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RESUMO

A degradacao do ambiente esté relacionada a fatores como o crescimento populacional desenfreado, o uso inapropriado
do solo e o aumento das atividades humanas na agricultura e industria, sem uma perspectiva sustentavel, o que
consequentemente gera residuos, que em sua maioria ndo sdo tratados corretamente. Por sua vez, os 6rgdos ambientais
vém exigindo normas mais rigidas, porém, as analises laboratoriais tradicionais (fisicas, quimicas e bioldgicas) ndo tém
a aptiddo de verificar se este subproduto contém substancias toxicas a biota aquatica onde sera despejado o esgoto tratado.
Neste contexto, sdo utilizados os ensaios ecotoxicologicos, que tem como finalidade compreender e analisar, os efeitos
prejudiciais de contaminantes sobre os ecossistemas, para assim ser possivel monitorar os impactos ambientais gerados.
Para esta pesquisa em questdo, avaliou-se a ecotoxicidade do esgoto bruto e efluente tratado na Estacdo de Tratamento
de Esgoto (ETE) do Instituto Federal de Minas Gerais — Campus Governador Valadares (IFMG/GV), constituida de um
reator UASB seguido de Lodos Ativados, utilizando-se como organismo-teste a levedura Saccharomyces cerevisiae,
segundo o protocolo de Bidoia et al. (2012) adaptado. Por meio da montagem de solugdes de sulfato de cobre (CuSOs),
buscou-se a avaliacdo da sensibilidade da levedura a essa substancia como referéncia, € com amostras de esgoto bruto e
tratado na ETE do IFMG-GV, realizou-se ensaios de toxicidade utilizando esses efluentes, sem dilui¢do. Como resultado,
notou-se que a levedura foi sensivel ao CuSOs4, mas que ainda € preciso aprimorar as técnicas analiticas para a construgdo
de curvas dose-resposta e cartas-controle de sensibilidade que permitam a comparacdo de resultados com esta substancia
de referéncia. Com relag@o as amostras de esgoto nao houve um padrdo em todas as campanhas: de cinco ensaios, em trés
a toxicidade nao foi removida pelo tratamento. Contudo, € preciso continuar o monitoramento da toxicidade do esgoto,
bem como aprimorar as técnicas analiticas e ampliar os ensaios a outros organismos-teste, para melhorar a compreensao
dos efeitos do lancamento de esgotos nos cursos d’agua.

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicologia aquatica, Leveduras, Esgoto Sanitario.

INTRODUGAO

A degradagdo do ambiente esta vinculada a fatores como o crescimento populacional desenfreado, o uso inapropriado do
solo e o aumento das atividades humanas na agricultura e industria sem uma perspectiva sustentavel (Jordao; Pessoa,
2011), o que gera residuos, que muitas vezes ndo sdo tratados corretamente.

Os orgaos responsaveis, em decorréncia das consequéncias ambientais geradas, vém exigindo por meio de normas
ambientais mais rigidas, regulamentar o despejo de efluentes nas bacias hidrograficas, com o objetivo de diminuir o
langamento de substancias organicas e inorganicas presentes nas aguas (Borba et al., 2010). Porém, as analises fisicas,
quimicas e biologicas realizadas tradicionalmente, com o objetivo de monitorar a qualidade do efluente tratado e bruto,
ndo tem a aptidao de verificar se neste subproduto contém substincias toxicas a biota aquatica onde sera despejado o
esgoto tratado.

A ecotoxicologia ¢ uma subarea da ecologia e da toxicologia, que tem como finalidade compreender e analisar, os efeitos
prejudiciais de contaminantes sobre os ecossistemas, para assim ser possivel monitorar os impactos ambientais gerados
(Oliveira; Baldan, 2022). Este termo teve origem no ano de 1969 (Magalhaes; Ferrdo Filho, 2008) sendo uma ciéncia
multidisciplinar que incorpora saberes da quimica, estatistica, ecologia, toxicologia, dentre outros (Zagatto et al., 2014).
Por essa razdo permite avaliar com precisdo o impacto gerado por agentes fisicos e quimicos em organismos vivos.

Esse campo de pesquisa possui relevancia principalmente no que tange a gestdo ambiental, pois fornece informagdes aos
gestores em relagdo ao monitoramento do meio ambiente, dando um parecer a respeito da populacao de seres vivos e o
impacto que agentes especificos geram em um certo grupo de seres-vivos (Zagatto et al., 2014).
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Focando-se no campo da ecotoxicologia aquatica, ou seja, a aplicacdo do conhecimento ecotoxicoloégico em ambientes
onde o principal recurso envolvido ¢ a agua, entende-se que a principal fung@o desse campo da ciéncia ¢ dar suporte ao
enfrentamento da contaminacdo de corpos d’agua por substancias toxicas (Magalhdes; Filho, 2008). Sendo uma
ferramenta crucial para avaliar a qualidade da 4gua e identificar os riscos a saude de ecossistemas aquaticos causados por
poluentes.

No contexto da pesquisa, a ecotoxicologia aquatica teve sua fungo voltada para a area da engenharia sanitaria, sendo um
dispositivo para apurar a qualidade do esgoto bruto e efluente tratado, por esse motivo € necessario compreender a
importancia desse tipo de analise dentro do ambito do saneamento. Para o saneamento, testes ecotoxicologicos sdo
essenciais para a compreensao da totalidade dos impactos causados pelos empreendimentos com esgotamento sanitario,
em particular aqueles que envolvem o tratamento e manejo do esgoto. Isso se da porque os testes ecotoxicoldgicos podem
ajudar a identificar se os efluentes lancados no ambiente afetam sistemas bioloégicos, diferente das analises de parametros
fisico-quimicos que nao possuem essa capacidade, portanto, sdo insuficientes para analisar totalmente a qualidade do
efluente gerado pelo sistema de saneamento (Costa, et al., 2008).

Em razdo dessa capacidade da ecotoxicologia de auxiliar a compreensdo dos impactos gerados pelo esgoto e da sua
capacidade de atuar de forma conjunta com analises fisico-quimicas na avaliagdo da qualidade do esgoto bruto e efluente
tratado, ela detém um papel crucial em trabalhos que envolvam Esta¢des de Tratamento de Esgoto (ETEs).

Logo, este estudo teve como objetivo analisar, por meio de bioensaios, a toxicidade do efluente bruto e tratado do [IFMG
campus Governador Valadares, constituida de um reator UASB seguido de Lodos Ativados. Para isso, foi utilizado como
organismo-teste a levedura Saccharomyces cerevisiae com o intuito de investigar a ecotoxidade deste efluente para biota
aquatica, a qual sera destinado.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi analisar, por meio de bioensaios, a toxicidade do esgoto bruto e efluente tratado do
Instituto Federal de Minas Gerais campus Governador Valadares (IFMG/GV), utilizando-se como organismo-teste a
levedura Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos Especificos

Foram objetivos especificos:
e Conduzir ensaios de sensibilidade do organismo-teste S. cerevisiae na tentativa de produzir uma carta-controle
de sensibilidade a substancia de referéncia Sulfato de cobre (CuSOs);
e Verificar a ecotoxicidade do esgoto bruto e efluente tratado na ETE do IFMG/GV, por meio de bioensaios
toxicoldgicos;
e Comparar a toxicidade do esgoto bruto e efluente tratado da ETE do IFMG/GV ao de CuSOs.

METODOLOGIA

A pesquisa, feita através de uma analise quantitativa, foi realizada no laboratorio de quimica do IFMG/GV. Foram feitos
testes de toxicidade com a levedura S. cerevisiae segundo o protocolo de Bidoia, ef al. (2012) com adaptagdes.

A principio para a preparacao da suspensdo de leveduras foram utilizados 25g de fermento biologico que foram diluidos
em um béquer de 250 ml e transferido para tubos Falcon e centrifugados por 5 minutos a uma velocidade de 4000 rpm,
na Centrifuga QUIMIS 9222T108. O sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi ressuspenso em agua
destilada e novamente centrifugado, processo repetido até que as impurezas na suspensdo, nutrientes e entre outras
substancias, fossem eliminadas. Para obter o nimero de células foi realizada a contagem com auxilio de uma camara de
Neubauer, um contador manual e do microscopio 6ptico NOVA OPTICAL SYSTEMS com aumento de 400 vezes.

A contagem apenas considerava células vivas, portanto para diferenciar as células mortas das vivas utilizou-se solugdo
de azul de metileno (0,02% de azul de metileno e 2% de citrato de sodio) para corar as células mortas. Na realizagdo de
novos ensaios, cujo objetivo foi a obten¢do de uma curva dose-resposta mais satisfatoria, utilizou-se eritrosina, em razao
da melhor visualizag@o das células mortas que a coragdo avermelhada oferece, ¢ possivel visualizar isso na figura 1.
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Figura 1: Células mortas coradas com eritrosina. Fonte: Acervo pessoal dos autores, 2025.

Para testar a sensibilidade das leveduras, foram utilizadas solugdes seriadas de Sulfato de Cobre (CuSQOy4) — substancia
com toxicidade conhecida — nas concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 mg/L, preparadas a partir de uma solugio-estoque
de 10 mg/L. As distancias entre as concentragdes foram alteradas na realizagdo dos ultimos testes para que se obtivesse
uma curva dose-resposta mais satisfatoria. Optou-se pelo uso das concentragdes de 3,75, 7,5, 15,0, 30,0 e 60,0 mg/L de
CuSO0s. Essa troca de solugdo-estoque e concentragdes justifica-se pela necessidade do aumento de células mortas nas
analises, para que a diferenca da concentrag@o de células fosse significativa estatisticamente e buscando que a curva dose-
resposta obtivesse um formato sigmoide. Utilizando-se de pipetas volumétricas e automaticas de diversos volumes, as
solugdes-testes foram preparadas em tubos de ensaio previamente identificados em triplicata, sendo os grupos de amostras
assim identificados: 8, A, B, C, D e E, sendo 8 o grupo controle (dgua destilada e suspensdo de leveduras) e E o grupo
mais concentrado. As solugdes-teste foram preparadas em tudos de ensaio de 10mL e receberam 1mL de suspensdo de
levedura com aproximadamente 10° células/mL.

Apos a montagem das solucdes-testes, elas foram dispostas de forma aleatoria em béqueres de 250 ml, cobertos com
papel filme (figura 2) e incubados em uma estufa MARQLABOR Modelo IB-SHAKER/R (figura 3), a uma temperatura
constante de 28°C com agitacdo de 175 rpm, por um periodo de 3 dias. Ao final desse periodo, a leitura do ntimero de
células vivas foi realizada em cada tubo, utilizando-se cAmara de Neubauer, contador manual e microscopio 6ptico NOVA
OPTICAL SYSTEMS com aumento de 400 vezes. Para realizar a contagem foi preparada uma mistura com 0,5 ml da
solucdo de azul de metileno e 0,5 ml de solucdo-teste, mistura padrdo para a contagem das células de todas as solugdes.
Foram feitos trés ensaios de sensibilidade. Nas novas concentragdes a proporg¢do de eritrosina foi de 0,9 mL para 0,1 mL
de solugdo-teste.

Figura 2: Solucdes-teste preparadas para a estufa. Fonte: Acervo pessoal dos autores, 2025.
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Figura 3: Encubacio do teste na Estufa MARQLABOR Modelo IB-SHAKER/R. Fonte: Acervo pessoal
dos autores, 2025.

Para os ensaios com esgoto bruto e tratado, ou entrada e saida da ETE, foi seguido o mesmo protocolo, porém, sem
dilui¢do das amostras, ou seja, 9,0 mL de esgoto bruto ou tratado e 1,0 mL de suspensdo de S. cerevisiae, em triplicada,
mais o controle com agua destilada. Foram feitas cinco campanhas com esgoto bruto e efluente tratado.

Para organizar os dados obtidos apds as leituras utilizou-se o sofiware Microsoft Excel® com a realizagdo de testes
estatisticos por meio do suplemento Real Statis do Excel. Para analisar uma possivel diferenca entre as médias de numero
de células das amostras de diferentes testes foi realizada analise de variancia — ANOVA. Em caso positivo, foi realizado
o teste de comparacao de medias de Tukey, para avaliar em quais tratamentos houve diferencas significativas em relacao
aos outros. As analises estatisticas foram realizadas a um nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a compreensao dos dados obtidos nas analises, eles foram dispostos em trés tabelas, duas referentes aos
ensaios feitos com CuSO,4 e uma destinada aos ensaios com esgoto bruto e efluente tratado. Nelas estdo a média do nimero
de células obtida em cada um dos grupos testes.

A Tabela 1 trata-se dos testes realizados com a concentragdo maxima de 5,0 mg/L e dilui¢des de CuSOs.

Tabela 1: Média do nimero de células de S. cerevisiae por mL (n=3) nos testes realizados com CuSO4
Nimero de células/mL

Ensaio 01/10/2024 Ensaio 25/10/2024

ID Solucao-teste Concentragio de

CuSO4 (mg/L)
0 0,0 2,94 x107 1,87 x107
A 1,0 2,44 x107 1,20 x107
B 2,0 2,04 x107 1,48 x107
C 3,0 1,91 x107 1,30 x107
D 4,0 1,85 x107 1,10 x107
E 5,0 1,82 x10’ 9,33 x10°

Fonte: Elaborada pelos autores, 2025.

Analisando-se a Tabela 1 ¢ possivel inferir que o teste do dia 01/out. apresentou um decrescimento do numero de células
de forma mais “harmoniosa” em comparagdo ao teste do dia 25/out., em que o grupo A teve um comportamento
inesperado, com o numero de células numericamente menor que os grupos B e C. Para compreender com mais
profundidade a relagdo que a concentracdo de sulfato que cobre e o nimero de célula das amostras foi elaborado o grafico
da Figura 4:
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Figura 4: Numero de células por mL em func¢io da concentracio de CuSQOs. Fonte: elaborado pelos autores,
2025.

Nota-se que o teste do dia 01/out apresentou uma boa correlagdo linear entre o numero de células/mL e a concentracio
do CuSO4, com R? = 0,8228; ja os testes do dia 25/out. apresentam uma baixa correlagdo — R?= 0,67 —, isso corrobora
para afirmacdo anterior, o decrescimento no segundo teste apresentou um comportamento ndo esperado para o
decrescimento de células expostas ao sulfato de cobre. Uma hip6tese para esse comportamento ¢ algum erro experimental
cometido no dia que ndo foi identificado, ja que ele foi submetido as mesmas situagdes que o teste do dia 01/out.

Ja no ambito das analises estatisticas, ambos os testes apresentaram diferengas significante (p < 0,05) no teste ANOVA e
foram submetidos ao teste de Tukey. Apurando os resultados obtidos na segunda analise foi elucidado que os inicos
grupos com uma diferenga estatistica real (valor de p < 0,05), em ambos os testes, foram o grupo controle, ou 6, ¢ o grupo
E. Ou seja, entre as amostras sem nenhuma concentragdo de CuSO* e as com a maior concentragio (5,0 mL) houve uma
diferenca significativa no ntimero de células, mostrando o efeito toxico da solucdo de sulfato de cobre a S. cerevisiae,
conforme esperado.

Voltando-se agora ao teste realizado com dilui¢des da concentragdo de 60 mg/L, organizou-se os dados obtidos nas
leituras do teste do dia 19/set. na Tabela 2:

Tabela 2 — Média do niimero de células de S. cerevisiae por mL (n=3) nos testes realizados com CuSOj4

Numero de
células
Solucdo-teste Concentracao de Teste 19/09/2025
CuS04 (mg/L)
0 0,0 1,84 x10%
A 3,75 1,99 x10%
B 7,5 1,62 x10%
C 15,0 1,67 x108
D 30,0 1,32 x108
E 60,0 6,82 x107

Fonte: elaborada pelos autores, 2025.

E possivel notar que mesmo existindo momentos em que o decrescimento de células sofre um comportamento anormal,
o crescimento do numero de células entre a amostra 6 e a amostra A; entre a amostra B e a amostra C, ainda ha uma
tendencia esperada de decrescimento. Sendo esse aumento provavelmente advindo de erros analiticos. Para visualizar de
melhor forma o comportamento do decrescimento do niimero de células foi elaborado o grafico da Figura 5.
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Figura 5: Niimero de células por mL em funcio da concentracido de CuSQs. Fonte: elaborado pelos autores,
2025.

Analisando-se as informagoes da Figura 5, torna-se possivel afirmar que existe uma boa correlagdo entre a concentragdo
de CuSO4 e o niimero de células por mL, coeficiente de correlagdo R?=0,9517, no teste do dia 19/set. Isso corrobora com
as afirmagdes feitas no paragrafo anterior, mesmo que haja um certo nivel de “desarmonia” no decrescimento das células,
ainda ha um comportamento dentro do esperado, o decrescimento ocorre dentro dos padrdes, ainda com certas
anormalidades.

Os testes estatisticos feitos nesse ensaio mostraram bons resultados. A ANOVA o teste demostrou haver uma diferenca
significativa entre algum dos grupos presentes neles (p < 0,05), e no teste de Tukey foi possivel averiguar que essa
diferenca entre alguns grupos: entre o controle e o grupo E, assim como nos testes anteriores, € entre o grupo A, que nesse
ensaio foi o de maior niimero de células, e o grupo E. Ademais, houve grupos que chegaram proximos de obterem uma
diferenca significativa entre o grupo B e E o valor de p foi de aproximadamente 0,07 e entre C e E foi de aproximadamente
0,054, ou seja, a diferenca entre os numeros de células desses grupos sdo muito proximas de serem estaticamente
significativa. Retendo-se as diferengas que tiveram o valor necessario para serem consideradas significativas, ¢ cabivel
dizer que e o aumento da diferenga da concentragdo de CuSQOj4 entre as amostras foi adequado, pois ha um maior numero
de diferengas significativas que os testes anteriores e existem grupos que com maiores testes também podem apresentar
essa diferenca.

Voltando-se agora para as analises realizadas com o esgoto, unificou-se os dados obtidos na Tabela 3.
Tabela 3 — Média do ntimero de células de S. cerevisiae por mL (n=3) nos ensaios realizados com esgoto bruto e

tratado na ETE do IFMG-GV
Numero de células/mL

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Solugio-teste 07/10/2024 17/10/2024 25/10/2024 01/11/2024 19/12/2024
Controle 2,23 x107 1,74 x107 1,34 x107 1,43 x107 2,05 x107
Esgoto bruto 1,78 x107 1,60 x107 9,43 x10° 1,17 x107 3,30 x10°
Efluente tratado 2,19 x107 1,58 x107 8,60 x107 9,83 x10° 1,39 x107

Fonte: elaborada pelos autores, 2025

Os resultados com o esgoto e efluente se mostraram menos previsiveis do que os testes utilizando sulfato de cobre, devido
as caracteristicas das amostras. No entanto ¢ possivel notar alguns padrdes: o numero de células no controle ¢ sempre
maior do que nas amostras de esgoto bruto ou efluente tratado, mostrando assim uma toxicidade existente no esgoto.
Entre os testes do dia 17/out., 25/out. e 01/nov. houve um maior nimero de células no esgoto bruto, do que no tratado,
esse fato pode indicar que nesses testes o tratamento ndo removeu a toxicidade do esgoto bruto. Ja nos testes dos dias
07/out. e 19/dez. o nimero de células no efluente tratado foi maior do que no bruto, demonstrando sua capacidade de
remocao de toxicidade, o que € esperado que ocorra nos processos da ETE durante o tratamento.

Os dados obtidos foram convertidos no grafico da Figura 6, para visualizar-se de maneira mais clara a diferenca no numero
de células.
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Figura 6: Numero de células nos grupos controle, esgoto bruto e efluente tratado. Fonte: Elaborado pelos
autores, 2025.

Numero de células/mL

Os testes 1 e 5 apresentam clara diferenca entre o nimero de células presentes no grupo esgoto bruto e o grupo efluente
tratado, ja aqueles — teste 2, 3 e 4 — em que o tratamento ndo foi eficiente em relagdo a remocéao da toxicidade, o numero
de células entre esses grupos ¢ bastante similar. E importante destacar que foi observado um baixo namero de células
mortas nos ensaios com esgoto bruto, podendo ter ocorrido a inibi¢ao do crescimento celunar. Isso indica a possibilidade
da toxicidade presente no esgoto gerado no IFMG/GV tratar-se de um esgoto de toxicidade cronica, ele ndo causa a morte
direta das células, apenas inibe a sua divisdo, diminuindo assim a presenca das células nas amostras em relagdo ao
controle.

Ao realizar os testes estatisticos nesses ensaios obtive-se a seguinte situagao: os testes 2,3 e 4 ndo apresentaram diferenca
estatistica (todos os valores de p > 0,05), sendo esses os mesmo em que o tratamento ndo foi eficaz. Podendo demostrar
que o tratamento do esgoto ndo removeu a toxicidade, mas ndo causou um aumento dela, pois o nimero de células
manteve-se sem uma diferenca estatica, apenas uma diferenga matematica. J& os ensaios 1 e 5 tiveram diferengas
significantes segundo as analises estaticas. O teste 1 apresentou um valor de p < 0,05 entre os grupo controle e esgoto
bruto e os grupos efluente tratado e esgoto bruto. Isso demonstra que nesse teste o tratamento conseguiu cumprir sua
funcdo de retirar a toxicidade presente no esgoto. Ja no teste 5 todos os grupos tiveram uma diferenca estatistica
significante, demonstrando que, diferente do ensaio 1, o tratamento ndo conseguiu alcangar uma similaridade com o grupo
controle, mas ainda assim conseguiu retirar a toxicidade presente no esgoto bruto.

CONCLUSAO

Diante dos fatos expostos, a pesquisa denominada “Avaliacdo da toxicidade aquatica & Saccharomyces cerevisae do
esgoto bruto e efluente tratado da ETE do IFMG campus Governador Valadares - Estudo de casos”, demonstrou
inicialmente que a levedura S. cerevisiae apresentou sensibilidade a substancia de referéncia Sulfato de cobre (CuSOs),
sendo necessario o aperfeicoamento do ensaio para a gerag@o de carta-controle de sensibilidade e posterior comparacao
de resultados.

Com relacdo aos ensaios ecotoxicologicos das amostras de esgoto, conclui-se que o tratamento realizado pela ETE ndo
apresentou um padrdo, ndo removeu a toxicidade na maioria dos ensaios, mas nao causando um aumento dela, pois o
numero de células manteve-se sem uma diferenca estatistica, apenas uma diferenca matematica. Em duas campanhas
houve a remogio da toxicidade pelo tratamento, sendo mais expressiva no tltimo ensaio. E preciso continuar o
monitoramento da toxicidade do esgoto, bem como aprimorar as técnicas analiticas e ampliar os ensaios a outros
organismos-teste, para melhorar a compreensdo dos efeitos do langamento de esgotos nos cursos d’agua.
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