Nota Tecnica Cientifico
ISSN 1981- 8203

Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel
http://revista.gvaa.com.br

Otimizagéao do cultivo do Paramecium caudatum para estudo em testes de
toxicidade.

Optimization of cultivation of Paramecium caudatum to study in toxicity tests.

Manoel Messias Pereira Miranda® e Nicolas Fernandes Martins?

RESUMO - A deposicdo continua de diversos poluentes no ambiente é uma preocupacao cada vez maior devido aos
potenciais efeitos, diretos ou indiretos, na ecologia dos ambientes e na saide humana. Dentre os poluentes, 0s metais
podem atingir concentra¢fes nas quais podem ser altamente toxicos para a biota local e, eventualmente, acumulados nos
tecidos e transferidos pela cadeia trofica. Em baixas concentraces, que sdo denominados elementos-traco, ou micro
nutrientes; dessa forma alguns metais sdo essenciais para 0 metabolismo celular ao exercerem diversos papéis como,
por exemplo: co-fatores enzimaticos, ligantes ou precursores de moléculas vitais ou ainda participar da regulacdo
enzimatica. Na biota aquatica, os protozoarios sdo organismos unicelulares eucariéticos que estdo no inicio da cadeia
tréfica e que sdo modelos apropriados para prever os efeitos de substancias quimicas em varios organismos presentes
nesse ambiente. Eles tém sido utilizados em estudos toxicologicos e propostos como organismos teste para avaliar
contaminacdes em meio aquatico, devido a grande sensibilidade a alteragBes ambientais, ao curto ciclo de vida e pela
facilidade de cultivo. No presente trabalho o protozoario ciliado Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 foi isolado da
Represa do Monjolinho (S&o Carlos-SP) e mantido em cultura monoxénica. Foi verificado previamente, por meio de
experimentos, que essa linhagem de Paramecium caudatum apresenta condicdo 6tima de cultivo no escuro, em pH 8 e
temperatura de 30°C. Nessas mesmas condices foi feita uma curva de crescimento a partir da qual foi determinado seu
tempo de geracédo (5,3 horas) e a fase log (logaritmica) de crescimento.
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ABSTRACT - The continuous deposition of pollutants in the aquatic environment has been a great concern because of
their direct or indirect potential effects on human and environmental health. Among the diverse pollutants, metals can
reach toxic concentrations to the local biota and can be bioaccumulated and transferred through the trophic chain. At
low concentrations some metals are essential to the cellular metabolism because they can act as precursors of vital
molecules or participate in the enzymatic regulation. The protozoa are unicellular organisms situated at the base of the
trophic chain that have been used in toxicological studies and proposed as good biological indicators of aquatic
pollution due to their eukaryotic nature, sensibility to environmental changes, short life time and easy cultivation. The
object of the present work is the ciliated protozoan Paramecium caudatum isolated from the Monjolinho Reservoir (Séo
Carlos — SP) and maintained in monoxenic. Experimentally, it was previously verified the optimal light regimen,
temperature and pH for Paramecium caudatum cultivation, that was respectively dark, 30°C and pH 8. Using these
culture conditions, it was obtained the growth curve, the log phase and the generation time (5,3 h.) for this protozoan.

Keywords: toxicity, bioindicador, bioassays, Paramecium caudatum.

INTRODUCAO

A preocupacdo com a poluicdo dos ambientes
aquaticos, tem levado a comunidade cientifica a
desenvolver métodos de monitoramento que podem ser
utilizados como bioindicadores ambientais.Os
protozoarios fora um excelente organismos-teste, devido a
sua sensibilidade a alteracbes ambientais, ao seu curto
ciclo de vida, facilidade para cultivo e manutenc¢do, sendo
assim tém sido utilizados em estudos toxicolégicos e
propostos como indicadores bioldgicos de poluicdo
aquética. A contaminagdo dos ambientes aquaticos por
poluentes antropogénicos(causada pelo homem) tem sido
um problema muito sério, principalmente por metais
pesados encontrados nos esgotos industriais, domésticos e
lixiviados de mineracdes.
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A contaminagdo antropogénicos ambientes aquéticos
causada por esgotos industriais e domésticos tem sido um
sério problema nos ultimos anos. A agua é contaminada
basicamente por dois tipos de residuos: os organicos, e 0s
inorganicos que incluem os metais toxicos. Os residuos
organicos mais abundantes normalmente tém origem
animal ou vegetal e provém dos esgotos domésticos e de
diversos processos industriais ou agropecuarios (ODUM,
2004).

Com a entrada continua dos metais para 0 ambiente
aquético, estes podem chegar a niveis tdxicos altos,
tornando a &gua impropria para o consumo e interferindo
na ciclagem de carbono e nutrientes ao afetarem
microorganismos, plantas e animais. Por outro lado, em
concentracfes baixas, 0s metais normalmente sdo
essenciais para 0 bom funcionamento das células e sdo
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denominados de elementos traco. Os metais considerados
essenciais sdo: sddio, potassio, calcio, ferro, zinco, cobre,
niquel e magnési. Segundo Irato e Piccinni (1996), as
caracteristicas e a intensidade dos danos dependem da
natureza do metal (se é essencial ou ndo) e a concentracdo
do mesmo. Assim, alguns metais sdo elementos essenciais
e simultaneamente micro-contaminantes tais como:
cromo, zinco, ferro, cobalto, manganés e niquel. Outros
metais sd8o considerados apenas como  micro-
contaminantes ambientais, sendo assim: o arsénio,
chumbo, cadmio, mercurio, aluminio, titanio, estanho e
tungsténio; pois ndo serem exigidos pelo metabolismo
celular e se mostram altamente tdxicos ao organismo; e
sdo acumulativos (SALGADO, 1996).

Além disso, algumas propriedades do sedimento e da
agua, tais como o pH e contelldo de matéria organica
também afetam a disponibilidade dos metais nos tecidos
vivos. A concentracdo de cada metal traco essencial para
cada organismo sendo especifica, ou seja, uma
concentracdo elevada para uma espécie pode ser
considerada baixa para outra. Assim, animais aquaticos
sdo naturalmente expostos a uma variedade de metais,
cuja forma quimica e concentracio na Aagua Sd0
governadas pela natureza dos processos geoquimicos e
atividades antropogénicas (SALGADO, 1996).

A avaliacdo da toxicidade de varios compostos pode
ser feita por meio dos organismos-teste, que sdo usados
como modelos das respostas de outros seres vivos a esses
compostos, devido a relacdo tréfica existente.
Experimentos de toxicidade “in vitro” podem ser feitos
com a exposicdo direta dos organismos-teste a diferentes
concentracBes de reagentes quimicos puros e misturas
definidas dos mesmos, para verificar possiveis
sinergismos ou antagonismos; ou misturas quimicas
indefinidas como amostras brutas de residuos de
diferentes indlstrias (FENCHEL, 1987). Dentre o0s
organismos que podem ser utilizados em avaliacfes de
toxicidade destacam se 0s protozoarios, e dentre eles,
especialmente os ciliados. Protozoarios sdo organismos
unicelulares, eucariéticos, que estdo no inicio da cadeia
alimentar ligando as bactérias aos niveis tréficos
superiores no plancton (SHERR et al., 1988).

Os protozoarios ciliados sdo numerosos em ambientes
aquaticos e em todos os tipos de sistemas de tratamento
biol6gico de agua e esgoto (MADONI et al., 1993, 1996;
AMANN et al., 1998); exercem um papel importante na
purificacdo e na regulacdo da comunidade aquética inteira
e melhoram a qualidade dos efluentes em estacBes de
tratamento de esgoto pela remocdo da maioria das
bactérias dispersas (CURDS et al., 1968; MADONI, 1994,
2002, 2003; SALVADO et al., 1995) pois sio excelentes
consumidores de detritos na 4gua. Devido & sua
sensibilidade e as altera¢des ambientais, ao seu curto ciclo
de vida, facilidade para cultivo e manutengdo, o0s
protozoérios tém sido utilizados em estudos toxicoldgicos
e propostos como indicadores biolégicos de poluicdo
aquatica (NICOLAU, MOTA, LIMA 1999; NALECZ-

JAWECKI; SAWICKI, 2002; DIAS, MORTARA, LIMA,
2003; NALECZ-JAWECKI, 2004).

A comunidade dos ciliados € um conjunto complexo
de organismos, frequentemente incluindo espécies que sdo
sensiveis, resistentes ou intermedidrias em sua tolerancia
aos poluentes (MADONI, 2006). O estudo da
sensibilidade dos protozoarios ciliados, a um grande
nimero de substancias téxicas, pode fornecer um padrdo
de medida para identificar a intensidade e o potencial de
danos ecolégicos causados por descargas antropogénicas
de poluentes nas &aguas de superficie (MADONI;
ROMEO, 2006).

A diversidade estrutural e funcional destas
comunidades permite uma avaliacdo dos efeitos e do
perigo que 0s metais toxicos tém em diversos aspectos do
ecossistema, tais como a heterogeneidade das espécies e o
equilibrio da dindmica da cadeia alimentar (FERANDEZ-
LEBORANS; NOVILLO, 1995). Neste contexto, 0s
experimentos com ciliados se tornam uma ferramenta
valiosa para se inferir sobre os possiveis disturbios
ambientais no meio aquatico (CAIRNS; PRATT, 1989).

MATERIAL E METODOS

Foram coletados amostras de Paramecium caudatum
na represa Monjolinho na cidade de S&o Carlos-SP situada
no campus da Universidade Federal de Sdo Carlos (22°
01' 03"S e 47° 53' 27" W). Esse protozoario € mantido na
colecdo de cultura de protozoarios do laboratério e foi
escolhido, dentre outros, por ser de facil manutencdo em
cultura e ser comum em sedimentos de ambientes
aquaticos. Para seu isolamento, o protozoario foi
identificado em amostras vivas do ambiente, coletado com
rede de micro plancton 22 um de poro e identificado sob o
microscadpio 6tico, e selecionado das amostras por meio de
micro-capilares de vidro com 10 mm de espessura. Em
seguida ele foi lavado sucessivamente com varias gotas de
agua mineral estéril (autoclavada) da marca Minalba®
(composicdo: calcio 17,14 mg.L-1; magnésio 9,83 mg.L-
1; s6dio 1,10 mg.L-1; cloretos 0,13 mg.L-1; nitratos 0,8
mg.L-1; sulfatos 0,2 mg.L-1; bicarbonatos 105,15 mg.L-1;
fluoretos 0,05 mg.L-1; bario 0,024 mg.L-1 e estrdncio
0,020 mg.L-1, pH 8,3), antes de ser colocado em frascos
de cultivo (tubos de ensaio) com o meio de cultura padrédo
utilizado no laboratério (descrito abaixo).

Os tubos foram mantidos em camaras incubadoras a
25°C e o crescimento dos protozoarios monitorado em
lupa por varios dias. Posteriormente, a pureza da cultura
foi verificada utilizando microscopia 6tica. A linhagem
utilizada nesse estudo foi obtida a partir de cinco
individuos, capturados na cultura piloto.

Toda a vidraria utilizada para o cultivo dos
protozoérios foi lavada com &acido nitrico e enxaguada
abundantemente com 4gua deionizada antes da secagem
em estufa. Para o meio de cultivo, foram preparados tubos
de ensaio com agar a 2% que foram esterilizados em
autoclave e posteriormente inclinados. Em seguida, uma
suspensdo da bactéria Enterobacter aerogenes, na
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concentracéo final de 106 organismos mL-1 foi preparada
utilizando-se uma alca padrdo (108) e agua mineral
(Minalba®) autoclavada. Essa suspensédo foi adicionada
aos tubos até cobrir o &gar inclinado. Por Gltimo, um gréo
de arroz, com casca, fervido por 10 minutos e
autoclavado, foi adicionado assepticamente em cada um
desses tubos de ensaio.Esse meio de cultura padrdo é
adequado para protozoarios bacterivoros, onde o

Alimento

protozodrio cultivado se alimenta de Enterobacter
aerogenes que, por sua vez, utiliza o grdo de arroz como
alimento. Para a manutencdo das linhagens em cultura é
necessaria a repicagem, pelo menos uma vez ao més, para
meios de cultura novos. A figura 1 abaixo representa o
esquema do cultivo Paramecium caudatum em diferentes
condicOes de temperatura, Ph, e intensidade luminosa.

lgrdo de arroz com

casca

bactéria Protozoario
10° U/mL Enterobacter 5 Paramecium
aerogenes caudatum

000000 s 000000 sz 000000
000000 s 000000 sz 000007 iz

/’

Amostras Coletadasde
Paramecium caudatum

|
T 25 2c
Coleta das Amostras
com rede micro
placton 22 pp

Fase Clara (72h de luz) I

Fase Escura (72h de escurid3do) |

claro e escuro totalizando 72

Interfase Clarae Escuro ( 12 h
horas.

Figura 1: Modelo esquematico da otimizacdo do cultivo do protozoario Paramecium caudatum em diferentes variaveis.

Para cada condicdo experimental testada, trés tubos de
ensaio (tréplicas) foram inoculados, cada um com cinco
microrganismos previamente separados a partir de uma
cultura estoque, utilizando micropipeta sob microscopia
Gtica. Estes frascos foram incubados por trés dias nas
condicBes experimentais pré-definidas e, ao final desse
periodo, trés aliquotas de um mL de cada frasco, apds
suave agitacdo, foram fixadas com solugdo saturada de
cloreto de mercurio (HgCl2), coradas com solucéo 0,04%
de azul de bromofenol (Pace; Orcutt, 1981), e estocadas
até a contagem. Posteriormente, todas as aliquotas foram
contadas integralmente sob microscépio éptico, em
aumento de 100X, utilizando cdmaras de Sedgewick-
Rafter de 1mL de volume.Nos primeiros experimentos
foram testadas cinco condi¢Bes de pH (pH6, pH7, pHS,
pH9, e pH10) sob trés diferentes temperaturas 20°C, 25°C
e 30°C. Para essas anélises, a agua mineral Minalba®,
durante o preparo dos meios de cultivo, teve seu pH
ajustado com o uso de um pHmetro (Micronal modelo
B374), aos valores desejados acrescentando se uma
solugdo 1 molar de HCI ou de NaOH até a obtencdo dos
cinco diferentes valores de pH desejados. Para cada pH e
temperatura foram preparados trés tubos de ensaio
(tréplicas) com 5 organismos inoculados. O pH foi
monitorado por meio de tiras indicadoras de pH Machery-
Nagel (pH-Fix 0-14), em cada tubo de ensaio, de 12 em 12
horas, a partir de 24 horas do indculo, até o final da
incubacdo que durou 72 horas.

Apo6s a definicdo das melhores condicBes de pH e
temperatura, foram feitos experimentos utilizando essas
condicbes pré-determinadas em duas intensidades
luminosas diferentes. Trés tubos de ensaio foram
incubados no escuro total por 72 horas e outros trés foram
feitos com o foto-periodo de 12 h claro: escuro e
posteriormente verificada a densidade dos ciliados em
camara de Sedgewick-Rafter.

Em seguida, foi feito um 0ltimo experimento para a
verificacdo do efeito do volume dos frascos de cultivo na
densidade total de protozoarios obtida utilizando a
condigdo Otima pré-determinada nos experimentos
anteriores (pH, temperatura e luz). Nesse ensaio foram
comparados 0 desempenho do crescimento de
Paramecium caudatum em trés tubos de ensaio (com agar
2% inclinado, um grdo de arroz e 10 mL de suspensdo
bacteriana) e em rés erlenmeyers (com 30 mL de
suspensdo bacteriana e trés grdos de arroz sobre uma
camada de agar 2%). Nesse experimento foram inoculados
quinze protozoarios em cada um dos erlenmeyers e cinco
protozoarios em cada um dos trés tubos de ensaio, nas
mesmas condices de pH, temperatura e intensidade
luminosa.

A melhor condi¢do de cultivo encontrada foi utilizada
para a realizacdo do experimento posterior que foi a
realizacdo da curva de crescimento para a obtencdo do
tempo de geracdo da linhagem de Paramecium caudatum.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento do protozodrio apresentou os melhores
resultados a temperatura de 30°C, e pH 8 ; inoculados no
escuro total. Os ensaios inoculados a temperatura de 20°C
apresentaram o pior desempenho, provavelmente devido
as exigéncias das condicdes de cultivo da bactéria
Enterobacter aerogenes que tem um cultivo ideal em
temperatura de 30°C. O pH 8 apresentou uma 6tima
condicdo para todos os ensaios e a temperatura de 25°C
foi boa, porém néo foi a melhor. Na temperatura de 20° C,
em todos os pHs testados, o crescimento do Paramecium
caudatum foi inferior ao obtido na temperatura de 25°C,
que foi, por sua vez, inferior ao obtido a 30°C (Figuras 1,
2 e 3). Portanto, considerando apenas temperatura, a de
30°C foi a que resultou no melhor crescimento
populacional dos protozoarios. O pH foi monitorado a
partir de 24 horas ap6s o indculo, usando o mesmo
pHmetro, com intervalos de 12 horas até 72 horas e 0s
resultados variaram no maximo entre pH 6,5 e 7,5 com
um pH médio de 7,0 ao final de 72 horas, havendo pouca
variacdo entre as medidas de pH. Portanto, nas condictes
de intensidade luminosa, no escuro total, na qual foi
realizada essa primeira série de experimentos, as melhores
condicbes encontradas para temperatura e pH foram,
respectivamente 30°C e pH 8. Na Figura 6 séo
sumarizadas esses resultados. Ap6s a determinacdo de pH
e temperatura, foram realizados os testes para verificar a
influncia da intensidade luminosa, os testes foram
realizados ao pH 8 e 30 °C, e no escuro total; conforme
previamente determinado. Nos ensaios realizados em
diferentes condi¢des de luminosidade, que tiveram
duracdo de 72 horas, os resultados obtidos mostram um
excelente crescimento no escuro total, a 30°C, por todo o
tempo do experimento em comparagdo ao experimento
exposto a iluminacdo na interface 12 horas claro e 12
horas no escuro, pode se verificar que o crescimento na
interface de intensidade luminosa é aproximadamente a
metade que aquela apresentada no escuro total, na Figura
5 estdo os resultados apresentando o crescimento celular
por m.L* claro e escuro.
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Figura 2: Cultivo de Paramecium caudatum a

temperatura de 20°C, no escuro por 72 horas, em
diferentes condicdes de pH.
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Figura 3: Cultivo de Paramecium caudatum a

temperatura de 25°C, no escuro por 72 horas, em
diferentes condices de pH.
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Figura 4: Cultivo de Paramecium caudatum a

temperatura de 30°C, no escuro por 72 horas, em
diferentes condi¢des de pH.
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Figura 5: Densidade de Paramecium caudatum, apoés 72
horas de cultivo em regime de iluminacdo de 12 h. no
claro e 12 h. no escuro a 30°C.
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N°. de Microorgamsimos X pH X Temperatura
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Figura 6: Crescimento de Paramecium caudatum nos
ensaio de otimizacdo do cultivo para as condicfes de
temperatura e pH testados no escuro.
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A curva de crescimento de Paramecium caudatum,
obtida na condicdo 6tima de cultivo determinada no
experimento anterior (30°C, pH 8 e no escuro total), é
mostrada no Figura 6. Apdés uma fase lag que durou
aproximadamente 36 horas, o crescimento celular se
iniciou de forma irregular e apresentou densidade maxima
até 96 horas ap6s o in6culo. O célculo do tempo de
geracdo esta representado abaixo:

N= 28500 (protozoérios presentes no final da fase log.
com 102 horas.).

No= 5 (protozoarios presentes no inicio da fase log. com
36 horas). Temos: 28500=5x 2"; 2" =28500/5

onde: 2" =5700; sendon =12,47675 e t=102-36=66h e
g=1t/n; g=66/12,47675 = 5,3 horas.

Curva de Crescimento

Crestumento C eluler: Organismos por miL.

o

24 30 36 42 48 54 60 66 F2 78 B4 90 86 102 108 114 120

Horas

Figura 6: Curva de crescimento de Paramecium
caudatum nas condicbes Otimas  determinadas
experimentalmente (temperatura de 30°C, pH 8 e no
escuro) nos quatro ensaios realizados em datas diferentes.

CONCLUSAO

O protozoario Paramecium caudatum apresentou
melhores condi¢cBes de crescimento em temperatura de
30°C e pH 8. O volume dos frascos néo interfere no seu
cultivo, porém seu crescimento é melhor no escuro total.
A faixa de maior crescimento populacional foi entre 78 e
96 horas apdés o inéculo (fase log). Diante desses
resultados prévios serdo realizados testes de toxicidade
com diferentes metais toxicos.
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