiste a grandes variagdes de SSV no meio e possivelmente contribuiu para sua remocao.
Conforme Salvadé (2001), A. uncinata é considerada uma espécie indicadora de condicao poli-

alfamesosaprébica, ou seja, vive em ambiente com fortissimo teor de carga organica e pode
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alimentar-se tanto de bactérias como também pode exercer a predacdo principalmente sobre
protozodrios flagelados.

A ocorréncia de espécies de ciliados carnivoros livre natantes como componentes da
microfauna do lodo ativado ja foi registrada na literatura por outros autores (CURDS e
COCKBURN, 1970; MADONI e GHETTI, 1981; MADONI, 1994; MARTIN-CERECEDA et
al., 1996; LEITNER e FOISSNER, 1997; ETTI et al., 2000, CHEN, et al., 2004, LEE et al.,
2004; LIU et al., 2008; SIQUEIRA-CASTRO e SILVA-NETO, 2009).

Os ciliados carnivoros observados incluiram os livres natantes Litonotus sp. com frequéncia
de 36,8%, Loxophylum sp. (15,8%), Dileptus sp. (7,9%) e Trachelius sp. (2,6%), sendo que os
dois primeiros foram os mais abundantes com 66,8 / mL e 43,2 /mL respectivamente. Os ciliados
carnivoros sésseis observados foram Tokophrya quadripartita (50%), Podophrya fixa (42,1%),
Discophrya sp. (15,8%), e Sphaerophrya sp. (2,6%) e Acineta sp. (2,6%). T.quadripartita e P.
fixa foram as mais abundantes com 63 / mL e 48,1 / mL de abundancia média, respectivamente.
Esses resultados corroboram com outros estudos realizados em sistemas de lodos ativados
(MADONI, 2011). Dubber e Gray (2011a) observaram abundancias médias de ciliados
carnivoros que variaram de 0 a 133 / mL em estudo realizado em 11 ETE na Irlanda, porém as
espécies de suctdrias (ciliados carnivoros sésseis) nao foram identificadas.

Conforme Liu et al. (2008), Martin-Cereceda et al. (1996) e Lee et al. (2004) os ciliados
carnivoros, quando estdo em grande abundancia, podem indicar deficiéncia na sedimentacdo do
lodo. Liu et al. (2008) observaram que na estacdo de tratamento que apresentava uma abundancia
relativa superior de carnivoros ciliados, havia uma ma sedimentagao de lodo (IVL médio de 197
mL/g). Zhou et al. (2008) relataram que os ciliados carnivoros e os flagelados apresentaram

correlagdo positiva com os sélidos suspensos volateis do efluente tratado, sugerindo que estes
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grupos podem ser utilizados como indicadores de ma sedimentagdo do lodo. Martin-Cereceda et
al. (1996) e Lee et al. (2004) também relataram correlacdo positiva entre oS protozodrios
carnivoros, principalmente Litonotus lamella, e os sélidos suspensos voldteis. No presente
estudo, os ciliados carnivoros nao apresentaram abundancias relativas superiores aos demais
protozodrios ciliados e as mesmas se mantiveram baixas durante todo o estudo. Além disso,
verificou-se uma correlagdo negativa entre os ciliados carnivoros e os sélidos totais no efluente
tratado da ETE Picarrao indicando que os ciliados carnivoros nao estao interferindo na remogao
da matéria organica da ETE.

Algumas espécies, como Blepharisma sinuosum, Bakuella sp., Gastrostyla sp., Oxytricha
granulifera, Oxytricha sp., Perispira sp., Colpidium sp., Didinium nasutum; Deviata sp.,
Tetmemena pustulata, Sterkiella cavicola, e Vorticella infusionum sdo espécies pouco comuns de
serem encontradas em estagdes de lodo ativado. Siqueira-Castro (2008) registrou a primeira
ocorréncia de D. nasutum, Deviata sp., € S. cavicola em amostras de esgoto de uma estacdo de
tratamento de esgoto por lodos ativados.

Os ciliados Bakuella sp. e Gastrostyla sp. foram encontrados apenas nas culturas
preparadas a partir das amostras de lodo ativado da ETE Picarrdo e ndo ha registro na literatura
da ocorréncia dessas espécies em sistemas de lodo ativado. Na literatura apenas nove espécies do
género Bakuella sao conhecidas, habitando solo, dgua salobra e doce. Segundo Berger (1999), o
género Gastrostyla apresenta oito espécies, encontradas tipicamente em ambientes marinhos,
limnéticos ou edaficos. Esse oxitriquideo apresenta zona adoral de membranelas com formato de
ponto de interrogacio, o niimero de cirros frontoventrais e pds-orais é maior que sete, formando

uma continua e obliqua fileira de cirros ventrais. As espécies registradas nesse estudo a principio
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ndo pertencem a nenhuma das ji descritas, merecendo um estudo morfolégico mais detalhado
para sustentar a hipétese de ocorréncia de uma nova espécie.

A espécie Oxytricha granulifera é comumente encontrada em hébitats terrestres, onde se
alimenta de bactérias, hifas de fungos e flagelados heterétrofos (BERGER, 1999). Esse
oxitriquideo apresenta corpo elipsoide, 80 x 35 um, com extremidades anterior e posterior
arredondadas, dois nddulos macronucleares e dois microndcleos, vaciolo contratil localizado na
regido mediana e citoplasma com granulos corticais arranjados em fileiras longitudinais. O
registro dessa espécie em culturas obtidas de amostras de lodo ativado ird contribuir para dados
de ocorréncia de mais um hébitat desse ciliado.

As tecamebas observadas foram Arcella hemisphaerica e Euglypha sp., sendo a primeira
mais abundante e observada em todas as andlises. Observou-se correlacdo positiva entre a
densidade de Arcella hemisphaerica e oxigénio dissolvido no tanque de aeracdo. Liu et al.
(2008), estudando um sistema combinado anaerdbio/aerébio também observaram que, apds o0s
ciliados, as tecamebas foram o segundo grupo mais abundante. Os mesmos autores observaram
correlacdo de Pearson positiva entre as amebas e a concentracdo de OD, indicando que as amebas
sdo sensiveis aos niveis de OD em sistemas de lodos ativados. Além disso, também se observou
correlagdo negativa entre a cor e a concentracao de nitrogénio total no efluente tratado da ETE
Picarrdao. Esses resultados indicam que esta tecameba pode estar relacionada com remocao de
nitrogénio e producdo de efluente de boa qualidade. Zhou et al. (2008) relataram correlagado
negativa entre as tecamebas, nitrogénio total, amodnia, sélidos suspensos totais e sdlidos
suspensos volateis, sugerindo que o grupo possa ser utilizado como indicador de bom

desempenho do lodo ativado.

167



Os rotiferos foram o terceiro grupo mais abundante e os espécimes observados incluiram
Epiphanes sp., Rotaria sp., Philodina sp. e Lecane sp., sendo que a ultima espécie ocorreu em
81,6% das andlises. Os rotiferos apresentaram correlagao positiva com a DBOs, DQO e sélidos
suspensos totais do afluente, correlacdo positiva com OD do tanque de aeragdo e correlagao
negativa com sélidos totais e sélidos dissolvidos totais do efluente tratado. Os resultados das
correlagdes corroboram com os de Lapinski e Tunnacliffe (2003) que relatam a capacidade dos
rotiferos da classe Bdelloidea em auxiliar na remog¢ao de bactérias suspensas e outras pequenas
particulas contribuindo para a clarificacio do efluente. Vadstein et al. (1993) realizaram
experimentos demonstrando que os rotiferos se alimentam de particulas suspensas de diversos
tamanhos; estes autores utilizaram espécimes de Brachionus plicatilis, os quais foram hédbeis em
remover particulas que variaram de 0,3 a 3 mm. Ja foi demonstrado também que B. calyciflorus
consegue remover particulas de silica de 3 a 6 mm (MIQUELIS et al. 1998).

Conforme Zhou et al. (2008), os rotiferos tem capacidade de consumir as bactérias
dispersas no meio e contribuem para a melhoria da sedimentacdo através do aumento da
agregacdo de flocos. Os experimentos de Lapinski e Tunnacliffe (2003), utilizando Philodina
roseola, indicam que rotiferos podem funcionar como um biofloculante em 4dguas residudrias. Os
mesmos contribuem para a formagao do floco por meio de substancias secretadas para fixagdo ao

substrato e estas substancias atuariam como floculante.

6.3.2 Sistema Combinado em Escala de Bancada
A microfauna de sistemas combinados aerdbio/anaerébio e ou andxico, que visam a
remog¢ao de nutrientes como nitrogénio e fésforo, ainda € pouco estudada. O sistema combinado

anaerdbio/aerdbio utilizado neste trabalho visava a remog¢do de nitrogénio total (nitrificacdo-
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desnitrificacdo). O mesmo foi constituido por filtro anaerébio (FA) seguido por biofiltro aerado
submerso (BAS) que foram empregados para reduzir tanto as concentracdes de matéria orginica
quanto de compostos de nitrogénio, com baixo consumo de energia, baixa formacdo de lodo e
sem adi¢do de fonte externa de carbono. Além disso, ressalta-se a nova forma de operacdo, sem
recirculacdo da biomassa aerdbia de excesso entre as unidades; e empregando a recirculacio de
parte do efluente formado no BAS para o FA no inicio do sistema. Com a recirculagdo do
efluente do BAS para um ambiente redutor, os doadores de elétrons utilizados para a
desnitrificacdo sdo compostos organicos presentes no inicio do tratamento, tais como a matéria
organica soluvel de ripida biodegradacdo constituinte do esgoto bruto e acidos orginicos
formados no processo anaerébio (FOCO, 2010).

Pérez-Uz et al. (2010) avaliaram bioindicadores para verificagdo do desempenho de
sistemas avancados para o tratamento de dguas residudrias que visam remocao de nitrogénio. Os
resultados indicaram que a densidade populacional e a diversidade de protozodrios sdo muito
diferentes de outros sistemas convencionais. No entanto, Dubber e Gray (2011b) estudaram
sistemas avancados e verificaram que a comunidade de protozodrios foi moderadamente afetada,
porém se manteve diversa e com alta abundancia.

No presente estudo, quando foi utilizada a associacdo de filtro anaerébio seguido de
biofiltro aerado submerso no sistema em escala de bancada, a biomassa se desenvolveu aderida e
os resultados obtidos foram bastante distintos dos observados na ETE Pigarrdo, que utiliza reator
anaerdbio de fluxo ascendente seguido de lodos ativados com biomassa dispersa. Ressalta-se que
sa0 escassos os estudos que avaliaram sistemas com biomassa aderida (PEREZ-UZ et al., 2010).

Neste estudo foram identificadas 13 espécies de protozodrios ciliados, além de outros

protozodrios e micrometazodrios no lodo do biofiltro aerado submerso nas amostras no dia da
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coleta. Houve predominancia do ciliado livre natante Paramecium aurelia (94,2%), seguido pelos
pequenos flagelados (69,6%), ciliados sésseis Vorticella spp. (60,9%), tecamebas Centropyxis sp.
(42%) e ciliados carnivoros Spathidium seppelti foissneri (42%). Essas populacdes de
protozodrios, com exce¢do de algumas espécies de Vorticella, sdo associadas a sistemas de lodos
ativados com desempenho deficiente e, portanto, sdo consideradas como indicadoras de uma
deficiéncia funcional (CURDS e HAWKES, 1975). Em sistemas convencionais, os flagelados e
as amebas estdo relacionados com a etapa de partida do sistema ou com estdgios de sobrecarga
tempordria. Portanto, o aparecimento e predominio de ciliados livre natantes e flagelados durante
fases de bom desempenho do sistema, na remog¢ao de matéria organica e nitrogénio, € um achado
importante. Resultados similares foram observados por Pérez-Uz et al. (2010), quando avaliaram
trés sistemas de lodo ativado, com sistemas avancados para remocdo de nutrientes, tratando
esgoto doméstico. Todos os sistemas incluiam ciclo continuo alternando zonas aerdbias/anoxicas
e ou anaerobias para o desenvolvimento de populacdes de bactérias nitrificantes/desnitrificantes.
Neste estudo, houve predominancia de flagelados e amebas durante fases de bom desempenho
dos sistemas avaliados por estes pesquisadores. Arévalo et al. (2009) relataram boas condi¢coes
operacionais e estabilidade da qualidade dos efluentes, mesmo quando ocorreu aparecimento de
flagelados e amebas e os autores concluiram que as ferramentas de controle desenvolvidas
anteriormente, que indicavam associacdo entre flagelados e amebas com ma qualidade do
efluente necessitam ser revistos para sistemas alternativos.

Quando calculado o indice bidtico do lodo (IBL) (Tabela 27) do sistema em escala de
bancada e observadas as classes de qualidade (78,6% das amostras, classe IV; 12,9%, classe 11l e
8,6% classe II), verificou-se pouca estabilidade do sistema durante todo o estudo com

predominancia de ciliados livre natantes e flagelados. Porém, ndo houve concordancia com os
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dados fisicos e quimicos que se mantiveram adequados durante todo o estudo. Neste caso, o IBL
ndo foi uma ferramenta util e fidedigna para avaliacdo da qualidade do lodo do biofiltro aerado
submerso do sistema em escala de bancada.

Os ciliados rastejantes apresentaram correlacdo positiva com a alcalinidade total e parcial,
DQO, nitrogénio total e amonia presentes no efluente do filtro anaerébio e correlagdo positiva
com OD do biofiltro aerado submerso e negativa com DQO, DBOs, nitrogénio total, amonia e
nitrito presentes no efluente tratado. Estes achados indicam que este grupo estd relacionado com
remo¢do de matéria organica e remog¢do de nitrogénio.

Hipotrichida apresentou correlagdo positiva com a alcalinidade parcial, total, NHs e DQO
do afluente, correlacdo positiva com OD, alcalinidade parcial e total do efluente tratado,
indicando que este grupo apresenta certa sensibilidade as concentragdes de oxigénio e pode estar
envolvida nos processos de nitrificagao.

Aspidisca cicada apresentou correlacdo positiva com NHs e negativa com os sélidos
suspensos totais do afluente e correlacdo negativa com nitrato do efluente, o que indica que esta
espécie estd envolvida na nitrificacdo e remocdo de matéria organica. Dubber et al. (2011a)
também verificaram correlacdo negativa entre esta espécie e a concentracao de nitrato no efluente
sugerindo participacdo de A. cicada nos processos de desnitrificacdo.

Conforme Madoni (2011), as espécies A. cicada, Vorticella convallaria e Vorticella
microstoma sao bastante comuns tanto em lodos ativados como também em filtros percoladores.
Neste estudo, avaliando o biofiltro aerado submerso, estas espécies também ocorreram, porém
com uma frequéncia relativamente menor.

Os ciliados sésseis apresentaram correlaciao positiva com OD do biofiltro aerado submerso

e negativa com DQO e DBOs do efluente tratado. Epistylis sp. apresentou correlacdo positiva
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com o pH e DQO do afluente, correlacdo positiva com OD do BAS e correlacdo negativa com a
DBOs do efluente tratado. Vorticella spp. apresentou correlagdo positiva com alcalinidade total,
parcial e DQO do afluente e correlacdo negativa com a temperatura, DQO e DBOs do efluente
tratado. Estes resultados confirmam que os ciliados sésseis estdo fortemente associados a
remocdo de matéria organica e producdo de efluente de qualidade (MADONI, 2011).

Ja os ciliados livre natantes, considerados como grupo indicativo de mau desempenho do
sistema, apresentaram correlacio positiva com DBOs, sélidos suspensos totais e dcidos organicos
volateis do efluente do filtro anaerdbio (afluente do biofiltro aerado submerso) e correlagdo
positiva com OD do biofiltro aerado submerso e negativa com DQO e DBOs do efluente tratado.
Estes resultados indicam que este grupo esta relacionado com remoc¢do de matéria organica pelo
sistema. Paramecium caudatum apresentou correlacdo negativa com a temperatura e positiva
com a DQO, NHy e solidos suspensos totais do afluente e correlagdo negativa com a DQO do
efluente tratado. Esta espécie foi a mais frequente em todo o estudo e ocorreu mesmo em
situagdes de bom desempenho do sistema. Porém, Dubber e Gray (2011a) observaram
predominio de ciliados livre natantes quando ocorreram problemas em uma das plantas
estudadas, a qual se manteve por um longo periodo em situacdo de partida.

A tecameba Arcella hemisphaerica apresentou corelacdo positiva com a alcalinidade total,
parcial, nitrogénio total e NH4 do afluente e correlagdo positiva com OD, nitrito e nitrato do
efluente tratado, indicando que possivelmente estd relacionada aos processos de nitrificagdo. J4
Euglypha sp., apresentou correlacdo negativa com a temperatura e DBOs do efluente tratado. De
acordo com Madoni (2011), as tecamebas, principalmente, Arcella spp. e Euglypha spp., sdo

normalmente encontradas em tanque de aeracdo de sistemas de tratamento que operam visando a
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remocdo de nitrogénio. Estes sistemas sdo caracterizados pela baixa carga organica, um longo
tempo de retencao do lodo e alta concentragdo de oxigénio.

Observou-se correlacdo negativa entre os flagelados, pH, alcalinidade parcial e nitrogénio
total e positiva com os s6lidos suspensos totais do afluente, demonstrando que a densidade de
flagelados fica aumentada em situacdes de aumento de carga organica.

Os micrometazodrios (rotiferos, tardigrados e nematdides) apresentam lenta taxa de
crescimento e reproducdo e por isso indicam alto tempo de deten¢ao celular e alta idade do lodo
presente no biofiltro aerado submerso (VELESSARD & BIHAN, 2003). Estes predadores e
organismos detritivoros alimentam-se sobre o biofilme diminuindo o volume de biomassa,
acelerando a mineralizacdo. A capacidade de raspagem da superficie evita o entupimento dos
filtros, pois consomem o biofilme controlando a sua espessura. A atividade diminui bastante em
periodos frios (invernos rigorosos) sendo frequente a observacdo de entupimento de filtros em
épocas frias (VELESSARD & BIHAN, 2003).

Os rotiferos do género Rotaria foram bastante frequentes nas andlises (81,2%) e
apresentaram correlacdo negativa com a temperatura, positiva com a alcalinidade parcial,
alcalinidade total e DQO do afluente e correlagdo positiva com nitrogénio total e amonia. O que
indica que os rotiferos estdo envolvidos na remocao da matéria organica, porém ndo contribuem
para remog¢ao de nitrogénio.

Os resultados deste trabalho mostraram que a microfauna associada a zona aerdbia do
biofiltro aerado submerso, onde ocorre o processo de nitrificagdo, teve composi¢ao diferente com
relacdo as espécies e as abundancias se comparados com aqueles encontrados em sistemas de
lodos ativados convencional (CURDS E COCKBURN, 1970; ESTEBAN et al, 1991; MADONI,

1994; SERRANO et al, 2008). As populacdes que prevaleceram no sistema avaliado foram
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similares as encontradas em outros estudos utilizando sistemas ndo convencionais que visavam a
remocdo de nitrogénio (PEREZ-UZ et al., 2007; LIU et al, 2008; AREVALO et al., 2009;
TOCCHI et al.,, 2012). O aparecimento de populacdes estdveis de ciliados livre natantes e
flagelados, especialmente em boas situagdes de desempenho do sistema, € outra caracteristica
distintiva. Esta observacdo também difere do que tem sido observado em sistemas convencionais
(CURDS e COCKBURN, 1970; ESTEBAN et al, 1991; MADONI, 1994; MARTIN-
CERECEDA et al, 1996). Estes resultados salientam as limitacdes do indice bidtico do lodo
(IBL), desenvolvido para avaliacio de sistemas com lodos ativados convencionais, para ser
utilizado em sistemas empregando novas tecnologias. O estudo da adaptacdo das comunidades a
variabilidade das condi¢des do sistema € a chave para o desenvolvimento do conhecimento para

empregar essas populacdes na avaliacdo do desempenho de sistemas ndo convencionais.

6.4 Avaliacido do potencial predatorio de espécies de ciliados componentes da
microfauna.

Os ciliados de vida livre Euplotes aediculatus e Sterkiella cavicola demonstraram potencial
predatério sobre oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.

E. aediculatus e S. cavicola sdo ciliados hipotriquios, pertencentes as ordens Euplotida
Small & Lynn, 1985 e Sporadotrichina Fauré-Fremiet, 1961, respectivamente. Ambos sdo
ciliados que se locomovem sobre a superficie do floco de lodo ativado, e estdo agrupados como
ciliados bacterivoros rastejantes. Apresentam ampla abertura bucal localizada na face ventral e
uma extensa ciliatura oral constituida por numerosas membranelas arranjadas consecutivamente
formando uma zona adoral de membranelas (ZAM).

Provavelmente gracas a desenvolvida ciliatura oral, a grande drea oral e a forte corrente



gerada pelo batimento das membranelas, E. aediculatus e S. cavicola tenham obtido sucesso na
predacgdo dos cistos e oocistos. Os oocistos foram as formas mais predadas possivelmente devido
a sua diminuta dimensao (3 a 6 um), enquanto cistos, que podem medir de 8 a 12 um, foram
menos predados.

Stott et al. (2001) demonstraram que os ciliados tém o potencial para remover até 5.000
oocistos / célula / hora de efluentes tratados de leitos cultivados (wetlands) e os rotiferos isolados
a partir da zona timida também demonstraram a capacidade de ingerir grandes quantidades de
oocistos. Stott et al. (2003) observaram maior predacdo por Paramecium spp., que foi capaz de
ingerir mais de 30 oocistos, quando os espécimes foram expostos e altas densidades de oocistos.
Fayer et al. (2000b) relataram a ingestao de 5 a 25 oocistos por rotiferos. Os protozodrios de vida
livrte e os rotiferos podem desempenhar um papel importante na remoc¢do de oocistos de
Cryptosporidium spp. e, possivelmente, também de cistos de Giardia spp.

Os experimentos realizados nesse estudo servirdo de base para outros ensaios futuros
sobre o potencial predatério de mais espécies de protozodrios ciliados encontrados no lodo de

sistemas de tratamento de esgoto sobre as formas patogénicas de Giardia e Cryptosporidium.
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7. CONCLUSOES

A ETE Pigarrdo apresentou eficiéncias de remocgao de cistos de Giardia spp. que variaram
de 99,8 a 100% demonstrando que a combinagdo dos sistemas RAFA seguido por Lodos
Ativados pode ser uma alternativa promissora para remog¢ao destes patogenos.

As andlises realizadas durante os 24 meses na ETE Picarrdao indicaram altas
concentracgdes de cistos de Giardia spp. no esgoto bruto com uma média de 98.333 cistos
/ L, sendo que a maior parte dos cistos foi removida pelo RAFA e concentrou-se no lodo
condicionado ressaltando a importincia do tratamento adequando deste residuo.

Cistos de Giardia spp. foram detectados em todos os 24 meses de andlises e oocistos de
Cryptosporidium spp. foram detectados em apenas 3 meses na ETE Picarrdo indicando
que a frequéncia de criptosporidiose na populacdo atendida pela ETE Picgarrdo
possivelmente € bastante inferior a a frequéncia de giardiose.

O sistema combinado em escala de bancada (filtro anaerdbio seguido de biofiltro aerado
submerso) apresentou eficiéncia de remog¢ao de praticamente 100% durante todo o estudo
demonstrando que a combinagcdo de sistemas anaerdbio/aerdbio, além de remover
nutrientes como nitrogénio e fésforo, também contribui para remocao de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp.

No sistema combinado em escala de bancada, mesmo utilizando esgoto hospitalar e
doméstico, foram detectados oocistos de Cryptosporidium spp. em apenas 2 meses,
sugerindo que a criptosporidiose ndo € tao frequente na populacdo que utiliza o Hospital
das Clinicas e na populacdo atendida pela rede coletora de esgoto na regido da

UNICAMP.
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6.

10.

11.

O sequenciamento das amostras positivas para Cryptosporidium spp. resultou em perfis
compativeis com as espécies C. hominis e C. parvum indicando que a criptosporidiose nas
regides estudadas pode ter cardter antropondtico e também zoondtico.

O sequenciamento das amostras positivas para Giardia spp. resultou em perfis
compativeis com a espécie G. duodenalis assembleias AIl e BIV de origem
predominantemente antropondtica e assembleia C que costuma ser identificada em caes e
gatos, o que sugere que amostras de fezes de animais também estdo entrando em contato
com o esgoto da cidade.

O estudo da remocao destes parasitos patogénicos ressalta a importancia do tratamento de
esgotos sanitarios para reducdo do impacto dos efluentes gerados no meio ambiente e na
saude publica e a necessidade de maior controle quanto ao tratamento de lodo
condicionado gerado em ETE.

A microfauna do lodo ativado da ETE Picarrado € diversificada e composta principalmente
por organismos indicadores de boas condicdes operacionais, as quais incluiram Vorticella
spp. (94,7%), Aspidisca cicada (97,4%), Gastronauta aloisi (86,8%), Acineria uncinata
(84,2%) e Epistylis plicatilis (84,2%) com maior frequéncia nas andlises.

A microfauna do sistema em escala de bancada que visava remoc¢do de nitrogénio teve
composi¢do diferente com relacdo as espécies e as abundancias se comparados com
aqueles encontrados em sistemas de lodos ativados convencional.

O aparecimento de populacdes estdveis de ciliados livre natantes e flagelados,
especialmente em boas situacdes de desempenho do sistema, € outra caracteristica
distintiva do sistema em escala de bancada visando remocao de nitrogénio. Assim, estes

achados salientam as limitagdes do indice bidtico do lodo (IBL), desenvolvido para
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12.

13.

avaliacdo de plantas com lodos ativados convencionais, para ser utilizado em sistemas
empregando novas tecnologias.

O estudo da adaptacdo das comunidades a variabilidade das condi¢des dos sistemas de
tratamento de esgoto € a chave para o desenvolvimento do conhecimento para empregar
essas populacdes na avaliagao do desempenho de sistemas nao convencionais.

Os ciliados de vida livre Euplotes aediculatus e Sterkiella cavicola isolados da ETE
Picarrdo demonstraram potencial predatério sobre oocistos de Cryptosporidium sp. e

cistos de Giardia sp..
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