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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o desempenho na remocdo de
nitrogénio em sistemas de wetlands de fluxo vertical para o tratamento
de efluente doméstico bruto (Sistema Francés), com o aporte da biologia
molecular para a compreensdo dos processos. O estudo foi realizado na
Franca ao longo de 16 meses. Dois filtros pilotos com superficie de 2m?
cada foram testados e operados com um ciclo de alimentacdo
intermitente (2,5 dias e carga hidraulica aplicada de 0,23 m/d) e um
ciclo de repouso (4,5 dias). Uma camada de saturagdo foi criada no
fundo do filtro a fim de propiciar condi¢des para a desnitrificacdo
subsequente a nitrificacdo. Duas profundidades de saturacdo foram
testadas: 25 cm e 15 cm. O monitoramento incluiu parametros fisico-
quimicos (SST, DQO dissolvida, N-NH;", NTK e N-NO3’), bem como,
medicOes continuas (Eh, O, °C e comportamento hidrdulico). As
analises estatisticas demostraram que o melhor desempenho de remogéo
para 0s parametros analisados ocorreu quando os filtros operaram com
25 cm de saturagdo (com TDH tedrico de 6,66 h). Os resultados de todos
0s parametros avaliados demonstraram variages no desempenho do
sistema, além de indicar que melhorias no projeto ou adicdo de um
estagio de tratamento posterior sdo necessarias para que seja possivel a
remogdo completa do nitrogénio. Levando em consideracdo que cada
filtro piloto representa um Unico filtro do primeiro estagio do Sistema
Francés, as eficiéncias de remocéo (nitrificacdo de 57% e desnitrificagdo
de 85%) foram consideradas satisfatorias. Em relagdo a verifica¢do do
perfil microbiano, trés filtros em escala piloto e quatro estagcdes em
escala real foram testados. Para todos os sistemas avaliados ndo houve
diferenca estatistica em relacdo aos diferentes pontos de coletas,
demostrando uma boa e homogénea reparticdo do afluente na superficie
dos filtros. Uma maior quantidade (n° cépias gene/g pellet) de bactérias
nitrificantes foi observada no periodo de inverno, o que retrata um efeito
temporal, visto que as bactérias nitrificantes possuem crescimento lento.
Através do sequenciamento, foi observado para ambos os filtros a
presenca dos géneros Nitrosonomas, Nitrosospira e Nitrospira, sendo
dominantes as bactérias oxidantes de amdnia (AOB). Os filtros pilotos
apresentaram diferenca significativa (p: 0,001) para a varidvel estacdo
do ano. Todas as estacbes em escala real apresentaram resultados
semelhantes. Dentre as profundidades testadas, a maior quantidade de
AOB foi observada em 30 cm. Esse resultado demonstra que a camada
de matéria orgénica depositada na superficie tem papel importante na
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estrutura do perfil microbiano. O ciclo de alimentagdo/repouso avaliado
apresentou um aumento quantitativo e qualitativo na comunidade
bacteriana nos dias de alimentacdo e decaimento nos dias de repouso, 0
gue demonstra a dindmica de crescimento das bactérias. Esse resultado
pode indicar que um periodo de repouso utilizado no Sistema Francés de
no maximo sete dias é suficiente para impedir que haja decaimento
excessivo da comunidade bacteriana, otimizando, assim, a eficiéncia do
tratamento.

Palavras-chave: Filtros plantados com macrofitas. Efluente doméstico
bruto. Sistema Francés. Nitrificacdo/desnitrificagdo. Potencial redox.
Biologia molecular.



ABSTRACT

This research aims to evaluate the performance on nitrogen removal in
vertical flow wetlands systems for the treatment of raw wastewater
(French system), with the contribution of molecular biology to
understand the processes. This study was performed in France over 16
months. Two pilot systems with 2m? surfaces each, were tested and
operated with intermittent feeding cycle (2.5 days and a 0.23 m/d
applied hydraulic load) and 4.5 days resting cycle. A saturation layer
was created in the in the filter background in order to provide conditions
for the denitrification subsequent to nitrification. Two saturations depths
were tested: 25 and 15 cm. The monitoring included physico-chemical
parameters (TSS, dissolved COD, NH4" - N, NOz - N and TKN), as well
as continuous measurements (Eh, O,, °C and hydraulic behavior). The
statistical analysis demonstrated that the best removal performance for
the parameters analyzed occurred when the filters operated at 25 cm
saturation (with theoretical HRT of 6.66 h). The results of all evaluated
parameters showed variations in system performance, they also indicate
that improvements in the design or addition of a further processing stage
are required so that complete removal of nitrogen is possible.
Considering that each pilot filter represents a single filter of the first
stage of the French system, the removal efficiencies (57% nitrification
and 85% denitrification) were considered satisfactory. Regarding the
verification of the microbial profile, three pilot scale filters and four real
scale systems were tested. For all evaluated systems, there was no
statistical difference in relation to the different collection points,
demonstrating a good and homogeneous distribution of the surface of
the affluent filters. A larger amount (n° gene copies/g pellet) of
nitrifying bacteria was observed in the winter period, which illustrates a
temporal effect, since the nitrifying bacteria have slow growth. Through
sequencing, it was observed for both filters the presence of
Nitrosomonas sp, Nitrosospira sp and Nitrospira sp, being dominant
ammonia oxidizing bacteria (AOB). The pilots systems showed
significant differences (p: 0.001) for the variable season of year. All
full-scale systems showed similar results. Among the tested depths, the
greater amount of AOB was observed in 30 cm. This result shows that
the organic matter layer deposited on the surface, plays an important
role in microbial profile structure. The evaluated feeding-resting cycles
showed a quantitative and qualitative increase in the bacterial
community in the feeding days and decay in the resting days, which
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demonstrates the growing bacteria dynamic. This result can indicate that
a resting period used in the French System of up to seven days, is
enough to prevent excessive decay of the bacterial community, thus
optimizing the efficiency of the treatment.

Keywords: Constructed wetlands. Domestic raw wastewater. French
system. Nitrification/denitrification. Redox potential. Molecular
biology.
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1. INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial de Salde estima em 1,1 bilhdo o
nimero de pessoas no mundo que ndo tém acesso a fontes de
abastecimento de agua. No mesmo contexto, 2,5 bilhGes de pessoas nao
tem acesso ao saneamento pelo que, aproximadamente 35% da
populagdo mundial despeja-os de forma inadequada nos cursos d’agua
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012), resultando em
varios problemas, tanto ambientais como de satde publica.

Anualmente, a morte de 2 milhdes de pessoas é enquadrada em
problemas de satde publica, devido as doencas vinculadas a auséncia de
saneamento, sendo a maioria criangas originarias de paises em
desenvolvimento, moradores de regiGes periféricas e zonas rurais
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012). No que diz respeito
ao meio ambiente, a auséncia de saneamento associada ao aumento
demogréafico, a intensificacdo das atividades econdmicas e ao
descumprimento da legislacdo vigente, geram problemas nos corpos
hidricos (por exemplo, alteracdo da sua qualidade). As &guas
superficiais e os lencgois freaticos estdo sendo poluidos, sobretudo pelo
lancamento direto ou indireto de despejos industriais, domésticos e
agropecuarios ndo tratados ou tratados de forma ineficiente. Tal acéo
provoca 0 aumento da contaminagdo por organismos patogénicos e
nutrientes, tais como fosforo e nitrogénio.

O aumento da concentracdo desses nutrientes em recursos
hidricos promove o fendmeno da eutrofizacéo, isto é, a transformacéo de
um meio aquatico oligotréfico (baixa concentracdo de nutrientes) em
meio eutréfico (alta concentracdo de nutrientes), sendo o mesmo,
caracterizado pelo crescimento excessivo de algas que causam inimeros
efeitos adversos, tais como a decomposicdo da matéria organica presente
no meio, 0 que provoca a diminuicdo do oxigénio dissolvido
(ocasionando a mortandade de peixes e de outros organismos) e a
liberacdo de toxinas.

O nitrogénio é o elemento de estudo desta tese. Sendo um
constituinte natural de proteinas, clorofila e varios outros compostos
bioldgicos, a sua presenca € comum em efluentes domésticos e a
determinacdo da sua concentracdo exibe-se como pardmetro
fundamental para a caracterizagdo de efluentes brutos e tratados.

Atualmente, 0o aumento da concentragdo de nitrogénio em
esgotos, sem tratamento, apresenta-se como um sério problema
ambiental. O despejo em excesso em corpos hidricos e os problemas
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decorrentes da liberacdo dos esgotos demonstram a necessidade de
implementacdo de um sistema integrado de protecdo ambiental baseado
na reducdo das descargas e na aplicacdo de sistemas de tratamento que
possam remové-lo de forma satisfatéria (MALTAIS-LANDRY et al.,
2009).

Todavia, observa-se ainda a remocao insuficiente de nitrogénio
nas estacbes de tratamento de esgoto, tanto em sistemas
coletivos/convencionais (nivel primario e secundario) como em sistemas
individuais (nivel terciario), pelo que, varios estudos vém sendo
conduzidos a fim de melhorar a transformacgédo/remogéo deste nutriente.
No entanto, as varias formas deste elemento — organica e inorganica
(ions de amonio) — originarias de diferentes fontes, de diferentes niveis
de tratamento, e com concentra¢fes bastante variadas, entre outros
fatores, acabam por influenciar na sua remocéo (FAULWETTER et al.,
2009).

Introduzida a problematica da falta de saneamento e da remogéo
insuficiente do nitrogénio, fica evidente a necessidade de avancos na
pesquisa em relacdo a esses problemas. Dos estudos disponibilizados na
literatura e que vém sendo realizados pela comunidade cientifica e
académica, uma grande énfase estd sendo dada aos sistemas
descentralizados/individuais, mais compactos, com menor custo de
operacdo e com satisfatérios indices de remocgdo. Tais sistemas, por
apresentarem essas caracteristicas tornam-se uma boa alternativa de
aplicacdo em locais sem saneamento, além de outros como unidades
residenciais unifamiliares e pequenas coletividades, urbanas e rurais, as
quais, por vezes, ndao possuem uma tecnologia adequada que as
condi¢des locais exigem (PHILIPPI et al., 2007).

Nesse contexto, a utilizacdo do sistema de tratamento
descentralizado do tipo filtros plantados com macrofitas (FPM) também
denominados de Wetlands construidos, mostra-se como uma alternativa
vidvel para os locais supracitados, devido as caracteristicas adicionais
gue esse tipo de sistema apresenta: capacidade tampéo, adsor¢do fisica
dos poluentes na superficie do solo, degradacdo da matéria organica por
micro-organismos, assimilacdo dos nutrientes pelas plantas, baixo custo
de implantagéo e operagdo, dentre outros.

Os primeiros estudos realizados com FPM foram desenvolvidos
por Seidel (1966), os quais inspiraram Kickuth (1977) a desenvolver o
conceito de “Root Zone Method”. Esse sistema, composto por um filtro
de fluxo horizontal plantado com macrofitas possuia no meio filtrante
um material de suporte que favorecia o desenvolvimento dos vegetais e
criava condicles favoraveis para a atividade bioldgica, devido ao
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desenvolvimento das raizes e da comunidade microbiana ali instalada,
0S quais em conjunto promoviam o tratamento depuratdrio dos
poluentes.

Posteriormente, Brix (1993) desenvolveu uma classificagdo para
0s FPM a partir do tipo de macrofita utilizada (sistema com plantas
flutuantes, enraizadas e submersas e, enraizadas e emergentes) e que se
distinguem conforme o regime hidraulico aplicado: fluxo superficial
(filtro saturado com lamina d’agua em sua superficie), fluxo horizontal
sub-superficial (efluente drenado horizontalmente pelo filtro e sem
lamina d’agua em sua superficie) e fluxo vertical sub-superficial
(efluente drenado verticalmente e sem ldmina d’agua em sua superficie).

Além das classificagbes citadas, foi desenvolvido por Alan
Liénard e sua equipe, no Instituto Nacional de Pesquisa em Ciéncias e
Tecnologias para 0 Meio ambiente e Agricultura na Franca (IRSTEA),
um sistema de fluxo vertical com algumas caracteristicas préprias, o que
resultou por sua vez, em uma nova configuracdo chamada de French
vertical flow constructed wetlands - Sistema Francés (LIENARD, 1987).

Este sistema possui caracteristicas importantes para 0
tratamento de efluentes domésticos e é aplicado com sucesso ha alguns
anos na Franca para tratar efluentes de pequenas comunidades rurais
(atualmente mais de 3.500 estagdes estdo em operacao para o tratamento
de &guas residuais domeésticas, de até 4.500 EH — equivalente habitante),
com importantes taxas de remocdo de materiais em suspensdo, do
carbono e grande potencial na remocéo do nitrogénio. Ademais, além do
aspecto ecolégico e baixa relagdo area por pessoa (2 m*EH™), a
popularidade do design francés vem do fato do primeiro estagio de filtro
ser alimentado por efluente bruto, dispensando dessa forma um pré-
tratamento. Ainda hoje, este sistema mostra-se como um eficiente
método de tratamento do efluente em conjunto com o lodo, o qual é
depositado na superficie (cerca de 2,5 cm-ano™), e que, de acordo com a
pesquisa feita por Molle (2014), parece ter um papel importante no
desempenho do filtro.

Contudo, certas lacunas ainda existem, especificamente nos
processos da desnitrificacdo e desfosfatacdo, os quais permanecem em
estudo e que devem ser abordados ou definidos (MOLLE, 2003). Além
disso, o sistema descrito demanda, ainda, um estagio posterior para
conseguir atingir a remocéo total através da desnitrificagdo. Isso gera,
portanto, a necessidade de haver duas etapas de tratamento separadas,
gue exigem diferentes condicGes de oxigenacdo, aerobias e anoxicas,
respectivamente, 0 que, por consequéncia, exige uma &rea
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razoavelmente grande para a sua implantagdo (uma das desvantagens do
sistema).

Com o intuito de otimizar o processo no tratamento do
nitrogénio e diminuir a area requerida, varias inovacdes e modificacdes
na configuracdo dos FPM v&m sendo testadas nos dltimos anos, tais
como: sistema vertical de fluxo ascendente e descendente com
recirculacdo [Circular-flow corridor (sistema composto por 3 estagios
sendo a primeira e a terceira formadas por filtros horizontais
retangulares de fluxo sub-superficial, e a segunda por um sistema
circular de fluxo vertical - Towery hybrid)], sistema horizontal sub-
superficial com defletores verticais onde o efluente flui para cima e para
baixo (Baffled subsurface-flow); combinacdo de FPM com células de
combustivel microbiana (Microbial fuel cell), dentre outras (WU et al.,
2014).

Na Franga, embora a maioria dos filtros utilizados possuam a
concepcdo classica francesa (dois estagios de fluxo vertical), cujas
diretrizes e performances sdo bem conhecidas (MOLLE et al., 2005), as
inovagcbes vém ganhando espago nos Ultimos tempos, sendo
desenvolvidas por empresas privadas e publicas. Essas inovacfes
referem-se principalmente a reducdo da area requerida, dos custos
operacionais e da melhoria no desempenho, podendo-se destacar as
seguintes: sistema de um estdgio de fluxo vertical com recirculacéo,
sistema de dois estagios de fluxo vertical um acima do outro e, sistema
de um estdgio de fluxo vertical com saturagdo no fundo do filtro
(MOLLE, 2014).

A modificacdo no Sistema Francés para um estagio de fluxo
vertical com saturacdo no fundo do filtro foi desenvolvido na presente
pesquisa, com 0 intuito de avaliar o desempenho desta nova
configuragdo em relacdo ao comportamento do filtro, com foco no
comportamento e remog¢do do nitrogénio. A geracdo das duas zonas de
oxigenacgdo — aerdbia e andxica (esta provocada pelo fundo saturado), no
mesmo filtro, teve como objetivos promover a nitrificacdo e a
desnitrificacdo em um Gnico estagio (com eficientes taxas de remocéo),
diminuir a &rea para implantacgdo e reduzir os custos operacionais.

Atualmente, em paises de clima tropical, por meio de diversos
grupos de pesquisa, vem sendo estudada a aplicacdo deste sistema. No
entanto, tal como afirmam alguns autores, o fato de ainda nédo serem
amplamente utilizados, observam-se lacunas em pontos especificos, tais
como, os critérios de dimensionamento para as condi¢des climaticas e
econdmicas particulares desses paises (KANTAWANICHKUL et al.,
2009). Esses autores também ressaltam que o clima e as condicoes
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locais afetam fortemente os processos de remocdo do nitrogénio em
sistemas de FPM, reforcando, assim, a necessidade de experimentos
nessas condicbes para que alguns aspectos do tratamento sejam
esclarecidos.

No que se refere ao Brasil, como citam Oliveira e Von Sperling
(2011), por ser um pais de grande extensdo geogréafica, apresenta
grandes diferengas em termos de clima, de economia, contrastes
culturais e sociais. Em relacdo a sistemas de tratamento de efluente,
embora haja a utilizacdo de sistemas bastante sofisticados, sdo aplicados
na sua maioria sistemas naturais e ndo mecanizados, 0s quais se
beneficiam das temperaturas elevadas na maior parte do pais. Segundo
0S mesmos autores, a temperatura desempenha um papel decisivo em
alguns processos de tratamento, 0 que por sua vez, contribui para a
diminuicdo de &rea requerida para instalagdo e no aumento da eficiéncia
de remogao.

Além do avango em novas pesquisas para remocdo do
nitrogénio e sua aplicacdo em paises de clima tropical, o estudo dos
processos microbioldgios que promovem a sua remogdo vem ganhando
espago na engenharia. Por muito tempo o estudo das estacOes foi
limitado em analises fisico-quimicas de entrada e saida de uma
instalacdo, tendo a parte biolégica ainda obscura, onde justamente se
encontram as reagbes mal compreendidas realizadas por micro-
organismos nao identificados.

Avangos em técnicas qualitativas e quantitativas afirmam a
presencga de espécies microbianas especificas ou grupos funcionais que
influenciam na remocdo de poluentes. E, embora tenha ocorrido um
aumento do uso dessas técnicas nos Gltimos anos, 0 que se sabe sobre a
atividade microbiana em FPM baseia-se em suposi¢des e/ou dados
circunstanciais (FAULWETTER et al., 2009).

Portanto, a utilizacdo de um conjunto de técnicas da biologia
molecular tornou-se essencial para o estudo de processos bioldgicos, por
vezes complexos, envolvidos no tratamento de aguas residudrias
aportando importantes informacdes para a compreensdo e determinacdo
da composi¢do e dindmica das comunidades microbianas, bem como
identificagdo ao nivel de género ou espécie dos micro-organismos
envolvidos nos processos que ocorrem em uma estacao de tratamento.

Neste contexto, o IRSTEA, em conjunto com o grupo de
trabalho Evaluation des Procédés Nouveaux d'Assainissement des
petites et moyennes Collectivités (EPNAC) e em parceria com algumas
entidades interessadas no saneamento na Franca: Service d'Assistance
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Technique aux exploitants de Stations d'Epuration, Agences de I'Eau;
Services de police de I'eau; Ministeres de I'Environnement et de la
Santé, Office International de 1’eau et Office national de [’eau et des
lieux aquatiques desenvolveu um projeto de pesquisa com o objetivo de
melhorar a eficiéncia das estacdes de tratamento de esgoto de pequenas
e médias comunidades da regido denominada por DOM (territérios
ultra-maritimos franceses de clima tropical).

Esse projeto, chamado de Assainissement des eaux usées adapté
au contexte Tropical par Traitement ExteNsifs uTillsant des Vegétaux
(ATTENTIVE) tem por objetivo validar o dimensionamento dos filtros
plantados com macréfitas otimizando a remocdo de poluentes no
contexto tropical face as condigdes climaticas e aos problemas
econdmicos e de saneamento que essas comunidades apresentam.
Assim, esta tese enquadra-se no projeto ATTENTIVE, que se
desenvolve através de varias pesquisas, em que ocorre 0 monitoramento
de filtros-piloto e em escala real em diferentes locais, tanto na Franga,
como na regido DOM.

Esta pesquisa foi realizada por meio de uma parceria entre 0
IRSTEA e o0 Laboratério de Efluentes Liquidos e Gososos (LABEFLU)
vinculado ao Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental, da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o qual vem
desenvolvendo inimeros trabalhos realacionados com a problematica de
efluentes domésticos e industriais. Aém do apoio do projeto:
Tecnologias Sociais para a Gestdo da Agua (TSGA) — programa que
visa 0 uso sustentavel da agua através do apoio a capacidade de gestdo
local em bacias hidrograficas de Santa Catarina — SC.

Além do LABEFLU, o Grupo de Estudos em Saneamento
Descentralizado (GESAD/ENS/UFSC) desenvolve inimeras pesquisas
ao longo de uma década com a utilizacdo de filtros plantados com
macréfitas para o tratamento de aguas residuarias.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de remogéo de nitrificacdo e desnitrificacdo
no sistema de filtros plantados com macrdfitas de fluxo vertical (Sistema
Francés) com fundo saturado para o tratamento de esgoto sanitario
bruto.
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1.1.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar o desempenho dos filtros na remocéo do nitrogénio;

e Investigar a influéncia das diferentes alturas de saturacdo
testadas sobre o desempenho do sistema;

¢ Analisar os efeitos de temperatura e do potencial redox no meio
filtrante na remocao do nitrogénio;

e Estudar as interacGes bioldgicas e bioquimicas dos filtros por
meio da realizagdo de andlises fisico-quimicas e da diversidade
microbiana;

e Caracterizar a comunidade microbiana nitrificante, utilizando
técnicas quantitativas e qualitativas da biologia molecular — gPCR, e
PCR-DGGE.

1.2 HIPOTESES DA PESQUISA

A presente pesquisa foi conduzida sob as seguintes hipoteses e questdes
subsequentes:

18 — A modificacdo e adaptacdo do sistema FPM (Sistema Francés)
melhora o desempenho do tratamento de efluentes domésticos.

a) A aplicacdo de um fundo saturado (andxico) no Sistema
Francés de fluxo vertical para o tratamento de esgoto
doméstico bruto melhora o tratamento de materiais em
suspensdo (sedimentacdo), da matéria carbonacea (consumo
de carbono pela desnitrificacdo) e do nitrogénio total
(desnitrificacdo) permitindo operar com um Unico estagio de
tratamento?

b) Qual a altura de saturacdo, dentre as testadas, para que um
Unico estagio possa realizar 0 processo
nitrificagdo/desnitrificacdo de forma satisfatoria?

22 — A medicdo do potencial redox (Eh) promove um melhor
entendimento das condicGes, por vezes complexas, que ocorrem nos
meios filtrantes.

a) O acompanhamento do Eh em diferentes profundidades no
meio filtrante ajuda na visualizacdo do perfil e na
compreensdo dos processos de metabolismos bacterianos e
nas condicBes de oxigenacdo, contribuindo para uma tomada
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rapida de decisdo em relagdo as condigdes oxirreducdo do
meio?

3% — A remogdo de um poluente estd associada a um grupo funcional
microbiano especifico. Portanto, a compreensdo dos mecanismos
bioldgicos através da identificacdo da biota microbiana presente nas
diferentes camadas filtrantes do FPM contribui para a melhoria no
sistema de tratamento dos processos de nitrificacdo/desnitrificag&o.

a) Quais e quantos sdo micro-organismos nitrificantes
envolvidos no processo da nitrificagdo que ocorrem no
meio filtrante?

b) Como a variagdo temporal e espacial da comunidade
microbiana interfere na eficiéncia do tratamento?

1.3 JUSTIFICATIVAS

A legislacéo brasileira indica que todos os cidaddos tém direito a
um meio ambiente equilibrado, caracteristica essa, essencial a qualidade
de vida. Para isso, o Poder Publico instituiu instrumentos legais —
através de Resolugdes — que dispdem sobre as condigdes necessarias
para a emissao de efluentes em corpos hidricos.

O Brasil possui o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) 6rgdo responsavel que estabelece padrdes de qualidade das
aguas naturais através da Resolugdo n° 350 de 2004 complementada
pela 430 de 2011, a qual contempla padrdes maximos de lancamento de
efluentes, classificagdo dos corpos d’dgua, formas adequadas de
tratamento e disposicdo final, e sangfes estabelecidas de acordo com
impacto ambiental gerado pelo efluente langado. Porém, ainda ha muito
que se fazer no sentido de se colocar tais instrumentos efetivamente em
pratica. Em Santa Catarina, o Cddigo Estadual de Meio Ambiente,
através da Lei n° 14.675 de 13 de abril de 2009, Artigo 177, lista uma
série de condigBes previstas nas normas federais dos parametros fisico-
guimicos, além de outros parametros, as quais controlam o langcamento
de efluentes em corpos de &gua interiores, lagunas, estuario e na beira-
mar.

Além do Brasil, outros paises desenvolvem pesquisas com o
objetivo de buscar sistemas mais eficazes na remocdo de poluentes
nitrogenados e fosfatados, que apresentem simultaneamente custo-
beneficio de aplicagdo, buscando atingir principalmente as areas onde ha
precariedade em relacdo ao saneamento e atender as legislagBes que
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objetivam padronizar o lancamento dos efluentes nos corpos hidricos
receptores.

O esgoto doméstico € um potencial poluidor devido a sua
composicgdo, rica em nutrientes nitrogenados e fosfatados, os quais sao
liberados no meio ambiente devido a precariedade do saneamento. Além
dos nutrientes, o esgoto doméstico possui também uma fracéo de sélidos
organicos e inorganicos, suspensos e dissolvidos, bem como micro-
organismos, muitas vezes patogénicos. No entanto, apesar da fracdo
corresponder a apenas 0,1% da sua composi¢ao, é justamente devido aos
seus componentes que o esgoto deve ser tratado (VON SPERLING,
1996).

A eutrofizacdo representa um dos mais sérios problemas em
relacdo a poluicdo das aguas acrescido dos problemas de salde publica
gue podem surgir pela liberacdo inadequada nos corpos hidricos, logo, o
tratamento de esgotos € de suma importancia.

Diante disso, faz se necessario optar pela utilizagdo de sistemas
de tratamento eficientes, com baixo custo de implantacdo e operacdo,
potencializando a sua aplicacéo tanto pelo setor publico como privado.

Dos sistemas que podem atender os requisitos, os filtros
plantados com macrdéfitas enquadram-se como uma boa alternativa
devido as vantagens que apresenta, tais como: baixo consumo de
energia, tecnologia acessivel, boa tolerancia as variacdes de carga, baixa
producdo de lodo, minimizacgdo de odores, boa aceitacdo pela populacdo
devido & sua integragdo a paisagem local e, sobretudo, o baixo custo de
implantagdo e operacdo quando comparado a outros sistemas de
tratamento.

Na Franca, entre 0s processos de tratamento de esgotos para
pequenas comunidades, os FPM (Sistema Francés) desde o final da
década de 90 representam 11% entre os sistemas utilizados (GOLLA et
al., 2010), e praticamente domina o tratamento de efluentes domésticos
em pequenas comunidades, sendo alvo de estudo e aplicagdo em varios
outros paises, assim como no Brasil, e em outros paises de clima
tropical, devido as suas caracteristicas e a sua eficiéncia no tratamento.
Ainda que esse tipo de sistema possua estas vantagens, as inovagdes tém
adquirido espago nos ultimos anos, com o objetivo de melhorar o
desempenho, diminuir a area requerida para a sua implantacdo e, por
consequéncia, 0s custos operacionais tornando este tipo de tratamento
ainda mais atrativo.

Ademais, sabe-se que 0 uso integrado de ferramentas que
auxiliam a compreensdo dos processos que ocorrem, € uma estratégia
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eficiente para a melhoria do processo de tratamento. Um parametro
importante a ser agregado aos estudos com FPM, principalmente nas
novas configuragdes, é o potencial redox (Eh).

As configuragdes dos diversos sistemas promovem diferentes
condi¢des redox, que podem variar com o tempo de tratamento e/ou
espacialmente no meio filtrante, permitindo a formagdo de nichos
ecoldgicos favoraveis ao desenvolvimento de biofilmes microbianos
com funcdes diferentes no processo de oxigenacdo e capacidade de
remocdo dos poluentes (WIESSNER et al., 2005; VYMAZAL, 2007).
Com base nisso, pode-se afirmar que as pesquisas de potencial redox
mostram a influéncia deste pardmetro no desenvolvimento bacteriano
permitindo, assim, um melhor entendimento dos processos que ocorrem,
gerando, por sua vez respostas sobre o desempenho do tratamento. O
conhecimento da comunidade bacteriana presente nos filtros mostra-se,
também, de extrema importancia, uma vez que tal comunidade é
responsavel pela remocédo dos nutrientes presentes no efluente.

No meio filtrante de um FPM ocorre a formacgdo de um biofilme
composto por uma grande diversidade taxondmica de bactérias que
realizam o processo de remocdo dos nutrientes. Em relagdo ao
nitrogénio, a sua remocdo bioldgica ocorre geralmente pela combinagéo
dos processos de nitrificagdo autotrofica e desnitrificacdo heterotréfica,
sendo uma etapa limitante da velocidade global do processo de
tratamento biol6gico, devido a baixa taxa de crescimento dos
organismos envolvidos (METCALF e EDDY, 2003). As bactérias que
removem 0 nitrogénio designam-se por nitrificantes
guimiolitoautotroficas especializadas, através da combinacdo dos
processos de nitrificacdo/desnitrificacdo. Consequentemente, o estudo
das bactérias responsaveis pela remogdo do nitrogénio é de extrema
relevancia devido a sua importancia no tratamento biol6gico em ETE.

O estudo de comunidades microbianas esta, atualmente, sendo
realizado através de técnicas avangadas do campo da biologia molecular,
as quais vém dominando nos ultimos anos devido as suas vantagens em
relacéo as técnicas mais tradicionais de cultivo.

Para a caracterizacdo da capacidade de um sistema tratar um tipo
de poluente, o microbiologista deve responder a varias questdes, dentre
elas: quem, quantos e como? No entanto, métodos microbioldgicos
tradicionais, ditos pasteurianos, ndo respondem completamente essas
questdes. Esses métodos sdo limitados exclusivamente as técnicas
microscopicas, de enriquecimento e cultivo, nas quais, isoladamente,
muitas vezes ndo fornecem maiores informacgGes quanto & composi¢do
microbiana devido as dificuldades inerentes as condigdes ideais para o
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cultivo e ao isolamento dos micro-organismos, uma vez que alguns
deles sdo bastante seletivos quanto ao meio de cultivo e suas variaveis
(JUZAN et al., 2012).

Ja os métodos moleculares, os quais dispensam o cultivo,
reduzem os erros dos métodos pasteurianos, permitindo a caracterizacdo
dos micro-organismos numa amostra, cultivada ou ndo, no seu ambiente
natural (HUYBENS et al., 2009). As técnicas da biologia molecular,
baseadas na analise de fragmentos especificos de RNAr 16S, fornecem
informacOes quantitativas e qualitativas precisas ao nivel de espécie e
grupos funcionais, uma vez que o DNA/RNA ¢ estudado, tendo esse
conjunto importancia fundamental para o estudo da diversidade de
micro-organismos presentes na amostra que se deseja estudar.

As variadas formas de configuracdo dos sistemas de tratamento e
suas peculiaridades confundem a compreensdo sobre a estrutura da
comunidade microbiana, sua distribuicdo espacial e suas atividades.
Portanto, estudos mais aprofundados sobre a microbiologia podem
ampliar o conhecimento das transformac6es que ali ocorrem e ajudar a
melhorar o projeto e a eficiéncia do tratamento (TRUU et al., 2009),
uma vez que é possivel relacionar os resultados taxonémicos das
analises moleculares com os parametros fisico-quimicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FILTROS PLANTADOS COM MACROFITAS (WETLANDS
CONSTRUIDOS)

2.1.1 Aspectos Gerais

Os filtros plantados com macrdfitas (FPM) sdo sistemas que
fazem parte do grupo dos wetlands construidos (Constructed Wetlands
— como sdo chamados internacionalmente) séo sistemas da engenharia
gue foram desenvolvidos inicialmente para tratar aguas residuarias. Esse
sistema de filtros foi projetado para replicar os processos fisicos,
quimicos e biolégicos ocorridos em areas naturais (terras Umidas, brejos,
varzeas, pantanos ou manguezais) de forma controlada (KADLEC e
KNIGHT, 1996; VYMAZAL, KROPFELOVA, 2008; VYMAZAL e
KROPFELOVA, 2011).

Os wetlands construidos séo sistemas artificialmente projetados
para utilizar plantas aquaticas (macréfitas) em substratos como areia,
cascalho ou outro material inerte saturado ou parcialmente saturado e
promover, assim, 0 aporte e sustento para o desenvolvimento de
biofilmes que agregam populagGes variadas de micro-organismos que,
por meio de processos bioldgicos, quimicos e fisicos, tratam as aguas
residuérias (KADLEC e WALLACE, 2009; VYMAZAL, 2010).

Seidel na década de 50 realizou o primeiro experimento sobre a
possibilidade de tratamento de aguas residuarias com filtros de fluxo
vertical no Instituto Max Planck na Alemanha (VYZAMAL, 2008). As
varias pesquisas realizadas por Seidel tiveram por objetivo ndo s6 o
tratamento de aguas residuarias domésticas, mas também de aguas
contaminadas por fenol e efluente de agropecudria. Os experimentos
desta cientista inspiraram Kickuth (1977) a desenvolver o conceito de
“Root Zone Method” — sistema, composto por um filtro de fluxo
horizontal plantado com macrdfitas, possuindo no meio filtrante um
material de suporte que favorecia o desenvolvimento dos vegetais e
criava condicdes favordveis para a atividade bioldgica devido ao
desenvolvimento das raizes e da comunidade microbiana ali instaladas
gue, em conjunto, promoviam o tratamento depuratério dos poluentes.

Na década de 90 Brix (1993) estabeleceu uma classifica¢do para
0s FPM a partir do tipo de macrdfita utilizada, que variava conforme o
regime hidraulico aplicado. Atualmente, uma nova classificacdo foi
proposta por Fonder e Headley (2013) que também se basearam na
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hidraulica e nas caracteristicas da vegetacdo, sendo que estes dois
atributos foram subdivididos de acordo com caracteristicas especificas a
fim de classificar os diferentes tipos de concepgdo dos filtros plantados

com macrdfitas (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas utilizadas para classificar os filtros plantados com

macrofitas (FPM)

A}EEE l:)to Caracteristica Descrigédo Classes Subclasses
Posicéo da
agua na
- . superficie em Escoar_nt_anto
Posicéo da agua x superficial -
relado ao subsuperficial
solo ou P
substrato
Dlregao Horizontal -
predominante
Sentido do fluxo do fluxo Ascendente
. . atraves do  Vertical Descendente
Hidrologia sistema Misto
Livre
Saturagio Grau de drenagem )
saturacdo Intermitente
Constante
Pgs'gad‘;e Superficial
Afluente  Upode Subsuperficial -
distribuicéo
Base de fundo
do afluente
Localizagdo
das raizes: .
anexa nos Séssil
Vegetagao séssil : bentdnica -
sedimentos
a s Flutuante
bentdnicos
. ou flutuante
Vegetacéo Forma de Emeraente Herbaceo
crescimento 9 Arborizado
Forma de dominante da ~Sypmersas

crescimento

vegetacdo em
relagdo a
agua

Flutuante com
folhas
Flutuante

Fonte: adaptado de Fonder e Headley (2013).

Devido as caracteristicas ecolégicas, elevada eficiéncia de
remocdo, baixos custos operacionais e de instalacdo se comparados a
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outros tipos de tratamento, operacdo simples, potencial de reutilizacdo
da agua e dos nutrientes, nas Ultimas décadas os FPM tornaram-se uma
opcdo atraente para o tratamento de efluentes domésticos e industriais
(CHEN et al., 2006; CHANG et al., 2012; SEZERINO et al., 20123;
SEZERINO et al., 2012b; PELISSARI et al., 2013; LANA et al., 2013;
ROUSSO et al., 2015; MORVANNOU et al., 2015), aguas residuarias
agricolas (PENG et al., 2012; PELISSARI et al., 2014), escoamento de
aguas pluviais (ARIAS et al., 2014), efluente de mineracéo, lixiviados
de aterros sanitarios, dentre outros (TANNER et al., 2002; VYMAZAL,
2007; SCHOLZ 2010; ZHI e J1, 2012; SAEED e SUN, 2012; WU et al.,

2014; SEZERINO et al., 2014;).

Os principais beneficios e limitagdes dos filtros plantados com
macrdéfitas podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Beneficios e limitagdes dos filtros plantados com macréfitas

Beneficios

Limitacdes

Bom nivel de tratamento de
contaminantes tais como: fosforo,
formas de nitrogénio, DBO, SS e

hidrocarbonetos.

Projetados para gerir eventos de
chuvas intensas, proporcionando
atenuacdo do volume de efluentes.
Funcionam como 'zona tampéo'.

Custo relativamente baixo e
simplicidade de operagéo

Minimizacéo de odores através da

utilizacdo de uma densa cobertura

vegetal adequada, um nivel raso de
efluente e manutencao.

Proporcionam habitat para uma
grande variedade de aves,
mamiferos, répteis, anfibios e
invertebrados.

Necessidade de uma area
relativamente grande para
construgéo.

A remocéo de poluentes pode
variar ao longo de periodos
sazonais e também por variac6es
no fluxo de entrada de poluentes.

Emissdo de gases com efeito de
estufa

Os efluentes tratados ndo devem
ser utilizados para a pesca,
banhos, rega ou animal, devido a
possivel presenca de patégenos,
toxinas e parasitas.
Alguns poluentes (por exemplo,
metais pesados e pesticidas)
podem causar danos a animais
selvagens.
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Continuacéo da Tabela 2 - Beneficios e limitagdes dos filtros plantados com
macrofitas
Alguma infiltracéo de efluente
Esteticamente agradavel: valorizam  para as aguas subterraneas pode
a paisagem. ocorrer caso o filtro ndo for
devidamente projetado e
construido.

Fonte: adaptado de SCHOLZ (2010).

De acordo com o descrito na Tabela 2, é notavel que a eficiéncia
do tratamento pelos FPM depende do projeto de construcdo do sistema,
do tipo de fluxo, da vegetacdo, do clima e da comunidade microbiana.
Além disso, é preciso ter um bom planejamento, levando em
consideracdo as caracteristicas do local de implantacdo, a
disponibilidade de &rea, a temperatura e a reutilizacdo pretendida ou
eliminacdo das &guas residuarias tratadas. Assim, ainda que esse tipo de
sistema de tratamento seja considerado simples, 0s processos para
remover 0s contaminantes sdo complexos e interligados (SEZERINO,
2006).

Esse sistema é geralmente usado como processo descentralizado
de tratamento, sendo utilizado na maioria das vezes como um tratamento
secundario ou terciario, ou seja, as aguas que adentram nesse sistema ja
receberam uma etapa de tratamento anterior. Porém, o modelo de
operagdo do tipo “Sistema Francés” opera sem um tratamento primario,
procedimento que sera destacado posteriormente.

O pré-tratamento é importante para evitar 0 entupimento do
filtro (colmatacdo) — obstrucdo dos espacos livres de poros por
acumulacdo de sélidos. As principais tecnologias aplicadas como pré-
tratamento de FPM sdo: Remocdo de areia, cascalho e materiais
volumosos; Caixa de gordura; Tanque séptico; Reator compartimentado
anaerébio; e Reator anaerébio de fluxo ascendente (UASB)
(HOFFMANN et al., 2011).

Em estudo realizado por Zhi e Ji (2012) aponta-se que, nos
Gltimos 21 anos, um terco dos paises do mundo fazem uso desse tipo de
tratamento, sendo predominantemente encontrado na Europa, América
do Norte, Extremo Oriente e Oceania. No entanto, quando refere-se a
paises em desenvolvimento, é observado que sua aplicacdo apesar de ter
aumentado ainda é lenta (ZHANG et al., 2014).

Atualmente, muitos estudos estdo sendo conduzidos a fim de
identificar e aperfeicoar o papel de cada elemento atuante no tratamento.
Dentre tais elementos, destacam-se o0s estudos sobre: o fluxo
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empregado; o material filtrante; as macrofitas; a taxa hidraulica e
organica; as cinéticas de depuracdo; a transferéncia de oxigénio; a
estrutura e metabolismo do biofilme formado; a eficiéncia no
tratamento; a diminuicdo de &rea de implantacéo e a vida Gtil do sistema.

2.1.2 Classificagdo dos FPM
De acordo com a Ultima classificacdo feita por Fonder e Headley
(2013) os filtros plantados com macroéfitas sdo classificados com base

em suas caracteristicas fisicas e de design de tratamento, sendo que foi
desenvolvida uma hierarquia de classificacdo apresentada na Figura 1.

Figura 1- Classificagdo dos filtros plantados com macrofitas.
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Da classificacdo apresentada, foram consideras para Revisdo
Bibliografica deste trabalhno somente as categorias de fluxo
subsuperficial (horizontal e vertical) e hibrido devido suas
aplicabilidades. Além dessas duas categorias, foi destacado o Sistema
Francés por este apresentar a configuracdo aplicada no experimento
desta Tese.

2.1.2.1 Filtros plantados com macrofitas de fluxo horizontal

Neste tipo de configuracdo, o efluente a ser tratado é disposto na
zona de entrada e flui através do meio poroso sob a superficie do leito
em um caminho mais ou menos horizontal até atingir a zona de saida,
onde é recolhido e descarregado. Durante esse percurso, o efluente é
repartido em toda a largura e altura do filtro, estando em contato com
zonas aerobia, anoxica e anaerdébia. A zona aerdbia situa-se proxima as
raizes e rizomas e, durante a passagem do efluente pela rizosfera, inicia-
se a degradacdo do mesmo pela acdo dos micro-organismos e pelos
processos fisicos e quimicos que ali ocorrem. Logo abaixo encontra-se a
zona andxica e, ao fundo do filtro, a zona anaerébia (COOPER et al.,
1996; VYMAZAL, 2010).

Em fluxo horizontal o material filtrante é completamente
saturado e o nivel do efluente deve ser mantido a aproximadamente 5
cm abaixo da superficie, evitando assim os caminhos preferenciais e
assegurando um fluxo homogéneo (MOLLE, 2003) conforme
apresentado na Figura 2.

Figura 2- Esquema representativo de um FPM de fluxo horizontal.
As setas indicam o fluxo horizontal padrdo.

Fonte: autor.
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Como mencionado anteriormente no item 2.1.1 Aspectos
Gerais, este tipo de filtro foi desenvolvido na década de 70 na Alemanha
e partir de entdo varios estudos foram realizados, principalmente por
paises desenvolvidos com a utilizacdo de materiais filtrantes grosseiros.
Com o passar dos anos, tais materiais foram substituidos por outros com
caracteristicas mais adequadas, favorecendo as reacdes fisico-quimicas
necessarias no tratamento dos poluentes.

E, em relagdo a macrofita, é comumente utilizada a espécie
Phragmites australis, ainda amplamente utilizada na Europa.

Atualmente, esse tipo de configuracdo é bastante frequente na
América do Norte e Australia. Na Europa, essa tecnologia vem
recebendo maior atengdo, como por exemplo no Reino Unido. No
Brasil, a utilizacdo do fluxo horizontal é predominante e, além de tratar
aguas residudrias domeésticas e municipais, tem sido utilizado para
lixiviados de aterros industriais e agricolas (CALIJURI et al., 2009).

Esse tipo de fluxo é eficiente na remogdo de compostos organicos
através da degradacdo promovida pela microbiota existente sob
condicbes andxica e anaer6bia — zonas predominantes nesta
configuragdo devido ao sentido do fluxo, que limita a concentracdo de
oxigénio no interior do filtro. Os sélidos suspensos sdo removidos
predominantemente por filtracdo e sedimentacdo e a eficiéncia de
remogdo € geralmente elevada. A série nitrogenada é degradada pela
acdo dos micro-organismos que compdem o biofilme® localizado na
rizosfera. O nitrogénio é removido primeiramente através da nitrificacéo
na zona aerébia e desnitrificacdo nas zonas subsequentes. Numerosos
estudos afirmam que devido a insuficiéncia de oxigénio neste tipo de
configuragdo, a desnitrificagdo prevalece entre os processos ocorridos
(COOPER et al., 1996; IWA, 2000; VYMAZAL, 2010).

A retencdo de fésforo é geralmente baixa devido ao contato
limitado do efluente com particulas de solo que adsorve e/ou precipita o
fosforo. A absorcdo pelas plantas representa apenas armazenamento
temporario visto os nutrientes serem liberados novamente para o filtro
apos a senescéncia das plantas (VYMAZAL, 2010).

O dimensionamento dos FPM de fluxo horizontal é geralmente
baseado em uma abordagem de sistema hidraulico — Lei de Darcy
(célculo da sec¢do hidraulica do filtro a ser aplicado €, por conseguinte,
largura e profundidade) e; baseado em uma parte biol6gica, a qual esta
associada com o tempo de passagem do efluente baseada em uma reacao

! Biofilme: € um conjunto de micro-organismos fixados sobre uma superficie sélida
como, por exemplo, raizes.
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de primeira ordem associada ao fluxo pistdo, prevendo a concentragdo
de saida de um poluente em funcdo da concentracdo de entrada.

No entanto, é importante salientar a impossibilidade de se obter
uma concentragdo nula na saida do tratamento, o que resulta na
liberacdo dos materiais metabdlitos pelas plantas. Tais materiais se
depositam no filtro ou séo liberados com o efluente e sdo denominados
de “ruido de fundo” (C*). Para uma vazdo constante (considerando a
soma dos fluxos gerados pela precipitacdo e evapotranspiracdo como
“nula”), a reagdo utilizada para calcular o dimensionamento é o modelo
K-C* (KADLEC; KNIGHT, 1996) com ajustes no coeficiente K em
fungdo da cinética de degradacdo, da temperatura e da porosidade do
material filtrante (MOLLE, 2003), descrito na Equagdo 1.

Equacdo 1 — Dimensionamento filtro fluxo horizontal pelo modelo KC*

Azgln(

Ce—C*)
k

Cs—C+*

No entanto, novas pesquisas estdo em andamento com o objetivo
de determinar uma abordagem mais precisa para a modelagem dinamica
visto que essa abordagem de dimensionamento apresenta variagdes
significativas nas constantes de degradacdo (EME, 2012). Apesar disso,
independente de qual modelo for utilizado, para esgotos municipais a
area de um filtro horizontal é de cerca de 5 m2 EH™ — quando utilizado
como tratamento secundario, com concentragGes de entrada variando de
150 — 300 mg.I"* de DBOs (Kpgos = 0,1 m.d™®) — e de 1 m2 EH? —
quando utilizados como tratamento terciario (Kpgos = 0,31 m.d™)
(MOLLE, 2003; VYMAZAL e KROPFELOVA, 2008).

Cabe ressaltar que a desvantagem deste sistema é a sua
sensibilidade & colmatacdo, portanto, tanto a escolha dos materiais
utilizados e as cargas aplicadas quanto o processo de tratamento a
montante sdo, em grande parte, responsaveis pelo entupimento do
sistema de alimentacdo (KNOWLES et al., 2011).

2.1.2.2 Filtros plantados com macrofitas de fluxo vertical

Nesta configuracdo, o efluente é disposto de forma vertical e
homogénea na superficie do filtro, favorecendo a percolacdo do efluente
pelo material filtrante composto geralmente por trés camadas diferentes
(camada de filtracdo, transicdo e drenagem) e sendo recuperado por uma
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rede de drenagem no fundo do filtro (COOPER et al., 1996;
VYMAZAL e KROPFELOVA, 2008) (Figura 3).

Devido a forma intermitente de aplicacdo do efluente, a cada
batelada é fornecido um arraste de oxigénio atmosférico para o
substrato, promovendo, assim, condi¢des favoraveis para a degradacao
da matéria organica e a oxidacdo da amonia. Além disso, por conta da
verticalidade de infiltracdo, a distribuicdo do efluente ocorre numa area
maior e 0 volume do filtro é totalmente aproveitado, o que, por sua vez,
diminui a area requerida. Em contrapartida, essa configuracdo nao
proporciona a desnitrificacdo e a remocdo de fésforo é baixa (COOPER
etal., 1996).

Figura 3 — Esquema representativo de um FPM de fluxo vertical.
As setas indicam o fluxo vertical padréo.

Fonte: autor.

Cooper (2005) caracterizou os primeiros sistemas de fluxo
vertical (chamados de sistemas de primeira geragao), os quais possuiam
varias etapas com 2 a 4 filtros no primeiro estidgio e que eram
alimentados com recirculagdo. Recentemente, sistemas mais compactos
estdo sendo utilizados (chamados de segunda geracéo).

Atualmente, a aplicacdo de filtros com fluxo vertical vem
aumentando, e a razdo para isso se da a sua capacidade de transporte de
oxigénio, o que resulta em boas taxas de nitrificagdo, menor area por
equivalente habitante em comparacdo o sistema de fluxo horizontal e
eficiéncia na remogdo de compostos organicos (DBOs, DQO), de
solidos em suspenséo e de patégenos (UN-HABITAT, 2008).

Os FPM de fluxo vertical sGo comumente utilizados para tratar
efluentes domésticos e municipais. Além de efluente doméstico, esse
sistema € usado para varios tipos de aguas residuarias, tais como
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efluente de refinaria, chorume, industriais como laticinios, dentre outros,
além de aplicado em areas de intenso escoamento de 4gua (VYMAZAL,
2010).

Em relacdo ao dimensionamento, Platzer (1999) descreve este
utilizando dados previamente estabelecidos. Para a remocéo de 85% de
DQO, prevé uma demanda de 0,7 gO,/g DQO (quantidade de oxigénio
requerido na degradacdo), 4,3gO./gNTK (quantidade de oxigénio
requerido para a nitrificacdo) e 2,9 gO,/gN-NO; (recuperacdo do
oxigénio devido a desnitrificacdo). Uma area prevista = Q(m3/d) / taxa
hidraulica mm/d*1000. (Equacéo 2).

Equacdo 2 — Dimensionamento filtro vertical pelo balango de oxigénio

Demanda 0,(g/d)
= (0,85 % 0,7 x DQOaflu) + (4,3 X NTKaflu)
— (0,1 x 2,9 x NTKaflw)

Convecgdo 0,(g/d) = 0,3 x Q x 1000

Difusido 0,(g/d)
= 1 X area prevista X [24 — (1,5 X n®bateladas)]

Onde:

0,3 =300mg O, de arraste
1=1g0,/h/m2

24 horas

1,5 = tempo entre batelada

Sendo:
Balango = convecgdo 0, + difusdo 0, — demanda 0, > 0

Em comparacdo com os filtros de fluxo horizontal, sistemas de
fluxo vertical exigem menor &rea, geralmente 1 — 3 m? EH™, com
profundidade variando de 0,5 — 1 m (COOPER et al., 1996).

Uma das desvantagens desse sistema é a possivel colmatacéo,
embora esta seja menos evidente que no fluxo horizontal. Por isso, é
importante selecionar adequadamente o material filtrante, a taxa de
aplicacdo, o fluxo hidraulico, dentre outros parametros, a fim de evitar
problemas futuros.

Neste tipo de fluxo, o efluente também pode ser inserido na
parte inferior do filtro e drenado de forma ascendente, ou seja, ocorrer
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infiltracdo para cima e, em seguida, o efluente ser recolhido na base
superior do filtro. Tais sistemas sdo chamados de Tidal flow constructed
wetlands. Além do Brasil, outros paises como Australia, Nova Zelandia
e Suécia também estudaram esse tipo de fluxo (VYMAZAL e
KROPFELOVA, 2008).

Além do sistema vertical convencional, na Franca o sistema de
FPM de fluxo vertical recebeu algumas modificagdes, sendo, por sua
vez, denominado de French vertical constructed wetlands - Sistema
Francés. Tal sistema é bastante utilizado em todo territorio francés
(MOLLE et al, 2005; MORVANNOU et al., 2015), e sera detalhado no
decorrer da tese.

2.1.2.3 Sistema Hibrido

Em sistemas hibridos, as vantagens do fluxo horizontal e vertical
podem ser combinadas de modo a se complementarem. O interesse
dessa associagdo € proporcionar a ocorréncia dos processos de
nitrificagdo e desnitrificacdo nos filtros de fluxo vertical e de fluxo
horizontal, respectivamente, visto que os sistemas horizontais oferecem
boas condigBes para a desnitrificacdo, mas a nitrificacdo é inibida pelo
fato de transferéncia de oxigénio ser limitada pelo fluxo aplicado. J& o
fluxo vertical promove condicBes aerobias, o que facilita a nitrificacdo,
mas impede a desnitrificacdo. Assim, para conseguir uma remogado
eficaz do nitrogénio total, sistemas hibridos e com design mais
sofisticado tornaram-se uma tendéncia inevitdvel no desenvolvimento
dos FPM nos tltimos anos (VYMAZAL, 2011; HU et al., 2014).

Dependendo da finalidade, o sistema hibrido pode ser arranjado
em fluxo horizontal seguido pelo vertical, ou vice e versa. O sistema
fluxo vertical - fluxo horizontal (FV-FH) foi originalmente concebido
por Seidel na década de 50, porém de uso bastante restrito. Somente no
final dos anos 90 esse sistema passou a ser mais utilizado em paises
como a Franca e o Reino Unido. Atualmente, 0 uso dos sistemas
hibridos aumentou consideravelmente em varios paises, sendo utilizados
principalmente para a remogdo no nitrogénio total (UN-HABITAT,
2008). Para maiores conhecimentos dos arranjos utilizados em sistemas
hibridos, o leitor pode visitar trabalhos como o de Vymazal (2013).
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2.1.2.4 Sistema Francés

Na década de 80, uma equipe (LIENARD, 1987) do Instituto
Nacional de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia para o Meio Ambiente e
Agricultura (IRSTEA) (antigo Cemagref) desenvolveu um modelo de
filtros plantados com macréfitas de fluxo vertical que foi designado
internacionalmente como French vertical constructed wetlands —
Sistema Francés. Os primeiros estudos, sob orientagdes da Dr? Seidel,
foram realizados numa pensédo para criancas. Os bons resultados obtidos
— principalmente nos dois primeiros estdgios do sistema —
incentivaram futuras pesquisas. No entanto, uma maior aplicacdo desse
tipo de sistema para tratar aguas residuarias domeésticas so6 foi ocorrer na
década de 90 através da Sociedade de Engenharia e Tecnologia (SINT),
gue acordou exclusividade com o IRSTEA para desenvolver e utilizar o
Sistema Francés sob a marca Phragmifilter®.

Ap06s alguns anos, esse tipo de sistema ganhou boa reputacdo no
tratamento de efluentes de pequenas comunidades e, atualmente, dentre
os diferentes sistemas de FPM de fluxo vertical, o Sistema Francés é o
mais utilizado para tratamento de efluentes doméstico na Franca, sendo
que varias empresas oferecem este servico (MOLLE et al., 2005).
Estima-se que, atualmente, mais de 3.500 estagdes (MORVANNOU et
al., 2015) estdo em operacdo para tratamento de efluentes domésticos
com capacidade de 20 a 4.500 EH™. A maior parte das estacdes sdo
compostas de duas fases de fluxo vertical em série — modelo classico
francés, no entanto existem algumas associa¢fes que sdo utilizadas
como, por exemplo, associacdo com fluxo horizontal, sistemas de lagoas
ou com sistemas de tratamento convencional, uma etapa do fluxo
vertical com recirculacdo, sistemas parcialmente saturados, dentre
outros) (Soriano et al., 2011, Prost-Boucle e Molle 2012; Kim et al.,
2014; Silveira et al., 2015).

No Brasil, alguns estudos vém sendo realizados com o Sistema
Francés, tais como: COTA et al. (2011); LANA et al. (2013);
MANJATE et al. (2015); VON SPERLING, M. (2015), os quais
aportam bons resultados na aplicagdo deste sistema nas condicOes
ambientais do pais.

O dimensionamento do Sistema Francés foi desenvolvido de
forma bastante empirica, sendo baseado no conhecimento adquirido ao
longo de anos de estudos feitos pelo IRSTEA a respeito da carga
organica aceitavel expressa em superficie do filtro por equivalente
habitante (EH).
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Tradicionalmente e com pardmetros de construcdo e operagdo
bem definidos (MOLLE et al., 2005), o Sistema Francés possui dois
estagios de tratamento compostos de trés filtros verticais em paralelo no
primeiro estagio e dois filtros verticais ou um horizontal no segundo
estagio. Tem como principal caracteristica a aplicagdo direta de efluente
bruto na superficie do filtro, ou seja, ndo ha necessidade de tratamento
primario. Tampouco h& necessidade de etapas posteriores para o
tratamento do efluente. Porém, normalmente antes da aplicacdo nos
filtros é feito um gradeamento do efluente para retencdo de sélidos
grosseiros. A Figura 4 representa a estacdo de tratamento do tipo
Sistema Francés desenvolvido pelo IRSTEA.

O efluente bruto, apds a triagem, ou mesmo sem ela, é bombeado
para 0 primeiro estagio através de tubos de no minimo 100 mm de
diametro, com grandes orificios. Na primeira etapa, o efluente é filtrado
através de uma camada de, no minimo, 30 cm de brita fina de silica,
para, posteriormente, passar através de uma segunda camada de
transicdo com material intermediario e, entdo, atingir a camada de
drenagem com material grosso no fundo do filtro. Em relacéo aos filtros
utilizados no segundo estagio, estes possuem praticamente as mesmas
caracteristicas do primeiro, com exce¢do da camada de filtracdo
composta de no minimo 30 ¢cm de areia (0,25 mm < dyo < 0,40 mm).

A configuracdo classica francesa € composta por dois estagios
verticais, no entanto, quando é utilizado um filtro horizontal no segundo
estagio, ndo se utiliza areia como material filtrante e o sistema passa a
configurar-se como um sistema hibrido (MOLLE et al., 2008).

Na Franca, os filtros plantados com macrofitas geralmente sdo
plantados com junco comum — Phragmites australis.

A Figura 5 permite visualizar a configuracdo do filtro, e a Tabela
3 a granulometria dos materiais utilizados em cada estagio.

A superficie de cada estagio é adaptada de acordo com alguns
fatores, como o clima, o nivel de remocéo de poluentes exigido pelas
autoridades, a carga organica recebida no verdo, a carga hidraulica, entre
outros. Para o primeiro estagio, é indicado uma superficie de 1,2 m2EH’
! para o conjunto dos trés filtros, com uma carga orgénica de 300
gDQOmM2d™, ~ 150 gSSTm2.d™?, =~ 25 — 30 gNKm2.d™* e uma carga
hidraulica de 0,37 m.d™ sobre um filtro em funcionamento.
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Figura 4 — Esquema do principio do Sistema Francés.

a) configuracdo padrdo; b) gradeamento; c) estacdo de tratamento em escala real

Chalex 2.000 EH™* - FR

exjnesply
oe5edal
ap ewaisis

Jouadns 0sIA |enua)

equioq .

’ no/a ogyis

- ogSejuawije

y 7 ap eways|s

opejen equioq

aweny3 no/a ogyis

- ogdejuawyje
ap ewaASIS ojuaweapesn
oi8e1s2 57 - - 7 -

uany3 (e

018359 51

Fonte: autor.



57

Figura 5 - Esquema da primeira etapa do tratamento Sistema Francés
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Fonte: adaptado de Groupe macrophyte (2005).

Ja para o segundo estagio, a superficie indicada é de 0,8 m2.EH"
! para os dois filtros. Esse dimensionamento é baseado numa descarga
diaria de 120 gDQO.EH™, 60 gSST.EH™ 10 — 12 gNK.EH™ e 150
LEH" — parametros geralmente encontrados em pequenas
comunidades francesas (MOLLE et al., 2005).

Tabela 3 — Perfil granulométrico dos materiais utilizados em cada estagio e
camada do Sistema Francés

1%stéagio 2%stéagio

Camada filtrante (superior)

>30 cm de brita fina >30 cm de areia
(2/8 mm) * (0,25 mm <d;, <40 mm)
Camada de transicdo (intermediaria)
10 a 20 cm de brita 10 a 20 cm de brita
adaptada adaptada
(5/20 mm) (3/10 mm)
Camada de drenagem (inferior)
10 a 20 cm de brita 10 a 20 cm de brita
(20/40 mm) (20/40 mm)

*Atualmente é recomendada a granulometria de 2/6mm
(MOLLE, comunicagao pessoal)

Fonte: MOLLE et al. (2005).
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Em relacdo a operagdo, o Sistema Francés é operado com
alternancia de ciclos: ciclo de alimentacdo e ciclo de repouso. Quando
um dos trés filtros do primeiro estagio entra no ciclo de alimentacéo,
este recebe efluente bruto por 3 a 4 dias; em seguida, o filtro é mantido
em repouso durante sete dias. O mesmo acontece, sucessivamente, para
0s outros dois filtros. Essa alternancia de ciclos entre os filtros é
fundamental para o controle do crescimento bacteriano e para manter as
condicdes aerdbias no filtro, o que permite boa nitrificagdo, promocao
da mineralizacdo da matéria organica proveniente dos sélidos suspensos
contidos no efluente bruto, além de evitar a colmatacdo (MOLLE et al.,
2005).

Assim, 0 primeiro estagio contribui principalmente para
degradacdo da matéria carbonacea — onde os sélidos sdo retidos e
mineralizados —, com um acimulo tedrico de 1,5 cm ao ano (MOLLE,
2014) e com a nitrificacdo devido a condicdo aerdbia predominante. A
originalidade desta fase encontra-se principalmente no fato de que ele é
alimentado com efluente bruto (e, por conseguinte, o desenvolvimento
de uma camada de matéria organica — lodo — ao longo dos anos). Molle
et al. (2005) apontam que para o primeiro estagio do Sistema francés
com superficie de 1,2 m? EH™, apresenta uma eficiéncia de 79% e 86%
para DQO e SST, respectivamente, enquanto que a nitrificagdo é
incompleta, com 50% - 60% de remocao para NTK.

Ja 0 segundo estagio completa a remocao da matéria organica e
favorece a desnitrificacdo, promovendo a remocgéo total do nitrogénio
em fungdo das condicbes de oxigenacdo, da temperatura e do pH. A
oxigenacdo é mantida gracas a alimentacdo do tipo batelada
(alimentagdo intermitente) e a difusdo gasosa do ar atmosférico pela
superficie do filtro com conexao ao seu interior pelos drenos de aeragéo.

Quando os filtros sdo construidos com uma diferenca de altura
entre a entrada e saida, o efluente flui por gravidade, utilizando um sifdo
como dispositivo de alimentacdo, sem ter aporte de energia (60% dos
filtros de 1%stagio e 75% dos filtros de 2° estdgio) (MOLLE et al.,
2005). Outro fator é a distribuicdo do efluente, o qual é recomendado
para o primeiro estagio um fluxo de 0,5 m3h/m2 de superficie do filtro
alimentado — com um ponto de alimentagdo para um maximo de 50 m2
— e, para o segundo estagio, é recomendado um fluxo de 0,25 m3/h para
0,5 m3/m2, de acordo com as caracteristicas da areia — com um ponto
de alimentac&o para 1 m? de superficie Figura 6.
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Figura 6 — Pontos de alimentagdo.
(a, b) alimentag&o do primeiro estagio. (c) alimentag¢do no segundo estagio.

€l g - o

Fonte: grupo de estudos FPM — IRSTEA

Portanto, é importante salientar que a alimentacdo dos filtros é
de fundamental importancia para evitar futuros problemas de
desempenho do sistema.

O Sistema Francés é adequado para a remocdo das formas de
nitrogénio contidos em &guas residuarias. Um estudo realizado por
Morvannou et al. (2015) apresentou um panorama geral baseado num
tratamento estatistico de uma base de dados dos ultimos 10 anos do
sistema classico francés resumindo, os dados de desempenhos globais de
415 estagBes em escala real.

Em relacdo a regulamentacdo francesa para estacdes com
capacidade entre 200 e 2.000 EH™ (minimo de eficiéncias de remogao
para DQO, DBOs e SST de 60%, 60% e 50%, respectivamente, ou em
termos de concentracio méaxima de efluente de 35 mgDBOs L™) os
filtros mostraram-se uma boa remocdo dos poluentes com uma
superficie total de filtracdo para ambos os estagios de 2 m2 EH™ de: >
90% para DQO; 95% para SST e 85% para a nitrificacdo. Apesar das
flutuacBes na quantidade de carga organica e hidraulica, 60 mg DQO L~
115 mg SST L'es mg NTK Lt apresentaram como concentragdes
médias na saida do sistema.

A Tabela 4 apresenta as concentracfes de saida e eficiéncia de
remogdo média de DQO, SST e NTK — remogdo global das estagbes
estudadas. Eficiéncias de remocao de 87%, 93% e 84% para DQO, SST
e NTK, respectivamente. Estes valores sdo consistentes com 0s
calculados por Molle et al. (2005) (91%, 95% e 85% para DQO, SST e
NTK, respectivamente).

A dispersdo das concentracdes de saida € maior do que para as
eficiéncias de remogéo, mesmo se os requisitos classicos de saida sdo
respeitados (125 mgDQO L, 35 mgSST L™ e 25 mgDBOs L™), mesmo
para cargas poluentes até 2-5 vezes da carga nominal. Estas
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concentracbes dependem das caracteristicas em relagdo ao
projeto/design (superficie do filtro, altura do material do filtro) e
operacionais (cargas hidraulicas). Sendo assim, o Sistema classico
Francés é considerado um método eficiente para o tratamento de aguas
residudrias provenientes de pequenas comunidades (MORVANNOU et
al., 2015).

Contudo, cabe salientar que as eficiéncias globais citadas pelo
trabalho de Morvannou et al. (2015) ndo refletem totalmente a
eficiéncia de cada fase, e sim o conjunto. Na verdade, se um dos dois
estagios deixa de tratar os poluentes, o outro pode compensar esta
disfuncdo e suavizar as eficiéncias de remogdo. Como citado
anteriormente, a primeira etapa, € mais complicada por enfrentar
algumas dificuldades para o tratamento do NTK, sendo o segundo
estagio, responsavel por compensar a baixa eficiéncia de remocdo,
completando a nitrificacdo total. Por este fato, varios estudos estdo
dando énfase ao primeiro estagio do Sistema Francés, bem como o
estudo realizado nesta tese.

Nota-se que o afluente apresentava caracteristicas bastantes
variaveis devido as diferencas nas redes de esgotos (combinadas ou
separadas e quantidade de intrusdo de agua limpa). Esses dados vém de
encontro com os resultados obtidos pelo estudo realizado por Molle et
al. (2005).

De acordo com os dados da Tabela 4, é possivel constatar que,
globalmente, o sistema apresenta bons niveis de remog¢do para todos o0s
parametros.

No que diz respeito a remocdo do nitrogénio NTK, o desvio
padrdo (SD) de 17% é explicado pela sensibilidade da nitrificacdo em
relacdo a presenga de oxigénio e & competicdo com a degradagdo da
matéria organica. Varios parametros influenciam na etapa da
nitrificacdo, tais como: sistema de distribuicdo, gestdo de alimentagdo
(frequéncia e nimero de bateladas), tipo do material filtrante utilizado,
entre outros. Assim como para 0 nitrogénio, um desvio padrdo maior é
observado para o fosforo (MOLLE et al., 2005).

Os resultados obtidos para o primeiro estagio estdo resumidos
na Tabela 5, onde é possivel observar que a maior eficiéncia dessa etapa
é em relacdo a decomposicdo da matéria organica (SST, DQO e DBOs),
embora a nitrificacdo ndo seja negligenciavel, com remog&o de 59%.
Essa eficiéncia é reforcada pelo depdsito de lodo na superficie do filtro,
que ajuda a regular a infiltracdo e, por consequéncia, 0 regime
hidraulico do filtro (MOLLE et al., 2005; MOLLE et al., 2006;
MORVANNOU et al., 2015).
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O segundo estagio possui papel principal na nitrificagdo. Ja para
a DQO e SST o desempenho se concentra no polimento desses
parametros devido as baixas concentracdes de entrada proveniente do
primeiro estadgio — aproximadamente 140 e 40 mg/L, respectivamente
(MOLLE et al., 2005). A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos de
concentracao e eficiéncia para o segundo estagio.
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Tabela 4 — ConcentragOes de saida e eficiéncia de remogao global para os dois estagios do Sistema Francés.

DQO SST NTK
Pardmetros [C]saida Eficiéncia de [9] Ef'C'enC[a [9] Eficiéncia de
(mg/L)  remocio (%) saida de remocéo saida remocio (%)
(mg/L) (%) (mg/L)
. 74 £ 16 1716 1142
M(lfg'gs*x @17y 8 i 2409) (418) 93119(411) (357)  84+2 (329) 17
168 64 13
Molleetal.  66+13 91+ 3(49) 1445 95+2 (49) 1345
(2005) (49) 46 46 (49) 18 18 (49)18 SO (AL7

* SD: desvio padrao. N: n° de amostras; £ X = 1,96 * (SD/AN): 95% intervalo de confianga
Fonte: adaptada de Morvannou et al. (2015).

Tabela 5 — Concentragfes de saida e eficiéncia de remocdo para o 1° estagio de tratamento do Sistema Francés

DQO SST NTK
Pardmetros [C]saida Eficiéncia de sg(i:d]a dif:glnigf;?o sg(i:(}a Eficiéncia de
(mg/L)  remocgdo (%) (mg/L) %) (mg/L) remocao (%)
. 3814 2712
Média+ X 126411 77+ 2 (250) 83+2 (252)
(N) SD* (250) 90 1 (23532) 1= (21298) 59+3 (223) 21
Molleetal. 131420 79+ 3 (54) 33+6 86+3 (54) 3145
(2005)  (54) 71 10 (54) 19 19 Gay17 8O

* SD: desvio padrao. N: n° de amostras; £ X = 1,96 * (SD/AN): 95% intervalo de confianga
Fonte: adaptada de Morvannou et al. (2015).
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Tabela 6 — ConcentragOes de saida e eficiéncia de remogdo para 0 2° estagio com carga hidraulica de CH< 0,6 m/d.

DQO SST NTK
Parametros [C]saida Eficiéncia de [(,:] Ef|0|enC|~a [C,:] Eficiéncia de
(mg/L)  remocio (%) saida de remocéo saida remocio (%)
(mg/L) (%) (mg/L)
Média + X 51+7 56+ 12 (44) 11+3  65+10 (44) 7+2
(N)SD*  (44)23 38 (44) 9 34 (aaye LT3
80<DQO <
<~ 55+8 60 + 8 (28) 11+4  72+7(28) 6+2
280 (média 78 +7(28) 18
140) mg.L (29) 21 21 (29) 9 19 (29) 5

* SD: desvio padrdo. N: n° de amostras; = X = 1,96 * (SD/VN): 95% intervalo de confianca
Fonte: adaptada de MOLLE et al. (2005)

PPGEA — Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



64

2.1.3 Novas configuragdes em filtros plantados com macrdfitas

Pelas vantagens que o sistema de FPM oferece em comparagédo
com outros sistemas de tratamento, sua aplicacdo atualmente esta
recebendo maior atencdo no meio académico, o que, por sua vez,
acarreta num aumento significativo do nimero de pesquisas sobre o
assunto.

Além disso, a necessidade de compreensdo dos mecanismos de
remocdo dos poluentes levou a um aumento das novas configuragdes
apresentando grande variedade de designs e/ou combinagdes de
diferentes tipos de FPM e/ou uso de outras tecnologias, que estdo sendo
testadas por diversos grupos de pesquisas com o intuito de aumentar a
eficiéncia na remocédo dos nutrientes (principalmente o nitrogénio) e de
diminuir a &rea para implementacdo (FAULWETTER et al., 2009; WU
et al., 2014). Algumas dessas configuracdes podem ser visualizadas na
Figura 7.

Figura 7 — InovagGes de configuragdo em filtros plantados com macrofitas.

a) Artificial aerated CW modified — Wallace e Knight (2006); b) Drop aerated
CW modified — Wallace e Knight (2006); Zou et al. (2012); c) Baffled flow CW
modified — Wallace e Knight (2006); d) Step feeding CW modified — Wallace e
Knight (2006); e) Hybrid towery CW modified — Ye e Li (2009); f) Circular
flow corridor CW modified - Peng et al. (2012).
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Fonte: WU et al. (2014).
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Na Franca, devido a grande procura por filtros plantados com
macrofitas para o tratamento de efluentes domésticos, principalmente o
Sistema Francés, foi observado nos Ultimos anos um aumento das
inovacgOes (ou tentativas de inovagdo) destinadas a reduzir o footpring
(pegada ecoldgica), bem como, os custos de implementacdo e opera¢do
(MOLLE, 2014). Dentre estas inovagdes pode-se citar: Sistema Francés
com um Unico estagio e recirculagdo; sobreposicdo dos estagios do
Sistema Francés classico; um estagio do Sistema Francés com fundo
saturado; Sistema Francés combinado com sistemas convencionais
(MOLLE et al., 2008; TROESCH et al., 2010; PROST-BOUCLE e
MOLLE, 2012; SILVEIRA et al., 2015; KIM et al., 2014). Enfatizando
que essas modificaces manteram um alto nivel de desempenho no
tratamento (MOLLE, 2014).

Sistema Francés de fluxo vertical também foi testado em
associagdes com sistemas convencionais, como biodiscos, filtros
bioldgicos, dentre outros (SORIANO et al., 2011; NIELSEN, 2003;
TROESCH et al., 2009; VINCENT et al., 2011).

Molle (2014) cita que estas novas configuracbes precisam de
uma boa compreensdo das interagcGes dos processos que envolvem o
fluxo do sistema, visto que, decantacdo das particulas, filtracdo e
intercepcdo resultam na formagdo da camada de matéria orgénica na
superficie do filtro, ja que, esta camada desempenha um papel
fundamental na eficiéncia do tratamento.

2.1.4 Componentes e funcionamento dos Filtros plantados com
macrofitas

Os filtros plantados com macroéfitas formam um conjunto
complexo, sendo considerados reatores fisico-quimicos e bioldgicos
artificiais, impermeaveis — se comparados ao solo natural —, onde o
material utilizado na filtracdo permite o desenvolvimento de micro-
organismos (principalmente bactérias) que, conjuntamente com outros
fatores, promovem o tratamento do efluente, os quais podem-se
destacar: filtragdo dos soélidos suspensos — que estd relacionada
diretamente com a granulometria do material filtrante empregado;
degradacdo biol6gica pela comunidade bacteriana desenvolvida na
rizosfera; e, transformagfes quimicas (sor¢éo, precipitacdo) de acordo
com as caracteristicas minerais do suporte utilizado (MOLLE, 2003). O
conjunto da remocao dos poluentes em um FPM esta resumido na Figura
8.
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Figura 8 — Mecanismos de remocéo dos poluentes em um Filtro plantado com
macrofitas.

Efluente

Os mecanismos de remocdo para 0s principais constituintes do
afluente que adentra um FPM estdo citados na Tabela 7.

Tabela 7 - Principais mecanismos atuantes na remocao de poluentes em FPM
Constituintes das
aguas Residudrias

Mecanismos de remocéo

Sedimentacao/Filtracdo/Decomposicao
Precipitacdo e co-precipitacdo

Oxidacdo pelos microrganismos

Assimilacdo pelas plantas

Degradacéo microbiana (aerdbia e anaerdbia)
Sedimentacdo (acumulacdo de matéria organica

Sélidos Totais

DBO e DQO na superficie do sedimento)

Filtracdo

Reacdes de adsor¢do pelas plantas e microbiota
Eosforo Precipitacdo com Al, Fe e Ca. Formagé&o de

complexos com a matéria organica

Assimilacdo pelas plantas aquaticas e microbiota
Amonifica¢do/Nitrificagdo/Desnitrificacéo
Nitrogénio Assimilagdo pelas plantas aquaticas
Volatilizagdo da aménia
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Continuacdo da Tabela 7 - Principais mecanismos atuantes na remocgdo de
poluentes em FPM.

Sulfato

Adsorcdo (troca catibnica)

Precipitacéo de sulfetos metalicos
Sedimentacdo/Filtracéo

Reacdes de adsorcao

Precipitagdo com material organico e acimulo no
Metais sedimento

Precipitagdo na forma de hidroxidos e sulfetos
Assimilacéo pelas plantas aquéticas
Transformagdes microbianas (oxidacgao)
Adsor¢do a matéria organica e particulas do solo

Fenol .o .
Degradagdo microbiana
Sedimentac&o/Filtracdo/Adsorgédo
Radiagdo Ultravioleta

Patégenos Ol

Predacéo e ataque por virus

Morte natural

Exposicao a biocidas excretados por macrofitas
Fonte: Kadlec e Knight (1996); Cooper et al. (1996); Un-Habitat (2008).

2.1.4.1 Elementos atuantes

Dentro de um sistema de filtros plantados com macrofitas
encontra-se, basicamente, um conjunto de trés elementos: os vegetais, 0
material filtrante e os micro-organismos. No entanto, como afirmam
varios estudos (FAULWETTER et al.,, 2009; TRUU et al.,, 2009;
SAMSO e GARCIA, 2013), dentre os trés elementos, a atividade dos
micro-organismos é considerada como o elemento mais importante na
transformacdo/remocédo dos poluentes.

7

% Vegetais

Em sistemas de FPM para tratamento de aguas residuarias 0s
vegetais utilizados sdo geralmente as macréfitas aquéaticas, que sao
plantas vasculares com tecidos facilmente visiveis e que diferem das
algas devido a organizacdo interna dos tecidos resultantes de células
especializadas.

Esse grupo de plantas terrestres sofreu ao longo do seu processo
evolutivo uma série de adaptacdes em decorréncia da deficiéncia de
oxigénio que influenciaram em seu crescimento e desenvolvimento em
ambientes aquéticos. Dentre elas, podemos encontrar: respostas
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fisiolégicas e comportamentais, adaptacBes morfoldgicas, estratégias
reprodutivas, entre outras. As principais adaptacBes podem ser
visualizadas na Figura 9 (KADLEC e WALLACE, 2009).

Figura 9 - AdaptacBes da planta as tensfes da agua residuaria em filtros
plantados com macrdfitas.

Agua Limpa Agua Residudria
(Oligotrofica)

Maior crescimento e tamanho
das plantas devido a presenca
dos nutrientes;
¥ Maior quantidade de biomassa

vegetal presente

Crescimento e
tamanho das plantas
s30 limitados pela
falta de nutrientes O,

) nivel dagua € maior
j4 que aresisténcia
’ interna ao transporte

de O; 6 babxa CondiBes da coluna

d’agua favorecem o

Altura do sedimento / fitoplancton (algas)
€ menor; maior /

penetrac3o das

raizes

4 Alto ciclo do
o, , carbono
Batxo citodo W

carbono

Baixo DBO, N, P CondigBes da

e | Nivel d"4gua é de
coluna d'agua | Alto DBO,N, Py,
(] ', cerca de 1/2 da
mplantas | | m ; . aplicag3o de dgua
3 | Redugdo da'altura do ¥ limpa;
| sedimen
Penetragio

— limitada das raizes.

Menos sedimento = perdas ’ ; B Maior perda de O, na ponta da raiz. Plantas
nraizamento 3
de 0, s30 minimizadas; / suportam menos biomassa com capacidade
Rizoma ) Suportam maisbiomassacom  Preferencial na/ interna finita no transporte de O,. Enraizamento
Pel ; camada .
elos capacidade interna finita de Rizoma ocorre preferencialmente na camada superior

. superior do o
radiculares  O,; Raizes mais longas para ‘(’1 ; Pelos do sedimento, onde as perdas O, s30
busca de nutrientes, cngivilos? minimizadas.

radiculares

Fonte: adaptado de Kadlec e Wallace (2009).

Williams (1964) classifica quatro grupos de macréfitas aquaticas
de acordo com sua morfologia e fisiologia, a saber:

- Macrofitas emergentes: normalmente encontradas em condicédo
saturada ou submersas ao solo, podendo se desenvolver em
profundidade de agua de 0,5 m ou acima da superficie do substrato.
Principais espécies documentadas: Acorus cdlamo, Carex rostrata,
Phragmites australis, Scirpus lacustris e Typha latifolia.

- Macrdfitas flutuantes com folhas: enraizadas ao sedimento;
submersas com profundidade de agua de 0,5 — 3,0 m; flutuantes ou com
folhas ligeiramente aéreas; exemplos incluem: Nymphaea odorata e
Nuphar lutea.

- Macroéfitas submersas: possuem seu tecido fotossintético
submerso pela éagua; possuem bom desenvolvimento em condi¢Bes
oxigenadas e sdo usadas principalmente para o polimento de efluente
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secundario. Os exemplos incluem: Myriophyllum spicatum,
Ceratophyllum demersum, e Rhodophyceae.

- Macrdfitas livremente flutuante: flutuam livremente nas aguas
superficiais. Estas plantas sdo capazes de remover nitrogénio (N) e
fosforo (P) pela incorporacéo na biomassa vegetal e por desnitrificagio;
também removem os sélidos em suspensdo. Exemplos incluem: Lemna
minor, Spirodela polyrhiza e Eichhornia crassipes.

Podemos observar os grupos dominantes de espécies de
macroéfitas aquéticas utilizadas no tratamento de &guas residuarias na
Figura 10.

Figura 10 - Formas dominantes de macrofitas aquaticas.

As espécies ilustradas sdo: Emergentes - (a) Scirpus (Schoenoplectus)
lacustris, (b) Phragmites australis, (c) Typha latifélia; Flutuantes - (d)
Hydrocotyle vulgaris, (e) Eichhornia crassipes, (f) Lemna minor; Submersas -
(9) Crispus potamogeton, (h) Littorella uniflora.

Emergentes Flutuantes
- R
a nlrnet o o [l -y )
M ARAEmNI (LA N S :
Vil % ‘ b
I/} ,l ‘, \/ J_ { A
W)
ALl
Submersas
] h)
AN ke ‘
Ve N

Fonte: adaptado de Kadlec e Wallace (2009).

Vaérias espécies sdo documentadas no desenvolvimento de filtros
plantados com macroéfitas, sendo selecionadas de acordo com: regido,
clima, regime hidraulico e carga organica aplicada no filtro. Estudos em
paises de clima tropical utilizam uma maior variedade de plantas (EME,
2012). Algumas dessas espécies estdo relatadas na Tabela 8.

No Sistema Francés, bem como em outras configuragdes
utilizadas na Europa, a espécie comumente aplicada é a Phragmites
australis (Figura 11), devido as suas importantes caracteristicas, tais
como: adaptacdo ao clima frio, resisténcia a condic¢6es de longo periodo
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de alagamento, a periodos secos, forte adaptacdo ao recebimento de
elevada carga organica, rapido crescimento das raizes, etc.

Tabela 8 — Algumas das espécies vegetais utilizadas em clima tropical para
filtros de fluxo horizontal e vertical.

Espécie

Referéncia

Filtros de fluxo horizontal

Agapanthus africanus
Arundo donax

Cyperus papyrus

Pennisetum purpureum

Phragmites australis

Scirpus grossus

Typha augustifolia

Zizaniopsis bonariensis

Zhang et al. (2011)

Radha Madhaw et al. (2002)
Okurut et al. (1999); Mburu et al. (2008);
Zhang et al. (2011)

Platzer et al. (2004)

Agudelo et al. (2010); Ahmed et al. (2008);
Ascuntar Rios et al. (2009); Bayley et al.
(2003); Davison et al. (2001); Davison et al.
(2005); Melian et al. (2010); Rivera et al.
(1995); Tomenko et al. (2006); Williams et
al. (1999)

Jinadasa et al. (2006)

Esser et al. (2010); Lim et al. (2001);
Polprasert e Sawaittayothin (2006); Williams
et al. (1999); Zhang et al. (2011); Zhang et al.
(2012)

Da Motta Marques et al. (2001); Philippi et
al. (1999); Sezerino et al. (2012)

Filtros de fluxo vertical

Agapanthus africanus
Arundo donax
Phragmites australis

Canna indica

Cyperus alternifolius
Cyperus involucratus

Phragmites australis

Strelitzia reginae
Vetiveria zizanioides
Nash

Zurita et al. (2009) Zurita et al. (2011)
Zhu et al. (2010); Ge et al. (2011)

Zhang et al. (2010); Cui et al. (2010); Ge et
al. (2011)
Zhang et al. (2010)
Kantawanichkul et al. (2009)
Melian et al. (2010); Zhang et al. (2010); Jia
et al. (2010)
Zurita et al. (2009) Zurita et al. (2011)

Kantawanichkul et al. (1999)

Fonte: Adaptado de EME (2012).
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Porém o fator mais importante da escolha da planta é relacionado
com o seu papel mecénico, a fim de garantir a permeabilidade da
camada de deposito. Para tanto, é necessario que a planta possua um
desenvolvimento denso e homogéneo em haste, sem formacéo de tufos
(MOLLE et al., 2015).

Figura 11— Phragmites australis
Macrofita aquatica comumente utilizada no Sistema Francés.

Fonte: autor.

Segundo Wang et al. (2015) vérios estudos confirmam que as
macréfitas sdo essenciais para 0 bom desempenho do sistema de
tratamento e para a remogdo de nutrientes presentes no efluente. No
entanto, sabe-se que a absor¢do dos nutrientes pelas plantas €
negligenciavel se comparada com as transformacfes microbianas e
fisico-quimicas que ocorrem no interior do filtro. De todo modo, elas
sdo essenciais no desenvolvimento de tais filtros, pois criam um
ambiente favoravel que fomenta os principais processos microbianos do
tratamento (KADLEC e WALLACE, 2009; WANG et al., 2015),
relatados a seguir:

- Assimilacdo de nutrientes: efeito significativo para efluentes
bem diluidos. Estudos apontam que a poda regular das plantas influencia
na remocdo dos nutrientes, aumentando assim sua eficiéncia,
principalmente em clima tropical. No entanto, a carga armazenada pelas
plantas continua baixa em comparagdo com as cargas aplicadas aos
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filtros — para o nitrogénio, média de 3 gN/m#/dia para fluxo horizontal
e, 7 gN/me/dia para fluxo vertical (média de 20 a 200 gN/m%ano™); ja
para o fésforo, a média é de 3 a 15 gP/m?/ano™.

- Permeabilidade do filtro: o papel mecénico da vegetacdo e a
escolha da macréfita a ser utilizada no processo sdo de extrema
relevancia uma vez que as plantas influenciam na percolagcdo do
efluente. A alimentacdo com efluente bruto induz a formacdo de uma
camada de lodo que reduzira a permeabilidade do efluente, bem como a
transferéncia de oxigénio.

Por outro lado, o crescimento das raizes e rizomas tem o
potencial de contrabalancear esse limitante uma vez que, no periodo de
repouso do filtro, ao redor das plantas cria-se um espago favoravel a
hidraulica devido ao efeito fisico e mecanico do vento (Figura 12),
aspecto que, por sua vez, aumenta a permeabilidade e transferéncia de
oxigénio para o material filtrante.

Figura 12 — Papel mecénico das plantas na camada de lodo depositada

Fonte: grupo de estudos FPM — IRSTEA

- Transferéncia de oxigénio: apesar das plantas contribuirem na
transferéncia de oxigénio para o interior do filtro, principalmente ao
redor das raizes e no verdo, estudos comprovam que esse fenébmeno é
pouco representativo se comparado aos outros fatores fisicos (difusédo e
conveccao) que ocorrem.




73

- Desenvolvimento das raizes: o rizoma tem um efeito positivo no
tratamento devido as comunidades bacterianas instaladas nas raizes.
Vérios estudos comprovam a importancia das raizes para o0
desenvolvimento do biofilme (biota bacteriana), que é o principal
responsavel pelo tratamento dos poluentes presentes no efluente (Figura
13).

Figura 13 — Rizosfera.
Detalhe para biofilme e processos ocorridos.

Suporte para o
desenvolvimento
bacteriano

Liberagdo de
oxigénio

Liberagdo de
exsudatos

Fonte: adaptado de Olijnyk (2008) e Weber e Gagnon (2013).

- Mineralizacdo da matéria organica: as plantas contribuem
indiretamente para a mineralizacdo uma vez que sua densa camada isola
a superficie do filtro, protege das agressfes térmicas e, além disso, cria
um ambiente de sombra e umidade adequadas para o desenvolvimento
das bactérias.

Além disso, outro fator que se sobressai na implementacéo desse
sistema é o paisagismo. Os filtros ganham destaque pela sua estética e,
desse modo, promovem melhor aceitacdo da comunidade em sua
aplicacdo. Ademais, estudos recentes apontam a valorizagdo da
biomassa produzida pelas plantas. Heers (2006) indica os seguintes
beneficios: valorizacdo energética (combustivel e producdo de biogas);
valorizagdo agricola (compostagem, producdo de fertilizante etc.);
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producdo forrageira; valorizagdo industrial (producdo de papel, material
artesanal, producdo de produtos quimicos). No entanto, é necessario um
estudo de toxicidade dos vegetais antes de sua utilizacao.

¢+ Micro-organismos

A comunidade microbiana do solo é composta por trés dominios
— Bacteria, Archaea e Eucaryota (Figura 14) —, sendo 0s procariotos
(Bacteria e Archaea) os maiores representantes dessa biota. O conjunto
destes trés dominios, devido a sua histdria evolutiva e necessidade de
adaptacdo aos mais distintos ambientes, possui ampla diversidade
genética em comparacdo com 0S organismos superiores. Constituem,
portanto, um grupo com imensa riqueza quimica e molecular, sendo a
base de processos ecolégicos como os ciclos biogeoquimicos
(HUNTER-CEVERA, 1998).

Figura 14 — Comunidade bacteriana do solo. Arvore filogenética da vida.

Bacteria Archaea Eucaryota

Green
Filamentous Slime
Spirochetes bacteria Entamoebae molde Animals
Gram Fungi
positives

Methanosarcina

Methanobacterium Halophiles

Proteobacteria
Cyanobacteria

Plants

Methanococcus X
Ciliates

Planctomyces Thermoproteus

Flagellates
Pyrodicticum

Bacteroides
Cytophaga

Thermotoga

Trichomonads

Microsporidia

. Diplomonads
Aquifex

Fonte: adaptado de Woese et al. (1990).

Dentre os trés grupos filogenéticos, o0 mais representativo em um
sistema de tratamento de efluentes é o Bacteria (AMANN et al., 1996).

As bactérias possuem diferentes formas (esféricas, cilindricas,
espiral, etc), além de diferentes tipos de agregacbes (diplococo,
estreptococos, estafilococos, dentre outros). De acordo com sua fonte de
energia e carbono, sdo classificadas em Heterotroficas e Autotréficas.
Possuem tamanho na ordem de microns — 0,5 a 5um, exceto as
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filamentosas que possuem média de 10 a 500 um — e podem ser
pluricelulares. Seu crescimento é baseado em dois tempos: uma fase de
crescimento citoplasmatico seguida de uma fase de multiplicacdo por
divisdo celular (CANCER et al., 2011).

Em relacdo a presenca das bactérias em sistemas de tratamento de
efluentes, como ja documentado em varios estudos, esses micro-
organismos sdo cruciais para o tratamento dos efluentes devido a sua
presenca nos ciclos biogeoquimicos e seu papel no fluxo de energia e
transformacbes dos nutrientes. Skalrz et al. (2010) afirmam que a
estabilidade e o desempenho de um sistema de tratamento dependem da
diversidade e dindmica da comunidade microbiana, ressaltando, assim, a
importancia desses organismos.

Em filtros plantados com macrdfitas, as bactérias se aderem as
superficies de particulas sélidas — como raizes, material filtrante —
formando o biofilme. Esse biofilme é responsavel pela maior parte das
transformagfes essenciais e decomposicdo de contaminantes nas aguas
residudrias.

Mesmo diante do conhecimento da importancia do biofilme,
pouco se sabe sobre as populagdes envolvidas na sua formacdo e
atividade, sendo o assunto considerado ainda por muitos pesquisadores
como uma “caixa preta” (IASUR-KRUH et al., 2010).

Atualmente, existem algumas publica¢des sobre a microbiota. No
entanto, esses trabalhos correspondem em sua maioria a estudos, por
exemplo, de biocenose com microscopia eletrénica (TIETZ et al., 2007);
de influéncia dos processos microbianos no desempenho do sistema
(GUTKNECHT et al., 2006; FAULWETTER et al., 2009); da relacdo
das plantas com comunidade microbiana (ZHAO et al., 2010; WANG et
al.,, 2015); da influéncia de variaveis ambientais (ARROYO et al.,
2015). Ja em relacdo a diversidade microbiana, estudos mais completos
sdo limitados (TRUU et al., 2005; BAPTISTA et al., 2008; DONG e
REDDY, 2010; WEBER et al., 2011; ANSOLA et al., 2014).

Em pesquisas realizadas por Ibekwe et al. (2007) e Truu et al.
(2009), identificou-se que o filo proteobacteria é dominante em filtros
plantados com macrofitas, seguido por membros dos filos Cytophaga-
Flavobacterium, Actinobacteria e Firmicutes. Resultados da biologia
molecular aportam resultados precisos sobre espécie de bactérias
oxidantes da amonia (AOB), tendo destaque, especificamente, dois
grupos filogenéticos: Nitrosococcus oceani e Nitrosococcus halophilus
dentro da classe y-Proteobacteria; Nitrosomonas e Nitrosospira spp
dentro da classe s-Proteobacteria.
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Além disso, segundo estudos realizados por Ibekwe et al. (2003);
Gorra et al. (2007) e Tietz et al. (2007) o maior percentual de
sequéncias encontrado foi de Nitrosospira a partir de amostras de filtros
verticais e horizontais para efluentes provenientes de diferentes fontes
(laticinios, indlstria, municipais). Ja a espécie Nitrosomonas spp foi
comumente encontrada em efluente doméstico de sistemas de tratamento
convencionais (ROWAN et al., 2003).

Em relaco aos organismos desnitrificantes, estes pertencem a
uma ampla gama dos dominios Bacteria e Archaea, sendo que tanto sua
presenga como a diversidade e abundancia em filtros plantados com
macrofitas sdo normalmente avaliadas utilizando diferentes genes
funcionais: nirK, nirS, e nosZ — responsaveis pelas etapas do processo
da desnitrificacdo. Grupos bacterianos envolvidos incluem: Bacillus,
Enterobacter, Micrococcus, Pseudomonas, Spirillum (TRUU et al.,
2009; SAEED e SUN, 2012).

Cabe salientar que, apesar da importancia dos processos
microbioldgicos, tais processos sdo dependentes de outros fatores de
intervencdo como: condicBes hidrdulicas; propriedades do efluente;
material filtrante; nutrientes disponiveis; plantas e dos fatores
ambientais.

< Material filtrante

O tratamento de efluente por filtros plantados com macrdfitas
ocorre por meio de diferentes processos (ver Tabela 7), nos quais o
material filtrante esti diretamente associado a varias fungdes, dentre
elas: (1) meio suporte para fixacdo das raizes e rizomas da vegetacao;
(2) auxiliar na distribuicdo e recolhimento do fluxo na entrada e saida do
reator; (3) meio suporte para o crescimento microbiano - biofilme; (4)
filtragem e mineralizacdo de particulas (VYMAZAL e KROPFELOVA,
2008).

As propriedades fisico-quimicas do material filtrante e dos
poluentes conferem ao filtro uma condicdo trifasica — solida, liquida e
gasosa —, sendo, portanto, considerados como reatores trifasicos. A
capacidade de retencdo — tanto da fase solida como liquida —, os
poluentes na superficie das particulas solidas e a atividade biol6gica d&o
ao filtro um papel importante nas transformacgdes dos poluentes. Dessa
forma, tal material deve possuir caracteristicas que sustentam em longo
prazo boas condigdes de fluxo juntamente com a capacidade de adsor¢do
de compostos inorganicos (provenientes do nitrogénio e fosforo).

Um dos materiais comumente utilizados como meio filtrante é a
areia, pois possui como caracteristica boa condutividade hidraulica. No
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entanto, ndo apresenta boas taxas de adsorgcdo. A brita (cascalho)
também é comumente utilizada e possui bons resultados contra a
colmatacdo e boas taxas de adsorcdo. Posto isso, fica evidente que a
escolha do material a ser utilizado estd relacionada a finalidade do
tratamento e deve ser cuidadosa (PHILIPPI e SEZERINO, 2004).

O conjunto de particulas minerais e da matéria organica
proveniente do desenvolvimento bacteriano e da acumulagdo dos sélidos
suspensos na superficie do filtro forma a fase sélida. Desta fase, a
granulometria do material filtrante e a matéria orgénica sdo dois
componentes que merecem destaque.

- Granulometria:

Refere-se a textura do material filtrante — distribuicdo numérica
das particulas elementares em funcdo da sua geometria —, descrita de
acordo com seu volume e sua forma. A definicdo da granulometria do
material a ser utilizado é dada a partir da realizacdo de uma curva
granulométrica em laborat6rio que representa a fracdo acumulada de
granulo em funcdo do seu didmetro, indicando, portanto, a superficie
especifica do material. A inclinagdo da curva granulométrica permite
caracterizar o grau de uniformidade do tamanho das particulas, gerando
um coeficiente de uniformidade (CU). Esse coeficiente constitui um
indice, como o prdprio nome diz, de uniformidade ou de irregularidade
da distribuicdo do tamanho das particulas, como descrito na Equagéo 3.

Equacdo 3 - coeficiente de uniformidade (CU)

cu—d60< 2
~d10
cu—d60> 2
T d10

Onde:

U = coeficiente de uniformidade (adimensional); deo € dip em
milimetros;

dio: é definido como o didmetro correspondente a 10% em peso
total das particulas menores que ele;

dso: didmetro efetivo correspondente a 60% em peso total de
todas as particulas menores que este valor (dg) (PHILIPPI e
SEZERINO, 2004).
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Sendo assim, quando a relagdo dgo/dip for menor que 2, a
granulometria é dita como uniforme. Quando a rela¢do for maior que 2,
é dita dispersa ou irregular.

A composicdo granulométrica e os indices gerados pela curva
definem parametros de projeto que irdo interferir na hidrodinamica no
filtro e, consequentemente, na sua eficacia de tratamento.

No que diz respeito a estrutura da fase sdlida, esta é quantificada
de acordo com 0 modo de organizacdo dos elementos constituintes e dos
espagos/lacunas formados pela sua estruturagéo.

Esses dois fatores — textura e estrutura — influenciam
diretamente na porosidade (n) do material filtrante e interferem na
hidrodindmica: quanto menor o tamanho dos gréos e mais polidispersos,
maior a condutividade hidraulica e menor o tempo de passagem (TDH);
no entanto, maior serd o risco de colmatagdo. Ou seja, a porosidade
depende da unido das particulas, da sua forma e do seu arranjo, em que a
presenca de particulas finas num sistema polidisperso reduzira a
porosidade devido ao preenchimento dos poros entre as particulas
grandes. Portanto, o arranjo da estrutura dos poros (Figura 15) influencia
na hidraulica, na aeracéo e na colmatacéo do sistema (MOLLE, 2003).

Figura 15 — Arranjo e tamanho das particulas em um meio poroso.
Para um arranjo aleatorio de particulas monodispersas, a porosidade média sera
na ordem de 36%. n: porosidade

% Arranjo clbico—n =47,6%
C&) Arranjo romboédrico (poliedro) —n = 26%

%) Sistema polidisperso—n =12,5%

Fonte: adaptado de Molle (2003).

Para definir a porosidade de um material filtrante (n em %),
calcula-se primeiramente a razdo entre o volume de vazios (Vv) e 0
volume total de uma amostra do material (Vt), conforme ilustrado pela
Equagdo 4 (CAPUTO, 1996):
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Equacdo 4 — Porosidade de um material filtrante (n em %)
%) = 22 x 100
n (%) = vt

Em seguida, é necessario relacionar os indices dos espacos vazios
(€). Para isso, usa-se a Equacdo 5 que permite calcular o volume de
vazios sobre o volume total da amostra:

Equacdo 5 - indices dos espagos vazios (€)

€

T 1+e

Desse modo, obtém-se como resultado a porosidade (n).

- Matéria orgénica:

O conhecimento sobre a matéria organica (M.O.) fornece
informac@es sobre o desenvolvimento bacteriano e sobre a acumulacéo
de so6lidos em suspensdo, o0 que, por sua vez, modifica as caracteristicas
e o comportamento funcional da fase sélida face a hidrodinamica e o
transporte de solutos. Vemos, assim, que a presenca da matéria organica
no sistema tem papel determinante na hidraulica do filtro.

Trés pontos principais da interferéncia da M.O. no sistema séo
destacados por Molle (2003):

(1) O fluxo e a transferéncia gasosa séo afetados pela reducéo da
porosidade devido a acumulacdo de materiais no meio filtrante. Essa
interferéncia pode reduzir até 90% da permeabilidade do material;

(2) O transporte de solutos é afetado em razdo do aumento do
volume de trocas. Um filtro jovem pode ter seu tempo de transporte de
um tracador reduzido em até 5 horas se comparado a um filtro com anos
de funcionamento;

(3) Em filtros de fluxo vertical alimentados com efluente bruto, a
M.O. se deposita na superficie do filtro formando o himus (residuo da
decomposicdo, como minerais). Essa camada de himus promove a
mineralizacdo — que corresponde a uma modificagcdo no pH —, o que
pode melhorar os processos de adsorcdo e trocas ibnicas, favorecendo,
assim, o tratamento.
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- Material filtrante utilizado em filtros de fluxo horizontal:

Para determinar que material ser4 empregado, é preciso realizar
testes em laboratério. Normalmente, em sistemas de fluxo horizontal
opta-se pelo uso de areia e brita a fim de melhorar a condutividade
hidraulica e otimizar a adsorcédo do fosforo.

A granulometria desses materiais dependera do tipo de efluente a
ser tratado. Se o filtro for para tratamento terciario, 0 material utilizado
poderé ser mais fino uma vez que é menor a concentracdo de solidos que
adentram o sistema, além de aumentar a superficie para o
desenvolvimento das bactérias e melhorar a adsorcdo de fosfatos
(GRISON, 1999).

Na literatura sobre o assunto, 0s tamanhos das particulas variam
de areia fina de 0,5 mm de didmetro a cascalhos grosseiros de até 20
mm, com altura em torno de 0,25 — 1 m (EME, 2012).

O material a ser utilizado deve ser lavado, evitando, assim, a
presenca de organismos indesejaveis e de particulas que possam
colmatar o sistema. Deve também ser homogéneo, evitando, assim,
caminhos preferenciais de fluxo. E, por fim, deve ser disperso (nao
compactado), garantindo o teor de umidade homogénea e constante do
material.

A colmatagdo em fluxo horizontal ocorre pela deposicdo de
solidos na regido de entrada do efluente no sistema e pela acumulagdo
de material organico resistente a degradacdo microbiana. Pode ocorrer
também pela deposicdo quimica precipitdvel no filtro, pela carga
organica aplicada e pelo desenvolvimento excessivo das raizes das
plantas que ocupam 0s espagos vazios entre 0s poros. Como
consequéncia desses fatores, o filtro ira entupir ao longo do tempo,
criando problemas operacionais no sistema, diminuindo a condutividade
hidraulica e a eficiéncia no tratamento (KADLEC e WALLACE, 2009).

- Material filtrante utilizado em filtros de fluxo vertical:

Os materiais comumente utilizados em filtros de fluxo vertical
sdo areia e cascalho, dispostos alternadamente, geralmente com o
material mais fino na camada superior do filtro. No &mbito de pesquisas
experimentais, outros materiais também foram testados: cascas de coco
(DAN et al., 2011), escoria de alto-forno (CUI et al., 2010).

A altura do meio filtrante — camada de filtrac8o e drenagem —
varia de 0,25 m - 1,1 m, com média de 0,8 metros.

No que se refere ao material filtrante utilizado no Sistema
Francés, este se difere de acordo com o estdgio do sistema. No primeiro
estagio — que recebe efluente bruto — é utilizado somente cascalho
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com diferentes granulometrias, sendo mais fino na superficie e crescente
ao longo da profundidade do filtro. Para o segundo estdgio — que
recebe efluente proveniente do primeiro estagio previamente tratado —
pode ser usada areia fina lavada na superficie e cascalho nas duas
camadas subsequentes (MOLLE et al., 2005). A granulometria dos
materiais, bem como a altura de cada camada, pode ser visualizada na
Figura 16.

Figura 16— Materiais recomendados para o Sistema Francés em cada estagio

1° estagio 2° estagio

t— > 30 cm de cascalho

>30 cm de areia
2/6 mm

0,25 <d;y<0,40 mm

- 10 a 20 cm de cascalho
5/20 mm

10 a 20 cm de cascalho
20/40 mm

10 a 20 cm de cascalho
20/40 mm

Fonte: autor.

Vale ressaltar que pelas mesmas razdes ja destacadas nos filtros
de fluxo horizontal, nos filtros de fluxo vertical também é necessario um
estudo granulométrico do material a ser utilizado. Pesquisas realizadas
pelo IRSTEA, para o segundo estagio, aprimoraram a curva
granulométrica — DTU — 64-1 — (regulamentac&o francesa para filtros
de areia), o que permite validar ou ndo o material a ser empregado
(Figura 17).

Além disso, foram desenvolvidos pelo IRSTEA alguns
pardmetros em relagdo & areia, visto que esse tipo de material é mais
susceptivel a colmatacdo. A areia deve possuir as seguintes
caracteristicas: 0,25 < djp < 0,40 mm; 3 < CU < 6; Teor de particulas
finas (0,08 mm) < 2,05 — 3% e; Teor de calcario < 4 % em massa -
CaCOs.
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Figura 17 — Curva granulométrica para validacdo do material filtrante

Curva DTU 64.1 =

I
—
f
Curva IRSTEA \
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% Particulas passantes

Diametro (mm)

Fonte: Fonte: grupo de estudos IRSTEA - étude DTU 64-1 (1998).

As caracteristicas do material filtrante mencionadas nos
paragrafos anteriores — granulometria, porosidade, matéria organica,
caracteristicas estruturais e teor de agua — influenciam diretamente na
permeabilidade, que é provocada por for¢as de gravidade e capilaridade.
No entanto, o comportamento global dos filtros € um sistema complexo,
ainda considerado como uma “caixa preta”, o que justifica maiores
avancos nas pesquisas a fim de esclarecer a hidraulica do filtro e as
interacdes bioldgicas que nele se d&o.

Como a hidraulica pode ser diretamente influenciada pelo
material filtrante utilizado — matriz porosa de material mineral e
organico — o estudo de sua dinamica pode ser considerado tarefa dificil
a realizar. Estudos mais recentes passaram a utilizar a modelagem com
alguns softwares, permitindo, assim, aprofundar as pesquisas sobre cada
nivel e variantes do processo (Molle, 2003; Langergraber e Simtnek,
2006; Arias, et al., 2014; Morvannou et al., 2013).

O uso do software como o Hidrus Wetland Module®
(LANGERGRABER e SIMUNEK, 2006) vem contribuindo fortemente
para o estudo do comportamento hidraulico, permitindo a identificacdo
rapida do comportamento operacional e, por conseguinte, possibilitando
a identificacdo de falhas operacionais. Molle et al. (2008) destacam que
a eficiéncia do tratamento pode ser melhorada uma vez que o
comportamento hidraulico seja melhor compreendido. Seguindo tal
linha de pensamento, varios estudos relacionam o comportamento
hidraulico e a eficiéncia do sistema (Molle et al., 2006; Morvannou et
al., 2013; Weerakoon et al., 2013; Boog et al., 2014; Kim et al., 2014;
Silveira et al., 2015; Wang et al., 2015; Morvannou et al., 2015), nos
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quais os resultados apontam para a importancia do estudo hidraulico e
sua interferéncia no tratamento.

A colmatacdo é outro fator que esta diretamente relacionado com
o material filtrante e a hidraulica do sistema. E definida como o
entupimento do meio poroso, reduzindo, desse modo, a capacidade de
infiltracdo e promovendo acUmulo de agua na superficie, sendo,
portanto, considerada como um grande problema operacional. Equilibrar
a carga hidraulica aplicada — carga organica, alimentacgdo e fluxo —e a
escolha adequada do material filtrante a ser utilizado em um sistema de
FPM ¢é de grande importancia pois estes fatores influenciam no processo
de colmatacéo e, consequentemente, na eficiéncia do tratamento.

Em FPM de fluxo vertical, por exemplo, o problema da
colmatacdo esta diretamente relacionado com o transporte de oxigénio
no macico filtrante. Os processos de degradacdo mais importantes —
degradacdo da matéria orgénica e nitrificacdo — requerem condicfes
aerobias e a colmatacdo pode levar a condi¢Bes anaerdbias, ocorrendo,
dessa forma, uma diminui¢do do desempenho do sistema.

2.1.4.2 Remocao dos poluentes

Os elementos atuantes — vegetais, micro-organismos e material
filtrante —, sdo os grandes responsaveis pela remocdo dos poluentes em
FPM, tornando-os eficazes no tratamento da DBO (Demanda
bioquimica de oxigénio), SST (Sélidos suspensos totais) e nutrientes
como o N (nitrogénio) e P (fésforo).

N&o menos importantes sdo 0S processos para a remogdo de
metais e agentes patogénicos. Dentre 0s processos de remocao, sera
dado destaque a remocdo da matéria organica, a remocao de solidos e a
remocao/transformacéao do nitrogénio.

+«+ Remocdo da matéria organica

A remocédo da matéria organica (M.O.) ocorre basicamente por
meio da degradacdo por bactérias heterotréficas aerébias ou anaerdbias,
de acordo com os aceptores de elétrons disponiveis no meio e sua fonte
de energia, ou seja, de acordo com a quantidade de carbono disponivel.

Em filtros plantados com macréfitas, muito dos processos
ocorridos possuem ligacdo com os compostos de carbono, que séo
provenientes de fontes externas (a partir de aguas residuarias, por
exemplo) ou sdo produzidos a partir de processos internos de
decomposicao.
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Experimentalmente, a taxa de remocdo da M.O. pode ser medida
utilizando a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e a Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO). A DBO consiste em diferentes técnicas
analiticas que sdo utilizadas para medir a quantidade de material
organico disponivel nas aguas residuarias. Em resumo, a DBO ¢ a
resposta do consumo de oxigénio pelos micro-organismos na oxidagéo
(perda de elétrons) da matéria organica (VON SPERLING, 1996).

Em relacdo a DQO, é um teste que mede a quantidade de produto
quimico oxidante, o dicromato de potassio, necessario para oxidar a
matéria organica. Ou seja, ao contrario da DBO, que corresponde a um
processo de oxidagdo bioquimica da matéria orgéanica realizada por
micro-organismos, a DQO corresponde a uma oxidagdo quimica da
matéria organica.

Normalmente, o valor da DQO é superior ao da DBO devido ao
oxidante possuir uma gama maior de detec¢cdo de compostos e devido a
maior presenca de materiais himicos, o que por sua vez conduz maiores
valores de DQO (a proporcao descrita por Kadlec e Wallace (2009) é de
aproximadamente 0,05 — DBOs = 5 mg/L: DQO = 100 mg/L).

Em relacdo ao Carbono Organico Total (COT), este é medido por
oxidacdo quimica, seguido da andlise de CO,. Kadlec e Wallace (2009)
descrevem a relagdo entre DBOs: COT de aproximadamente 0,2 (DBO5
=5mg/L: COT = 25 mg/L).

Dentre as diversas formas do carbono em filtros plantados com
macrofitas, o carbono organico é o mais representativo. Alguns autores
citam a ordem de 58% de teor de carbono na matéria organica
(KADLEC e WALLACE, 2009).

No que se refere a transformagdo do carbono conduzido pelas
bactérias, conforme citado no primeiro paragrafo deste topico,
KADLEC e WALLACE (2009) relatam como predominante 0s
seguintes processos: aerébios, anaerdbios facultativos e anaerébios
obrigatérios, em que as varias reacdes quimicas envolventes no
tratamento e em suas diferentes profundidades do filtro podem ser
visualizadas na Figura 18.

Estudos recentes abordam uma importante questdo no que diz
respeito ao acumulo da matéria organica em filtros plantados com
macréfitas e sua interferéncia no comportamento hidraulico e biolégico
do sistema.

Em FPM — Sistema Francés — por apresentar a caracteristica de
aplicacdo de efluente bruto no primeiro estagio de tratamento, forma-se
em sua superficie uma camada de lodo de aproximadamente 2,5 cm/ano.
Esse acimulo de M.O. é retratado em alguns estudos como sendo um
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componente importante para a eficiéncia do tratamento (MOLLE, 2014).
No entanto, algumas modificagcdes tornaram-se necessérias a fim de
evitar o processo de colmatacdo como, por exemplo, a substituicdo da
areia por cascalho (2/6 mm).

Segundo Chazarenc e Merlin (2005), a M.O. acumulada parece
desempenhar papel importante tanto na retencéo de 4gua (aumentando o
tempo de percolacdo em 5 vezes) quanto no perfil biolégico do sistema
(podendo aumentar a diversidade microbiana), contrapondo o que foi
relatado pela literatura em anos anteriores. A matéria organica
acumulada em Sistema Francés indica uma melhora na eficiéncia do
tratamento, sem haver entupimento em compara¢do com sistemas que
utilizam areia na superficie.

A eficiéncia de remocdo é condicionada a fatores como: retencao
e mineralizagdo da matéria acumulada sobre a camada filtrante; grande
granulometria do meio suporte; ciclo de operacdo do sistema com
alternancia de alimentacdo — assegurando ao filtro um periodo de
descanso e promovendo a digestao e desidratacéo do lodo.

Figura 18- Caminhos da decomposic&o de carbono orgéanico e do nitrogénio em
FPM em diferentes condicOes redox.
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Fonte: adaptado de Kadlec e Wallace (2009).

Estudo recente realizado por Molle (2014) afirma a importancia do
acUmulo da matéria organica na camada de filtracdo. No entanto,
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ressalta também a necessidade de uma melhor compreensdo do papel
desta camada de depésito em FPM — Sistema Francés. Neste mesmo
estudo, Molle afirma que a camada orgénica é um elemento-chave que
pode proporcionar um melhor desempenho ou limitar alguns processos
do sistema em decorréncia de algumas contribuigdes, tais como:

« O aumento da eficiéncia de filtracdo e, por conseguinte, a
remogao de solidos;

« Uma melhora no tempo de retencdo da agua, e o desempenho
em condicOes aerdbias;

* Reducéo da permeabilidade do filtro, promovendo uma melhor
distribuicdo do efluente sobre a superficie, com fluxo de volume
constante e em menor velocidade;

« Favorecimento da adsor¢cdo da aménia na M.O. a ser nitrificada
devido aos periodos de alimentagdo e repouso;

* Local de maior atividade bioldgica.

Apesar das contribuigdes supracitadas, vale ressaltar que as
cargas hidraulicas e organicas, bem como ciclo de operacdo (periodo de
alimentacdo e repouso) devem ser controlados. Caso contrario, o
processo de formacdo desta camada apresentara problemas, tais como:
colmatacdo; limitacdo de transferéncia de oxigénio (convecgdo e
difuséo) e diminuicdo da mineralizagao.

A Figura 19 a seguir apresenta a interdependéncia dos processos
gue ocorrem na formacdo da camada de depoésito e a importancia do
equilibrio desses processos para 0 bom funcionamento do sistema. Sabe-
se que a colmatacdo no Sistema Francés é pertinente até 0 momento que
esta ndo afete o equilibrio e, por consequéncia, o desempenho do filtro.
Portanto, um conjunto de fatores como design, operagdo, sistema de
alimentacdo e condicGes externas (ambientais) deve ser observado na
sua construcdo e implementagéo.

Em relacdo ao nitrogénio, o aclUmulo da matéria organica
favorece sua remogdo, uma vez que a nitrificacdo direta € baixa no
primeiro estagio, portanto, a aménia é absorvida na M.O., além de ser
nitrificada principalmente entre as bateladas e durante o periodo de
repouso (MOLLE, 2014).

Assim sendo, pode-se afirmar que a camada de lodo depositado é
um componente-chave que influencia no desempenho obtido pelo
Sistema Francés, uma vez que para tratar dgua e lodo simultaneamente é
preciso mineralizar a M.O. — para evitar a colmatacdo e também
permitir que esta camada drene e transfira o oxigénio corretamente.
Além disso, a atividade biol6gica depende da mineralizacdo, bem como
da alternancia do ciclo de alimentacdo. Ou seja, 0 comportamento
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hidraulico, a transferéncia de oxigénio e a atividade bioldgica estdo
interligados, tornando o estudo da camada de M.O. essencial para
sistemas que operam com efluente bruto (MOLLE, 2014).

Figura 19— Processos implicados na camada de matéria organica depositada.

Material
Filtrante

Fonte: adaptado de Molle (2014).

% Remocdo de sélidos

Os sélidos constituem uma fragdo dos contaminantes presentes na
agua residuaria, sendo classificados de acordo com: tamanho e estado
(em suspensdo ou dissolvidos); caracteristicas quimicas (volateis —
fracdo que representa a matéria organica - ou fixos — fracdo
representativa da matéria inorganica ou mineral) e, decantabilidade
(sedimentaveis ou nao sedimentaveis) (VON SPERLING, 1996).

A remocao de solidos suspensos totais (SST) é uma das principais
caracteristicas do tratamento por filtros plantados com macrofitas.
Independente de qual configuragéo a ser aplicada, a ordem de eficiéncia
média é acima de 80% de remocédo e, 95% para o Sistema Francés. Esse
resultado se d& devido a um conjunto de processos internos como
filtracdo, sedimentacdo e degradagdo microbiana (aerébia em filtros de
fluxo vertical e andxica ou anaerébia em fluxo horizontal).

Em filtros de fluxo horizontal, o acimulo dos sdlidos ocorre nos
primeiros centimetros do filtro, o que, por sua vez, pode gerar a
colmatacdo, que pode ser evitada através de decantacdo priméria. Ja em
filtros de fluxo vertical, os SST acumulam-se na superficie do filtro,
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formando a camada de depdsito de matéria organica. Essa camada, pode
gerenciar a infiltracdo do efluente, auxiliando no funcionamento do
filtro.

Os SST que adentram em um sistema de FPM podem exibir
diferentes caracteristicas, de acordo com sua origem. Aguas residuérias,
por exemplo, sdo constituidas normalmente por sélidos organicos,
enquanto que aguas agricolas e de escoamento podem conter além de
organicos, minerais (KADLEC e WALLACE, 2009). No entanto,
solidos que saem do sistema sdo em grande parte provenientes de
particulas geradas no interior do filtro e carregadas pelo fluxo d’agua.
Este processo leva a uma concentragdo de saida de cerca de 10 a 20
mg/L, independente da concentracdo na entrada (GRISON, 1999).

% Remocdo de Nutrientes

Apesar da boa eficiéncia dos FPM para remocdo da matéria
organica e dos sélidos suspensos, a remog¢do dos nutrientes ainda nao é
considerada satisfatdria. Os nutrientes — principalmente o nitrogénio (N)
e fésforo (P) — sdo essenciais para o ecossistema. No entanto, 0 excesso
destes em aguas residudrias, por exemplo, acarretam em sérios
problemas ambientais, pois 0s caracterizam como poluentes, o que
justifica, portanto, seu tratamento.

A remocdo se da basicamente através dos processos de
sedimentacdo, adsorcdo, acimulo de matéria organica, assimilacdo
microbiana, nitrificacdo e desnitrificacdo (BRIX, 1994).

A remocéo do fosforo por FPM é considerada muito baixa, a
ndo ser que seja utilizado um meio suporte com alta taxa de sorcéo,
como a apatita (13,9 g P.kg™) (material recomendado para remocéo do
fésforo na Franga) (MOLLE et al., 2011) e/ou um tratamento primario a
montante com adicdo de quimicos que irdo reagir com o fdsforo,
promovendo sua reducao.

Na sequéncia, dar-se-4 énfase ao elemento quimico nitrogénio.
Para maiores informagdes sobre a remocdo de fésforo, é possivel
consultar os trabalhos de IWA (2000); Molle (2003); Kadlec e Wallace
(2009); e Kim (2014).

2.1.4.3 Nitrogénio

O elemento quimico nitrogénio (N) possui um ciclo
biogeoquimico bastante complexo, com multiplas transformacdes
bidticas e abitticas que implicam em sete estados de valéncia (+5 a -3).
Esse elemento é de extrema importancia nas ciéncias bioldgicas por ser
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um constituinte basico das células vivas e necessario para a sintese de
macromoléculas essenciais, como 0s &cidos nucléicos e as proteinas
(CERVANTES, 2009).

O nitrogénio encontra-se no solo sob duas formas — compostos
organicos e inorganicos —, sendo a forma organica a mais
representativa. Esta forma é encontrada em aminoacidos, ureia (forma
da amdnia descartada por mamiferos quando aminoacidos sdo usados
para a producéo de energia), acido Urico (produzido por aves e insetos) e
purina e pirimidina (formacdo do DNA). No entanto, apesar da sua
importancia, quando encontrados em excesso em aguas residuarias,
esses compostos provocam sérios problemas ambientas como, por
exemplo, a eutrofizagao.

No que diz respeito a transformacdo do nitrogénio do meio
ambiente, ha uma série de reagdes bioquimicas envolvidas, tendo como
produtos finais dessas reagbes compostos inorganicos, sendo 0s mais
representativos: amonio (NH,"), nitrito (NO, ), nitrato (NO3),
nitrogénio gasoso (N,) e oxido nitroso (N,O).

Por muito tempo acreditou-se que a rota — liberacéo do nitrogénio
fixado para a atmosfera — fosse conduzida por dois caminhos:
assimilacdo e dissimilacdo. Na assimilagdo o nitrato é reduzido pela
sintese da biomassa. Na dissimilacdo, a reducdo ocorre por duas vias: 1)
desnitrificagdo — reducdo do nitrato (NO3) via reducdo do nitrito (NO,),
posteriormente reducdo para 6xido nitrico (NO) e éxido nitroso (N,0),
como parte do metabolismo respiratorio para geracdo de energia e
consequente produto reduzido lancado como N,; e, 2) amonificacdo ou
reducdo do nitrato dissimilativo para aménio (CERVANTES, 2009). Tal
processo por ser visualizado na Figura 20.

Entretanto, recentemente foram descobertas novas rotas de
transformacdo do nitrogénio para estudar a eliminacdo deste nutriente
em aguas residuarias. Como exemplos, o processo de oxidacdo
anaerébia do aménio — ANAMMOX — para o nitrogénio molecular
usando o nitrito como aceptor de elétron (STROUS et al., 1999); o
processo de reator Gnico de alta atividade de remocdo do amdnio com o
nitrito — SHARON -, desenvolvido para a remocdo de amdnio por
nitrificacdo parcial e subsequente desnitrificagdo do nitrito (JETTEN et
al., 2002); a remocdo do nitrogénio com o processo do nitrito,
envolvendo a unido da nitrificagcdo parcial e o processo ANAMMOX
com aera¢do intermitente — CANON - (SCHMIDT et al., 2003,
CERVANTES, 2009); a oxidacdo desnitrificante do amonio
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(DIAMOX), dentre outros. Todos estes processos tém sido
demonstrados em sistemas convencionais de tratamento.
Figura 20- Ciclo classico do Nitrogénio.
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Fonte: adaptado de Cervantes (2009).

No que se refere ao processo ANAMMOX, o qual é bastante
estudado atualmente, cabe aqui salientar que para manter as bactérias
ANAMMOX em quantidade e ativas é necessario que as condicdes —
temperatura, potencial redox, tempo de detencdo hidraulico — sejam bem
determinados, o que a priori € algo dificil de garantir em ambientes
complexos como os filtros plantados com macrofitas (DONG e SUN,

2007).

A remocéo do nitrogénio em filtros plantados com macréfitas
tem como reacBes predominantes a amonificacdo, nitrificacdo,
desnitrificagdo, assimilacdo da biomassa, absorcdo pelas plantas,
volatilizacdo da ambnia, adsorgdo, além das novas rotas, como:
ANAMMOX, parcial nitrificacdo-desnitrificacio e CANON (SAEED e

SUN, 2012).
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Os topicos a seguir fornecem uma visdo geral de alguns processos
gue promovem a transformacdo do nitrogénio em filtros plantados com
macrofitas.

< Amonificacdo

Aguas residuarias sdo ricas em compostos de nitrogénio
organico, sendo, portanto, a amonificagdo a primeira etapa do processo
de transformacdo do N em filtros plantados com macrofitas. Nesta etapa,
ocorre liberacdo de energia por um processo bioguimico complexo onde
0s aminoacidos sdo submetidos a desaminagdo — liberagdo do grupo
amina e producao de aménia (NHy).

Cabe salientar que o nitrogénio orgénico pode ser convertido
além da amonia (NHs) em aménio (NH,"), dependendo da faixa de pH.
Em pH préximo da neutralidade, prevalece o surgimento de aménio e
diéxido de carbono, bem como ion hidroxila que pode afetar a acidez do
meio. O intervalo de pH 6timo para o processo de amonificacéo é de 6,5
a 8,5. Além do pH, a taxa de amonificacdo é influenciada pela
temperatura, pela relagdo carbono/nitrogénio (C/N), pelos nutrientes
disponiveis no sistema, e das condi¢Bes do solo como textura e estrutura
(KADLEC e KNIGHT, 1996; IWA, 2000).

Em sistema FPM, tal processo é mais rapido na camada superior
do filtro sob condicdo de oxigenagdo aerdbia, diminuindo
progressivamente nas camadas inferiores devido ao estado de
oxigenacédo anaerobio facultativo ou obrigatorio.

«+ Nitrificacéo

A nitrificacBdo é a segunda etapa da transformacdo do
nitrogénio. Dentre 0s compostos organicos presentes nas Aaguas
residuérias, o N-NH," é predominante, sendo o processo de nitrificacdo
0 primeiro passo para transformar a forma existente.

Esta etapa pode ser definida como a oxidacdo bioldgica da
amonia e conduzida por dois estagios (IWA, 2009):

i) oxidacdo da aménia/aménio: onde o NH,", na presenca de
oxigénio, é convertido em nitrito (NO,) por bactérias procariéticas
quimiolitoautotroficas: bactérias que oxidam o aménio (AOB - do
inglés ammonia-oxidizing bacteria), arqueas (AOA - ammonia-
oxidizing archaea).

ii) oxidagdo do nitrito: onde este em seguida é convertido em
nitrato (NOj3") por bactérias e as bactérias oxidantes do nitrito (NOB -
nitrite-oxidizing bacteria).
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i) Oxidacdo da ambnia

Esta é executada por bactérias oxidantes de aménia (AOB),
principalmente as do género Nitrosomonas, filo Proteobacteria,
estritamente aerdbias, que sdo inteiramente dependentes da oxidagdo da
amOnia para a geracdo de energia e crescimento (IWA, 2000). Mais
comumente encontradas sdo: N. europaea, N. eutropha, N. mobilis, e N.
oligotropha (IWA, 2009).

A oxidacdo é feita em duas reacdes, no qual a primeira reagdo é
catalisada pela bactéria aménia mono-oxigenase (amoA), sendo a
segunda, por uma oxidoredutase de hidroxilamina (HAO). NH; é
utilizado como um doador de elétrons pela AOB, sendo o receptor final
0 oxigénio. Dois elétrons produzidos na segunda rea¢do sdo usados para
compensar 0 elétron acrescido na primeira reacdo, gerando uma forca
matriz que é a fonte de producéo de ATP.

A Equacdo 6 representa, por fim, a transformacdo da aménia
para nitrito:

Equacdo 6 — Oxidacdo da amonia
NH; + 1,50, - NO; + H;0*

Essa via de transformacdo pode ser expressa também pela
Equacdo 7, proposta por Reddy e Patrick (1984), em presenca de
amonio:

Equacdo 7 — Oxidacéo do amonio
NH, + 1,50, » H* + H,0 + NO;

A entalpia (AG”) para a oxidacio da aménia é -275 kJ.mole™. Ja
0 consumo de oxigénio é na ordem de 1,5 moles O, por moles de NHj,
sendo 3,43 g de oxigénio por g de nitrogénio amoniacal.

ii) Oxidacdo do nitrito

O nitrito é oxidado a nitrato pelas bactérias oxidantes de nitrito
(NOB) - principalmente do género Nitrospira — em uma Unica etapa,
descrita pela Equacéo 8:
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Equacéo 8 — Oxidagdo do nitrito
NO; + 0,50, - NO3

Essa reacdo é catalisada pelo grupo oxidoredutase de nitrito
(NOR), sendo o nitrito o doador de elétrons para essas bactérias,
enquanto que o oxigénio ¢ o receptor final. A entalpia (AG®/) para essa
oxidacao é de -74 kJ.mole™. Esse valor inferior tem como consequéncia
0 baixo rendimento no crescimento celular bacteriano se comparado
com as bactérias AOB (SAEED e SUN, 2012).

Assim, obtém-se a reacdo global da nitrificacdo, que é dada pela
Equacéo 9:

Equacdo 9 - Reacdo global da nitrificagdo
NHf +20, - NO3 + 2H* + H,0
Tendo havido assimilagdo do nitrogénio pelas bactérias para sua
prépria sintese celular, a primeira etapa da nitrificacdo — biorreacdo —
pode ser descrita pela Equagdo 10 (EPA, 1993):

Equacdo 10 — 12 etapa da nitrificagdo

S5NH} + 760 + 109HCO3
— CsH,NO, + 54N0j3 + 57H,0 + 104H,C0;4

Sendo a segunda etapa é descrita pela Equacéo 11:
Equagdo 11 — 22 etapa da nitrificagdo

400NO; + NHf + 4H,CO5 + HCO3 + 1950,
— CsH,NO, + 3H,0 + 400NO3

Essas duas reacOes, por sua vez, podem ser combinadas para

determinar a oxidagdo total da amonia e a sintese da biomassa celular
representada na Equacdo 12 (Kadlec e Knight, 1996; Ge et al., 2015):
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Equacdo 12 - Oxidacdo total da amonia e sintese da biomassa celular

NHj + 1,830, + 0,98HCO;
- 0,021CsH,NO, + 1,04H,0 + 0,98N0O3
+ 1,88H,C0;4

Ge et al. (2015) afirmam que nem todo o NH," é nitrificado,
apesar desta molécula ser a fonte de energia para nitrificantes. Uma
parte do NH," é utilizado para o crescimento de células, como fonte de
nitrogénio em que o didxido de carbono serve como fonte de carbono.

Saeed e Sun (2012) destacam varias conclusbes que podem ser
tiradas a partir da equacdo acima no que diz respeito as condicdes
ambientais necessarias para a nitrificagdo, tais como:

- 1 mol de nitrogénio amoniacal produz 0,021 mol de biomassa
microbiana (0,179 do peso seco da biomassa por grama de N amoniacal
consumido) e, 3,22 g e 1,11 g de O, consumido por grama de NH," e
NO, oxidado, respectivamente. - 7,14 g de alcalinidade (CaCQOs) €
consumido por cada g N-NH," oxidado, e 1,98 mol para H* € liberado
para cada mole de N amoniacal consumido (Kadlec e Knight, 1996).

Segundo Cooper et al. (1996), as bactérias nitrificantes requerem
aproximadamente 4,3mgO, por mg N- NH, oxidado. Portanto, quanto
maior a concentracdo de amonia a ser oxidada, maior sera a requisi¢do
de oxigénio.

Em relagdo a temperatura, diferentes opiniGes compdem a
literatura. Segundo IWA (2000), a temperatura 6tima para a nitrificacdo
em culturas puras varia de 25 a 35 °C e, no solo, de 30 a 40 °C. Para
Metcalf e Eddy (1991), a temperatura ideal para a ocorréncia da
nitrificacdo em FPM esta entre 20 e 25 °C. Philippi e Sezerino (2004)
destacam que as baixas temperaturas afetam mais as bactérias
formadoras de nitratos do que as formadoras de nitrito e, assim, o
aumento do nitrito tende a prevalecer, o que, consequentemente, pode
ser toxico a outros organismos presentes. Cooper et al. (1996) destacam
gue a temperatura minima para o crescimento de Nitrosomonas e
Nitrobacter é 5 e 4 °C, respectivamente.

+«+ Bactérias gue medeiam o processo da nitrificacdo

As oxidantes de aménia (AOB) compdem uma diversidade
microbiana encontrada em ambientes onde a aménia esta disponivel
como, o solo, agua doces e ambientes marinhos. S&o distinguidas pela
morfologia de suas células e paredes celulares gram-negativas,
locomovendo se por meio de flagelos.
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Apos o primeiro isolamento das AOB da década de 80, cinco
géneros de AOB em dois grupos distintos filogenéticamente — 3 e y —
subclasses do filo Proteobacteria foram relatados em vérios trabalhos
como de Purkhold et al. (2000); Koops e Pommerening-Roser (2001);
Ge et al. (2015).

Com base nas suas sequéncias de gene 16S rRNA, sdo
representantes: 1) betaproteobacteria (beta-AOB) principalmente
géneros Nitrosomonas (incluindo Nitrosococcus mobilis) e Nitrosospira
(incluindo Nitrosolobus e Nitrosovibrio); 2) gammaproteobacteria
(gama-AOB), incluindo as espécies Nitrosococcus e Nitrosococcus
halophilus (JUNIER et al., 2010). Segundo Ge et al. (2015) até o
momento um total de 25 espécies de AOB foram cultivadas a partir de
varias amostras ambientais, sendo a Nitrosomonas e Nitrosospira as
mais extensivamente estudadas.

Em relacdo as bactérias oxidantes de nitrito (NOB), estas
incluem os géneros Nitrobacter e Nitrococcus, ambas constituintes da
classe o-proteobacteria e, a Nitrospina gracilis pertencente a -
proteobactéria, Nitrococcus mobilis se encontram no grupo das y-
proteobactéria e as espécies do género Nitrospira pertencem ao filo
Nitrospira (SCHMIDELL et al., 2007).

Segundo Daims et al. (2001) a Nitrospira dentre as NOB é
apontada como a mais dominante em sistemas de tratamento de aguas
residuarias. Essa predominancia pode estar associada a algumas
estratégias de sobrevivéncia, como por exemplo, o seu baixo Ks, o qual
faz com que elas sejam bactérias K-estratégicas, ou seja, bem adaptadas
a baixas concentracbes de nitrito e oxigénio. Por outro lado, a
Nitrobacter — anteriormente considerada mais dominante em sistemas de
aguas residudrias - possui um rapido crescimento, sendo considerada r-
estratégicas com baixa afinidade para nitrito e oxigénio, 0 que da uma
vantagem competitiva em ambientes com altas concentracdes de
substrato. A concentracdo de nitrato em reatores geralmente é baixa,
gerando uma competicdo entre Nitrobacter e Nitrospira (CERVANTES,
2009).

Estudos como os de Vymazal (2007) reporta, além da nitrificacdo
autotrdfica, a nitrificacdo heterotrofica conduzida por grupos que
produzem o N-NOjz, tais como: Actinomycetes, Arthrobacter
globiformis,  Aerobacter aerogenes, Algae, Bacillus, Fungi,
Mycobacterium  phlei,  Streptomyces griseus, Thiosphaera e
Pseudomonas. No entanto, a taxa de nitrificacdo realizada pelas
Nitrosomonas e Nitrobacter é substancialmente mais elevada (> 1000 —
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10.000 vezes) quando comparada com a de outras espécies e géneros
(SAEED e SUN, 2012).

+« Desnitrificagdo

A desnitrificacdo biologica é o principal mecanismo para a
remogdo total do nitrogénio em filtros plantados com macrofitas e €
definida como um processo no qual micro-organismos — bactérias
facultativas — reduzem o nitrato a gas nitrogénio sob condi¢fes andxicas
e anaerobias.

O processo da desnitrificagdo pode ser descrito como uma
organizagdo modular na qual cada reacdo é catalisada por uma enzima
especifica. Essas enzimas (Tabela 9) correspondem as redutases, que
sdo sintetizadas quando as condi¢fes ambientais se tornam andxicas
(CERVANTES, 2009).

Tabela 9 — Enzimas que participam do processo da desnitrificagdo e sua
localizagdo

Localizacao

Enzima Reacdo
celular

Nitrato membrana

redutase celular e espaco NO3z +UQH, » NO; +UQ + H,0

(Nar) periplasmatico

Nitrito _ 1+ + o
e _espa(;q _ NO; + Cu'™ +2H™ - NO + H,0 + Cu

(Nir) periplasmatico NO; + C* + 2H* - NO + H,0 + C3*

Oxido

nitrico membrana 24 + 34
redutase celular 2NO +2C** + 2H* - N,0 + H,0 + 2C

(Nor)

Oxido

nitroso espago 0 o a0
redutase periplasmatico WHD 26 2 2itT =0 hifp 0 1l <5 2

(Nos)

UQH,: Coenzima Q10, UQ: coenzima; C*: citocromo reduzido; C**: citocromo
oxidado
Fonte: adaptada de Cervantes (2009).

O processo bioquimico da desnitrificacdo, em geral, ocorre de
acordo com quatro etapas sucessivas (BURVINGT e HEDUIT, 1987),
conforme ilustra a Equacéo 13:
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Equacéo 13 - Processo bioquimico da desnitrificacdo
NO; - NO; - NO - N,O - N, 1

Sendo:
i) Reducdo do nitrato para nitrito pela enzima nitrato redutase (Nar)
acopladas tanto na membrana celular quanto no espacgo
periplasmatico;
ii) Reducdo do nitrito para Oxido nitrico, mediado pela enzima
nitrito redutase (Nir);
iii) Em seguida, reducdo do &xido nitrico para Oxido nitroso pela
enzima o6xido nitrico redutase (Nor), a qual estd localizada na
membrana citoplasmatica;
iv) Por fim, o 6xido nitroso é reduzido a gas nitrogénio pela enzima
oxido nitroso redutase (Nos).

As formas gasosas NO e N,O podem ser liberadas durante a
desnitrificagdo, mas o principal produto é o N,. A estequiometria da
reacdo da desnitrificacdo pode ser expressa de acordo com a Equagdo 14
descrita pela EPA (1993):

Equacdo 14 - Estequiometria da reacéo da desnitrificagdo

NO3 + 0,833CH3;0H - 0,5N, + 0,833C0, + 1,167H,0 + OH™

Ou entdo conforme a Equagdo 15, descrita por Kadlec e Knight
(1996):

Equacdo 15 - Estequiometria da reacéo da desnitrificagdo

NOj3 + 1,08CH;0H + 0,24H,C05
- 0,056CsH,NO, + 0,47N, + 1,68H,0 + HCO;

Observando a Equagdo 15 é possivel perceber a formacgéo de
alcalinidade — 3 g de bicabornato (CaCOs3) é produzido por g de N-NO3
reduzido. Além disso, mesmo com o potencial de utilizar nitratos como
receptores de elétrons, o oxigénio é o mais utilizado em &guas
residuérias. Com base nisso, a concentracdo de oxigénio dissolvido
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(OD) deve ser mantida entre < 0,3 e 0,5 mg/L para que ocorra a redugédo
(SAEED e SUN, 2012).

No que se refere as bactérias que medeiam as reagGes da
desnitrificagdo, estas incluem uma variedade de bactérias facultativas.
Além das bactérias, a capacidade de desnitrificar também foi associada a
alguns representantes do dominio Archaea e do Reino Fungi.

Dentre 0s inimeros géneros de bactérias capazes de reduzir
nitrato, 0s mais comuns estdo descritos na Tabela 10. Normalmente, as
bactérias desnitrificantes sdo encontradas em solos, em &gua doce, solos
de zonas industriais, lodo de mar, florestas primarias, dentre outros
(CERVANTES, 2009).

Tabela 10 - Alguns géneros microbianos que efetuam o processo da
desnitrificacdo

Género Morfologia Caracteristicas fisiologicas
Alcaligenes Bastonete  Organotroficas e litotroficas
Pseudomonas Bastonete  Organotroficas e litotroficas
Paracoccus Cocos Organotroéficas e litotroficas
Thiobacillus Bastonete  Litotréficas
Rhodopseudomonas Bastonete  Fototréficas
Bacillus Bastonete Fermentativas
Rhizobium Bastonete Organotroficas fixadoras de N,
Neisseria Cocos Organotroficas patogénicas
Propionibacterium Bastonete  Organotroficas

Fonte: adaptada de Cervantes (2009).

Assim como para a nitrificacdo, a literatura (COOPER et al.,
1996; IWA, 2000) recomenda valores dtimos para alguns fatores que
influenciam no processo de desnitrificacdo, a saber:

- Oxigénio dissolvido: a presenca de OD suprime a enzima
necesséaria para a desnitrificagdo. Portanto, trata-se de um pardmetro
critico que deve ser controlado;
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- pH: o pH 6timo varia entre 7,0 e 8,2 para varios micro-
organismos desnitrificantes. Estudos com Pseudomonas denitrificans
apontam que um pH étimo para crescimento e reducdo de nitrato e
nitrito deve estar entre 7,2 e 7,6. Para cultura de Comamonas
denitrificans, o pH favoravel é em torno de 7,5. Entretanto, a producao
de alcalinidade durante a desnitrificacdo pode resultar num aumento de
pH;

- Temperatura: 0s micro-organismos sdo capazes de crescer numa
vasta gama de temperaturas 4 — 45 °C, podendo ter um processo lento
em temperatura inferior a 5 °C. Pseudomonas stutzeri e Comamonas
denitrificans preferem temperaturas entre 20 e 37°C. Em geral, os
micro-organismos desnitrificantes preferem a faixa entre 30 e 35°C.

Outro fator indispensavel para que a desnitrificacdo ocorra é a
disponibilidade de carbono organico, usado como fonte de energia pelas
bactérias desnitrificantes. Esta fonte de carbono precisa ser suficiente
nos efluentes ou estar contida no biofilme aderido ao material filtrante.
Caso isso ndo ocorra, fontes externas podem ser adicionadas, como
metanol, etanol ou &cido acético (PHILIPPI e SEZERINO, 2004).

¢+ Assimilacdo pelas plantas

Como mencionado anteriormente, as macroéfitas desempenham
um papel fundamental no sistema de FPM. Vérios estudos indicam que
filtros plantados com esses vegetais possuem um desempenho superior
em comparagdo a filtros ndo plantados. Além disso, alguns estudos
afirmam que as macrdfitas: a) favorecem a formagdo do biofilme devido
a rizosfera; b) melhoram a oxigenacdo do meio, ajudando na nitrificacdo
(BRIX, 1997); c) liberam exsudatos, que sdo fonte de carbono,
otimizando a remogao organica e o processo da desnitrificacdo (REDDY
et al, 1989); d) contribuem para a remocdo do nitrogénio
(STEFANAKIS e TSIHRINTZIS, 2012; JAMPEETONG et al., 2012;
KANTAWANICHKUL et al., 2009).

Uma variedade de processos biologicos converte formas
inorganicas do nitrogénio para compostos organicos que servem de
reserva para as células e os tecidos das plantas. As duas formas de
nitrogénio geralmente utilizadas sdo a amdnia e o nitrato (KADLEC e
KNIGHT, 1996).

A assimilagdo do nitrogénio pelas plantas varia de acordo com
as configuragdes do sistema, com os intervalos de alimentacéo, 0s tipos
de aguas residudrias e as condicBes ambientais, sendo relatada por
alguns estudos (KANTAWANICHKUL et al., 2009; BIALOWIEC et
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al., 2012) uma taxa de assimilacdo entre 0,5 e 40 % do nitrogénio total.
Vymazal (2005) aponta para um potencial de retirada de nitrogénio via
assimilagdo e a subsequente poda (sob condigdes de clima tropical e
subtropical) valores de até 10%. No entanto, a remocdo do nitrogénio
pelos vegetais é negligencidvel em comparacdo com os processos fisico-
quimicos de remocao.

« Volatilizacéo e adsor¢cdo da aménia

A volatilizacdo pode ser um caminho importante para a remocao
de nitrogénio em sistemas de filtros plantados com macrofitas. Esse
processo ocorre quando hd um desenvolvimento de algas que criam
condi¢cdes que elevam o valor do pH durante o dia através da sua
atividade fotossintética (VYMAZAL, 2010). A elevacdo do pH,
geralmente com valores acima de 9,3, gera 0 aumento da alcalinidade do
meio que, por consequéncia, promove a conversio de ions de NH," para
fons de NH; e, por fim, conversdo a N, que sob forma gasosa é
devolvido para a atmosfera (COOPER et al., 1996). Segundo Saeed e
Sun (2012), a volatilizacdo da aménia em filtros com fluxo
subsuperfical é insignificante em pH abaixo de 9,3.

Em relacdo a adsorcdo, esta é regida por meio de processos
especificos que promovem a troca de cations entre o material filtrante, o
NH," e a 4gua. Materiais com propriedades de troca de cations tem sido
utilizado em FPM a fim de otimizar a remoc¢éo do nitrogénio (CUI et al,
2010; SAEED e SUN, 2012).

A Figura 21 representa o conjunto de processos que promovem
a transformacdo biol6gica do nitrogénio em filtros plantados com
macrofitas. Nessa figura, alguns dos processos citados anteriormente
podem ser visualizados, bem como outros processos que ocorrem como,
por exemplo, as novas rotas de transformacao do N.
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Figura 21 - Principais vias de remogéo do nitrogénio em filtros plantados com
macrofitas
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2.2 POTENCIAL REDOX

Alguns autores (PEDESCOLL et al., 2011; CORBELLA et al.,
2014) afirmam que a eficiéncia de remog¢do de alguns poluentes em
filtros plantados com macrofitas depende, entre outros fatores, do
potencial redox (Eh).

Ha algumas décadas o uso dessa ferramenta vem sendo relatado
em estudos como sendo uma forma interessante de medi¢do devido sua
rapidez e baixo custo, sendo entdo adotada como um pardmetro
qualitativo para interpretar mudancas de solubilidade em nutrientes e
poluentes, bem como da atividade biolégica (HUNTING e VAN DER
GEEST, 2011).

No meio ambiente (como, por exemplo, solos mal drenados ou
alimentados com aguas subterraneas, zonas ribeirinhas, pantanos, lagos,
estudrios, entre outros) é encontrado um gradiente de concentracdo de
Eh devido suas diferencas e/ou variaveis especificas de cada local. A
Figura 22 ilustra alguns exemplos da sequéncia de reagdes de oxidacao-
redugdo que ocorre ao longo do gradiente redox no tempo ou no espago
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dependendo da composicdo quimica e/ou da atividade microbiana

(BORCH et al., 2009).

Figura 22- Gradiente redox de elementos pares redox no meio ambiente.
Pares redox foram calculados a pH 7, utilizando técnicas padrao
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Fonte: adaptado de Borch et al. (2009).

Segundo Faulwetter et al. (2009), sdo 0s micro-organismos 0s
maiores responsaveis por decompor poluentes organicos em substancias
consideradas produtos finais, tais como: dioxido de carbono (CO,), gas
nitrogénio (N,) e agua (H,0), através dos processos de respiracdo e
fermentacdo. O processo de respiracdo € predominante. Nele a biota
atuante induz uma transferéncia de elétrons de um composto doador de
estado mais elevado de energia (geralmente de carbono orgénico) para
um receptor de elétrons de estado inferior, utilizando o diferencial de
energia para o crescimento e reproducdo. Assim, a remog¢ao de poluentes
depende da reacéo de redugdo-oxidacdo (redox).

Autores como Tanner et al. (2002); Didkova et al. (2006); Dusek
et al. (2008) citam trés diferentes condicdes redox, a saber: aerébio,
anaerdébio e andxico onde um alto potencial redox esta associado a um
ambiente oxidado e promove processos aerdbios, como a nitrificagdo.
Em compensacdo, o potencial redox mais baixo esta associado a
condi¢des reduzidas, promovendo processos anaerobios, como reducao
do sulfato e metanogénese. A Tabela 11 apresenta o tipo de respiracao
microbiana e a faixa de valores de potencial redox adotada por varios
autores.
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Tabela 11 - Rea¢Bes microbianas de oxidago-reducdo
Moles de

Elétron Produtos & por AGe Potencial
Processos receptor finais mole de (kJ/moIe redox -

(ER) ER e) Eh (mV)
P T R
Redledo do no; N, NO, 5 ‘1188 '®
T wee w2 cws NG
P UE R
O
Metan:génes co, ((Z:Ig;;2 8 -232 - 3fé)oa -

Fonte: adaptado de Didkova et al. (2006); IWA (2000); Kadlec e Knight
(1996); Laanbroek (1990); Sahrawat (2004); Faulwetter et al. (2009)

O Eh pode ser considerado um bom indicador das condigdes
bioldgicas e do estado redox de um filtro, fornecendo respostas sobre 0s
parametros que influenciam no desempenho do sistema (DUSEK et al.,
2008).

No entanto, cabe salientar que apesar dos valores expostos na
Tabela 11 serem adotados como padrdo de referéncia, sabe-se que 0s
processos microbianos sdo complexos e que podem resultar numa
variacdo dos valores de Eh diferente do esperado, tornando a medicao
do Eh bastante dificil.

Alguns autores (WIESSNER et al., 2005; DUSEK et al, 2008;
GARCIA et al., 2010) relatam a dificuldade de medig&o do Eh devido a
varios fatores, como: condices especificas de cada configuracdo/design
adotada, do tipo de fluxo aplicado, do ciclo operacional, da carga
organica aplicada, da complexidade do sistema redox na rizosfera. Tais
condicbes geram especificidades de funcionamento, diferentes
gradientes de concentragdo, a presenca de vegetais, flutuacdes no nivel
da agua, evapotranspiracdo, intensidade da luz e temperatura, dentre
outras condicGes ambientais instaveis.

Em termos gerais, a variacdo em FPM é de grande intensidade
(flutuacdo de vérias centenas de milivolts em poucas horas) (DUSEK et
al., 2008), em profundidade, ao invés do comprimento (GARCIA et al.,
2003), e especialmente pronunciada nas primeiras horas da manha. Cada
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uma dessas varidveis pode promover um estado redox especifico,
variando com o tempo de tratamento e/ou espacialmente dentro do filtro,
0 que, por sua vez, gera uma variedade de processos hioldgicos e
subsequente remog&o de poluentes.

Uma vez tendo o conhecimento do Eh, os parametros
operacionais podem entdo ser manipulados de acordo com a gama de
redox desejada, e por consequéncia, otimizar a remogdo de um
determinado poluente. Essa manipulacdo das condi¢des de redox pode
ser alcangada através da alteracdo das varidveis aplicadas, tais como a
taxa de carga organica, a taxa hidraulica, 0 modo de funcionamento e a
escolha da macrdfitas utilizada (FAULWETTER et al., 2009).

A literatura é bastante ampla nos estudos de potencial redox.
Porém, tratam-se de estudos pontuais, que ndo levam em consideracao a
variabilidade temporal e espacial, negligenciando assim 0s processos
biogeoquimicos amplamente varidveis em sistemas como os filtros
plantados com macrofitas.

Como uma forma de minimizar erros, 0 monitoramento continuo
pode ser adotado. O uso de eletrodos redox permanentes instalados
demonstrou que in situ as condi¢des redox podem apresentar grandes
variagOes espaciais e temporais (variando de -400 a 100 mV durante
varios dias) e podem variar até a 200 mV em ciclos diarios, dados que
comprovam a variabilidade da condi¢do redox e a importancia do
monitoramento continuo.

O conhecimento dos processos redox pode proporcionar novas
oportunidades para elaborar estratégias de remediacdo e, assim,
compreender os processos biogeoquimicos de interfaces redox no meio
ambiente, conhecimento que é fundamental para prever e proteger a
gualidade da adgua e do ecossistema (BORCH et al., 2009).

2.3 BIOLOGIA MOLECULAR

Apesar da importancia dos mecanismos de remog¢do de poluentes
em tratamento de &guas residudrias, tais como sedimentacdo, filtracdo,
precipitacdo, volatilizagdo, dentre outros, sabe-se que a remogao de tais
poluentes se da principalmente pela atividade microbiana presente em
amostras ambientais (KADLEC e KNIGHT, 1996; FAULWETTER et
al., 2009). Devido a este fato, fica evidente que, para a otimizagdo do
desempenho de um sistema de tratamento, é fundamental o estudo da
biota envolvida no processo.
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Por muito tempo o estudo das esta¢tes de tratamento era limitado
a analises fisico-quimicas de entrada e saida de uma instalagcdo com o
objetivo de adequar o efluente aos requisitos impostos pela legislagdo
ambiental em vigor, tendo a parte biol6gica negligenciada ou apenas
limitada em algumas analises microscopicas de organismos indicadores
de qualidade do efluente, como protozoarios e metazoarios. O estudo
das bactérias que compdem 95% da microbiota — e que realizam as
reacOes, por vezes mal compreendidas — ainda é praticamente obscuro,
sendo considerado uma “caixa preta”. Assim sendo, para a
caracterizacdo de um sistema de tratamento de efluentes sdo necessarias
analises ndo apenas fisico-quimicas, mas também bioldgicas, a fim de
analisar a relagdo entre 0s micro-organismos € 0S Processos
biogeoquimicos ali existentes (DEZOTTI et al., 2011).

Todavia, para a caracterizagdo da capacidade de um sistema para
tratar determinado tipo de poluente, o microbiologista deve responder a
varias questdes relacionadas as bactérias, como: Quem? Quantos?
Como?

Entretanto, métodos microbioldgicos tradicionais, ditos
pasteurianos, ndo respondem completamente a essas questfes. Esses
métodos sdo limitados exclusivamente a técnicas microscépicas, de
enriquecimento e cultivo em placas de petri. Muitas vezes, tais métodos
ndo fornecem maiores informagdes quanto & composi¢do microbiana
devido as dificuldades inerentes as condicGes ideais para o cultivo e o
isolamento dos micro-organismos, uma vez que alguns deles sdo
bastante seletivos quanto ao meio de cultivo e suas variaveis (MUY ZER
etal., 1993; JUZAN et al., 2012).

Autores como Muyzer et al. (1993) e Huybens et al. (2009)
afirmam que o processo microbioldgico de cultura ndo fornece
informac0es reais sobre a comunidade bacteriana de uma amostra, além
de ser simultaneamente demorado e seletivo. Ou seja, 0s métodos de
cultura permitem a avaliacdo de apenas uma pequena parcela dos micro-
organismos presentes em uma amostra, subestimando a real diversidade
existente.

Com o propdsito de superar os problemas das técnicas de cultivo,
a utilizagdo de métodos moleculares da genética que utilizam os &cidos
nucléicos — DNA e RNA — como base do estudo surgiram como
excelente alternativa. Esses métodos dispensam o cultivo, reduzindo
assim os erros dos métodos pasteurianos e permitindo a caracterizacao
dos micro-organismos numa amostra, cultivada ou ndo, no seu ambiente
natural (HUYBENS et al., 2009).
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A anéalise do DNA propicia, por exemplo, informacfes sobre a
diversidade estrutural de amostras ambientais e presenca ou auséncia de
certos genes funcionais. No entanto, analisar unicamente do DNA nédo
permite conclusbes a respeito da atividade metabolica bacteriana
(OSBORN e SMITH, 2005).

Essa lacuna de informacdo pode ser solucionada a partir da
andlise do RNA, mais precisamente de sequéncias génicas?
codificadoras de proteinas, sequéncias de aminoacidos® e de genes que
possuam regides altamente conservadas® entre as espécies analisadas, tal
como a molécula de RNA ribossomal (rRNA). Essa molécula é parte
integrante do ribossomo® e a andlise dela em detrimento de outras é feita
devido néo s6 pelo fato de ser uma molécula altamente conservada — 0
gue diminui as mutacGes ao longo do processo evolutivo, sendo
considerada a “impressio digital” de um organismo —, mas também por
ser uma molécula presente em todos 0s seres vivos, ser derivada de um
ancestral comum e ser geneticamente estavel (DEZOTTI et al., 2011).

Além disso, essa molécula possui um tamanho adequado para que
algumas técnicas se tornem possiveis de serem realizadas. O rRNA
utilizado é a subunidade ribossomal presente em todas as células
procaric')ticas6 16S (HUYBENS et al., 2009).

Em resumo, as caracteristicas da molécula rRNA permitem que
sejam feitas comparacdes de organismos dentro de um Unico dominio,
além de possibilitarem diferenciar estirpes’ de mesma espécie e, assim,
classificar de forma filogenética® a diversidade microbiana. Em outras
palavras, o0 que antes era comparado de maneira morfoldgica e muito
subjetiva pelas técnicas de cultura, agora é tratado de modo mais

2 Sequeéncia: ordem da cadeia dos nucleotideos. Nucleotideos: unidades basicas dos
acidos nucléicos (DNA e RNA) — sdo constituidos por uma base nitrogenada, por
uma pentose e um grupo fosfato. Bases nitrogenadas: Adenina, Guanina Timina,
Citosina e Uracil.

®  Os aminoécidos sdo moléculas organicas formadas por &atomos de carbono
(C), hidrogénio (H), oxigénio (O) e nitrogénio (N). Alguns podem conter enxofre em
sua composicao. Eles se unem através de ligacoes peptidicas formando as proteinas.
* Sequéncias de DNA idénticas encontradas em todos 0s micro-organismos, ao
contrario de regides variaveis.

® Estrutura celular responsavel pela sintese de proteinas.

® Células que dentre vérias caracteristicas, ndo possuem envoltério celular.
Encontrada em organismos primitivos como as bactérias, por exemplo.

7 Grupo de descendentes com um ancestral comum que compartilham semelhangas
morfoldgicas ou fisiologicas.

8 Refere-se a classificacdo dos seres vivos com o objetivo de informar o grau de
parentesco entre as espécies e, portanto, sua histdria evolutiva (ou filogenia).


http://www.infoescola.com/quimica/molecula/
http://www.infoescola.com/elementos-quimicos/hidrogenio/
http://www.infoescola.com/elementos-quimicos/nitrogenio/
http://www.infoescola.com/elementos-quimicos/enxofre/
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objetivo com a biologia molecular devido a analise de sequéncias
ribossdmicas obtidas diretamente de amostras ambientais de organismos
ndo cultivaveis, tornando-se possivel revelar novas espécies, mudar
antigos paradigmas ou até mesmo reestruturar a taxonomia® de grupos
funcionais (MUYZER et al, 1993; OSBORN e SMITH, 2005;
DEZOTTl etal., 2011).

A aplicagdo da biologia molecular em estacdes de tratamento de
efluentes é de extrema relevancia, considerando que é de grande valia a
identificacdo dos micro-organismos-chave que estdo envolvidos nos
processos ocorrentes, uma vez que esses S0 0S Maiores responsaveis
pela remocéo de poluentes, objetivo principal das estacdes de tratamento
(DEZOTTl et al., 2011).

Nos Ultimos anos, pode-se constatar uma enorme aplicacdo das
técnicas da biologia molecular a fim de obter resultados mais precisos,
tanto qualitativos como quantitativos, no que se refere a identificacédo de
espécies  especificas ou  grupos  funcionais que  estdo
relacionados a remocdo de poluentes (Miller et al., 1999; Truu et al.,
2005; Sundberg et al., 2007; Pholchan et al., 2010; Fernandes et al.,
2013a; Fernandes et al., 2013b; Adrados et al., 2014; Ansola et al.,
2014).

Em relacdo aos filtros plantados com macrofitas, alguns estudos
ja vém usando a biologia molecular para ampliar os conhecimentos
sobre a atividade microbiana (Baptista et al., 2003; Ibekwe et al., 2007,
Tietz et al., 2008; Baptista et al., 2008; Ruiz-Rueda et al., 2009;
Calheiros et al., 2010; Mustafa e Scholz, 2011; Adrados et al., 2014;
Ansola et al., 2014...).

Porém, apesar de nos Gltimos anos ter havido uma evolucéo na
aplicacdo dessas técnicas em filtros plantados com macrdfitas, as
variadas formas de configuracdo, diferentes fluxos, diferentes afluentes
e tipos de material filtrante confundem a compreensédo sobre a estrutura
da comunidade microbiana, sua distribuicdo espacial e suas atividades,
tornando a maioria dos estudos realizados baseados em suposicdes ou
evidéncias (FAULWETTER et al., 2009). Tendo isso em vista, fica
evidente a necessidade de estudos mais completos sobre o assunto,
principalmente em relacéo a diversidade espacial e temporal, ampliando,
assim, o conhecimento das transformacGes que ali ocorrem e,
consequentemente, melhorando o projeto e a eficiéncia do tratamento
(TRUU et al., 2009).

® Classificacdo dos seres vivos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ESTUDO EM ESCALA PILOTO

A fim de compreender o funcionamento de modo detalhado,
aprofundar conhecimentos do ponto de vista operacional e caracterizar o
desempenho sob condicbes reais de implementacdo sem que, para isso,
haja gastos elevados e procedimentos passiveis de erro efetuados em
grande escala, é necessario primeiramente realizar estudos em escala
piloto para, entdo, transpor de forma clara e eficaz 0s conhecimentos
adquiridos a uma estagdo de tratamento de efluentes em escala real.

3.1.1 Descricdo do sistema de tratamento
3.1.1.1 Localizagdo

Os filtros pilotos denominados de Filtro plantado com macrdfitas
piloto 1 (FPM/P1) e Filtro plantado com macrofitas piloto 2 (FPM/P2)
foram instalados dentro de uma estufa na plataforma experimental
chamado Feyssine, localizado na regido metropolitana de Lyon
(Franca)( Figura 23).

Ao lado da plataforma esté situada a estacdo de tratamento de
efluentes domésticos chamada Suez Environnement (400.000 EH) que,
por intermédio de um acordo com o IRSTEA, fornece ininterruptamente
efluente real oriundo de diferentes fases de tratamento. Isso permite,
entdo, que cada experimento do IRSTEA apresente condi¢cbes bem
préximas a realidade, possibilitando testar o comportamento das
diferentes unidades de tratamento ali estudadas. J4 a estufa foi
construida a fim de simular as condi¢Bes de temperatura, mantendo uma
média de 26°C no verdo e 10°C no inverno.

Uma vez na plataforma experimental, os efluentes dos diferentes
tipos e estagios de tratamento sdo armazenados em reservatorios com
um sistema de “Overflow” a fim de manter e garantir boa qualidade do
material coletado.

3.1.2 Concepcao e Dimensionamento
Neste experimento, foram utilizados dois filtros individuais em

escala piloto que representam cada um a primeira das trés células do
primeiro estagio do Sistema Francés para o tratamento de efluente bruto.
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Figura 23 — Conjunto das estacdes de tratamento.

a) Estagdo de Tratamento Suez Environnement; b) plataforma
experimental Feyssine/IRSTEA (estufa destacada em pontilhado) e, c)
estufa que abriga os pilotos.

Fonte: autor.

O dimensionamento dos pilotos foi estabelecido de acordo com
0s critérios propostos pelo IRSTEA em 97/98 (BOUTIN et al., 1997;
LIENARD et al., 1998), baseado na carga organica aplicada expressa
em superficie do filtro por numero de habitantes. As cargas aceitaveis
para filtro em funcionamento utilizadas para o dimensionamento foram:
37 cm/d de taxa hidraulica, e cargas de 300g DQO/m2/d, 150 SST/m2/d e
25 — 30 NK/m#d (MOLLE et al., 2005). Durante a fase de
experimentos, os pilotos foram alimentados de acordo com as cargas
citadas. A visdo geral dos filtros pode ser observada na Figura 24.

Cada filtro possui uma superficie de 2 m2, com altura de 1 m
dividido em duas partes. A primeira parte possui 30 cm e é constituida
por Plexiglas (matéria plastica constituida de polimetacrilato de metila)
transparente, tendo como funcgdo evitar o transbordamento do efluente
caso haja colmatacéo, além de permitir o desenvolvimento da camada de
lodo mineralizado.
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Figura 24 — Viséo geral dos filtros em escala piloto.
Pilotos de 1° estagio do Sistema Francés (& esquerda); estruturas basicas que
compdem os filtros (a direita).

Parte
[~ transparente
Plexiglas

| Parte de polietileno
de alta densidade
(PE)

Estrutura de
sustentagio
do filtro

Fonte: autor.

A segunda parte possui 70 cm de altura e é constituida de
polietileno de alta densidade (PE), material que possui Vvarias
caracteristicas importantes para 0 contexto do tratamento, como:
superficie opaca (evitando, assim, o contato com a luz e os raios UV e 0
desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis, como as algas);
resisténcia térmica e mecénica; resisténcia a agua pluvial; inerte
guimicamente; estanqueidade a gases.

Entre essas duas estruturas (Plexiglas e PE) foi utilizado um
sistema de vedacdo, a fim de evitar possiveis vazamentos.

O fundo de cada filtro possui uma inclinagdo que parte das
extremidades para o centro e da parte posterior para frente de
aproximadamente 0,5% para garantir uma boa drenagem. Essas
caracteristicas do dimensionamento estdo resumidas na Tabela 12.

Como é possivel observar na Figura 24, os filtros estdo
sobrepostos em uma estrutura feita de a¢o. Ha também um painel de
controle localizado na fachada dos filtros que comporta o conjunto de
automacao do sistema e alguns instrumentos de mensuracéo.
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Tabela 12 — Dimensionamento dos pilotos

Piloto Unidade
Superficie total 2,0 m?2
Largura 1,40 m
Altura  inferior  (parte 0,70 m
opaca)

Altura  superior  (parte 0,30 m
transparente)

Incll_nagao da parte inferior 0.5 %
do filtro

Fonte: autor.

3.1.2.1 Material filtrante

Na regido do PE encontra-se o material filtrante de silica
composto por trés camadas de granulometria diferentes com altura de 70
cm. A Tabela 13 resume as camadas de filtracdo e suas caracteristicas.

Tabela 13 — Material filtrante e suas caracteristicas

Camada Granulometria Caracteristicas

Altura
(cm)

2/6 mm
. d60: 4,98/d10:2,69
Filtrante CU: 185 Rolado - Lavado
Transicao 8/20 mm Rolado - Lavado
Drenagem 20/40 mm Rolado - Lavado

35

20

15

Fonte: autor.

A fim de assegurar uma boa qualidade no tratamento, foi dada
atencdo particular ao material utilizado para a composicdo da camada
filtrante. De acordo com Molle et al. (2005), a granulometria
apresentada na Tabela 13 é recomendada para o primeiro estagio do
tratamento francés, possuindo as seguintes caracteristicas: coeficiente de
uniformidade com limite <5%, taxa de particulas finas (<80um) com

limite <3% e, teor de carbonatos <10%.



113

3.1.2.2 Condic¢0es de oxigenacao

Os pilotos foram projetados para otimizar o desempenho no
tratamento do nitrogénio, garantindo a compactagdo da estrutura. Por
isso, foram criadas no interior dos filtros diferentes condicdes de
oxigenacdo necessarias para o tratamento biolégico do nitrogénio.

A parte superior de cada filtro corresponde & zona aerdbia. Na
parte inferior da camada filtrante foi inserido diagonalmente um dreno
intermediario (diametro de 70mm), em forma de U, a fim de aumentar
sua oxigenacdo. Esse dreno foi perfurado com orificios de lcm de
largura na sua face inferior, sendo estes orificios distribuidos a cada 10
cm, isto €, ha perfuracdo em aproximadamente 1/3 de seu perimetro.
Além disso, o dreno possui contato com a atmosfera através de suas
extremidades, sendo que uma diferenga de altura em uma das pontas foi
criada a fim de garantir o bom movimento convectivo do fluxo de ar no
interior do filtro.

Na parte inferior, criou-se uma condicdo de saturagdo,
originando, portanto, uma zona saturada anaerébia que gera condicOes
para que o filtro promova a desnitrificacdo. O nivel de saturacdo é
controlado por um sifdo, que é variavel, permitindo assim o estudo da
influéncia do volume de saturacéo no processo da desnitrificac&o.

A zona saturada foi operada sob duas condic¢des, denominadas
de fases, a saber:

- Fase 1: ambos os filtros operaram por 12 meses, com nivel de
saturacdo de 25 cm. Essa fase foi implementada para testar a
similaridade do comportamento de ambos os pilotos.

- Fase 2: o piloto FPM/P2 passou a operar com uma camada
saturada de 15 cm por um periodo de 4 meses, a fim de testar qual o
limite de saturacdo favoravel ao processo de nitrificacdo/desnitrificacdo
simultaneas.

As condicGes de oxigenacao, o dreno de aeracdo, bem como o
sifdo podem ser visualizados na Figura 25.

3.1.2.3. Sistemas de distribuicao do afluente

O sistema de distribuicdo do afluente bruto é constituido de
tubulacdo (DN40) e, tendo em vista a superficie dos pilotos (2 m?), cada
filtro foi composto por um Gnico ponto de alimenta¢do. Logo abaixo do
ponto de alimentacdo foi inserida uma placa de PVC para garantir uma
boa reparticdo do efluente, evitando caminhos preferenciais.
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Figura 25 — Filtros pilotos nas diferentes condi¢fes de oxigenagéo
As setas indicam: as condicBes de oxigenagdo: a) 25 cm de saturagdo, b) 15 cm
de saturacdo -; o dreno de aeragao; o controlador de nivel (sifdo).

Fonte: autor.

A drenagem e saida do efluente foram realizadas por meio de um
dreno (70 mm de diametro) localizado na parte inferior de cada filtro.
Apos a passagem pelo dreno, o efluente passava pelo sifdo de controle
do nivel de saturacéo sendo, posteriormente, encaminhado por tubulacéo
para o controlador de vazdo de saida, localizado no reservatério para

efluente tratado. Esse sistema pode ser visualizado na Figura 26.Figura
26

Figura 26 — Ponto de alimentacéo e saida do efluente
Sistema sifao (destaque em azul)

Fonte: autor.
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Em relagdo as plantas, foram utilizadas, a uma densidade de 6
plantas/m?, plantas da espécie Phragmites communis com dois anos de
idade (Figura 27).

Figura 27 — Phragmites communis

Fonte: autor.

3.1.3 Parametros operacionais

No que diz respeito aos parametros operacionais, primeiramente o
efluente era encaminhado para os filtros através de uma bomba com
vazdo variavel de 0,3 & 2m*h. Um sistema de purga na tubulacéo foi
automatizado para funcionamento de alguns minutos antes e depois da
passagem do efluente em cada batelada, a fim de melhorar a qualidade
do efluente que entrava no piloto e também evitar que 0 mesmo ficasse
armazenado na tubula¢do. Da mesma forma, um sistema bypass, regido
por duas valvulas (que operaram em sentido inverso), permitiu enviar o
efluente diretamente a rede de esgoto.

O circuito de entrada e saida do efluente foi operado
automaticamente. Sua instrumentacao sera descrita a seguir:

%+ Painel de controle
Um painel de controle foi instalado na fachada dos pilotos. Esse
cofre foi projetado para conduzir a bomba principal e as trés valvulas
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motorizadas que separam diferentes circuitos de agua e da bomba
dosadora.

+« Medidas de vazdo

Em cada piloto foi instalado um medidor de vazdo magnético
(Endress Hauser®) a fim de contabilizar continuadamente a vazéo de
entrada. Esse medidor registrava em tempo real as informagdes
necessarias de alimentacdo dos pilotos (taxa de fluxo e volume) e,
posteriormente, enviava os valores capturados para a central analitica,
onde entdo eram contabilizados e registrados.

Devido a vazdo de saida ser inferior a de entrada, o controle da
vazdo de forma continua tornou-se mais dificil quando medido por um
sistema igual ao utilizado para medir a vazdo de entrada. Assim, para
medir a vazdo de saida foi utilizado um sistema do tipo Medidor de
balde de aco inoxidavel de comunicagdo no principio do Tudo-ou-nada
(TOR).

Quando um dos lados do balde de volume conhecido era
preenchido, ele basculava (alterndncia de lado), enviando neste
momento um impulso observado por um sensor de pulso magnético.
Esse processo ocorria para ambos os lados do balde. Desse modo, para
cada passada do efluente, o seu volume era medido e registrado
automaticamente. A vazdo de saida pode também ser medida através da
reducdo do volume acumulado correspondente ao ndmero de
alternéncias por unidade de tempo. A calibracdo em triplicata do sistema
foi feita utilizando uma proveta graduada e uma balanga.

7

«» Instrumentacdo Interna — Sondas

% Sonda Redox

A fim de estudar a incidéncia do fundo saturado no desempenho
do sistema, o conhecimento das condi¢des redox do meio em diferentes
profundidades do filtro se fez necessario visto que, a partir dessa analise,
obtém-se informacbGes importantes para estimar as populacGes
bacterianas majoritarias ativas e 0s processos bioldgicos predominantes
em funcdo da condicéo de oxigenagdo adotada. Dessa forma, trés sondas
de potencial redox foram colocadas no interior de cada piloto com o
objetivo de avaliar o potencial redox em funcdo da profundidade e das
diferentes zonas de oxigenagéo.

O potencial redox foi monitorado de acordo com o método
descrito por Veneman e Pickering (1983) por meio de trés componentes
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principais: sonda redox, eletrodos de referéncia e ponte salina, descritos
abaixo.

- Sonda redox (Paleo Terra®): fabricada em fibra de vidro com
um comprimento total de 30 cm ligado a um sensor de platina anular.
Foram instalados dois tipos de sonda redox dentro do piloto:

i) Sonda redox simples — uma em cada piloto —, postas a uma
profundidade de 49 cm no FPM/P1 e 46 cm no FPM/P2;

ii) Sonda redox com um sensor de temperatura Pt100 — duas por
piloto —, postas a uma profundidade de 38 cm e 62,5 cm no FPM/P1 e,
35 cm e 68 cm de profundidade no FPM/P2.

Essas sondas foram colocadas na vertical, ligeiramente inclinadas
dentro do material filtrante e envoltas por um tubo plexiglas, a fim de
proporcionar protecdo e permitir a manutencdo. As extremidades dos
tubos foram entdo cobertas por uma tela, assegurando o contato entre o
sensor e 0 ambiente.

- Eletrodos de referéncia (ProSense®): também fabricados em
fibra de vidro com dimensBes 12*120 mm, compostos por Ag/AgCl
saturado, KCI (3M). Somente um eletrodo de referéncia (QM714X) foi
instalado em cada filtro e posto em contato com as sondas redox através
da ponte salina.

- Ponte salina: utilizada para permitir o contato entre as sondas
redox e o eletrodo de referéncia, garantindo um bom contato entre eles.
Além disso, 0 uso de uma ponte salina melhora a estabilizacdo do sinal,
assegurando a obten¢do de dados “limpos”, necessitando apenas que a
sonda seja umedecida no minimo uma vez por semana. A ponte salina
era composta por 300 ml de solu¢éo saturada de KCI (350g/L), 8 mg de
agar-agar e alguns cristais de fenol para evitar a colonizagdo de micro-
organismos indesejaveis. O conjunto desses componentes pode ser
visualizado na Figura 28.

Todos os eletrodos envolvidos na medi¢cdo do redox foram
ligados a central de aquisicdo de dados Campbell CR1000.

Além das sondas redox internas, uma sonda redox com
temperatura foi colocada no reservatdrio para efluente tratado a fim de
acompanhar, em tempo real, a evolucdo das caracteristicas do efluente
de saida do filtro. Essa sonda é diretamente conectada a central de
supervisdo da plataforma experimental, onde os dados sdo registrados.
Além disso, é possivel acompanhar os resultados através de um monitor
situado ao lado dos filtros.
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Figura 28 — Sonda Redox.
Conjunto dos componentes para captacdo dos valores da sonda redox.

Eletrodo de referéncia

< Tubo plexiglas 10/12
(L =70cm)

S Ponte salina

& Papelfiltro

Sonda redox

I
I
Fonte: autor.

«» Sonda de Oxigénio

Instaladas a 10 e 25 cm da profundidades, as sondas (Apogee®)
foram utilizadas com objetivo de acompanhar de forma continua o teor
de oxigénio na camada filtrante, o consumo de oxigénio apds uma
alimentacdo e os fendmenos de reoxigenacgéo do filtro.

¢+ Sonda de temperatura

Cada filtro recebeu em seu interior quatro sondas de
temperatura. Estas sondas foram colocadas de modo a obter-se um perfil
de toda a profundidade do filtro. Duas sondas foram posicionadas em 10
e 25 c¢m, respectivamente, no material filtrante, no mesmo nivel que as
sondas de oxigénio. Além disso, como descrito anteriormente, duas
sondas redox por piloto com medidor de temperatura permitiram a
andlise da temperatura nas camadas mais inferiores do filtro.

As analises foram efetuadas de maneira continua por sondas
metalicas em platina. A resisténcia elétrica de um condutor metalico
aumenta progressivamente a medida que a temperatura aumenta; dessa
forma, € possivel determinar a temperatura adjacente ao captor.

R

¢+ Sonda ultrassom

Uma sonda ultrassom foi inserida a aproximadamente 30 cm de
profundidade da superficie com o objetivo de observar a formagéo ou
ndo de lamina d’agua na superficie do filtro e possivel colmatagio.
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Além disso, essa sonda forneceu informacgoes interessantes em relagéo a
formacdo da camada de lodo depositada na superficie e sua
mineralizacdo, permitindo, assim, correlacionar esses dados com o
desempenho de filtracdo do filtro. Essa sonda também emite seus
valores diretamente para a central de supervisdo. A instrumentacdo
interna pode ser observada na Figura 29.

Figura 29— Instalacfes das sondas no interior dos filtros.

£
P
e
s ®
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B ¢ |
1 @1 | 26mm bt Gem) a. s, |
] ¢ /
U®
— U® 820 man brta (20cm)
Afluente 1 f
@ D® T30 b (15 s o)
Pontos amostrais Instalages das sondas Controle do nivel de saturagio (cm)
(@ Sonda Redox: 38cm (FPM/P1) 35cm (FPM/P2)
P Entrada ( Sondaredox: 49cm (FPM/P1) 46cm (FPM/P2) @ 25 cm de fundo saturado
® . @ Sonda redox: 62,5cm (FPM/P1) 68cm (FPM/P2) Sifao para controle do nivel de
Saida (@ Eletrodo de Referéncia [AglAgCl] saturagio
(3 Ponte salina

(©) Sondas Oxigénio: 10 e 25em
(%) Sonda Temperatura: 10 e 25cm
(8 Sondas TDR: 10 ¢ 15em

(©) Tensiometros: 10 e 15em

Fonte: autor.

<+ Central de aquisicdo de dados — Campbell CR1000

A central Campbell CR1000 foi utilizada pela maior parte dos
instrumentos de analises e sondas — TDR, tensidbmetros e sonda
oxigénio —, que foram conectados diretamente a central. O guia da
central pode ser visualizado no seguinte link:
http://climate.sdstate.edu/howto/hydraprobe-analog/cr1000.pdf
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3.1.4 Protocolo experimental
3.1.4.1 Regime de alimentacdo

Os filtros pilotos foram colocados em funcionamento no més de
julho de 2012, operando em batelada a fim de simular as mesmas
condicdes de operacgdo dos filtros em escala real.

Como ja mencionado, os pilotos foram automatizados e o
lancamento de um ciclo de operacdo se dava por meio da central de
supervisao.

Os pardmetros aplicados no sistema em funcdo da carga
hidraulica diaria estipulada no projeto foram entdo inseridos no
programa da central. Esses diferentes parametros sao 0s seguintes: vazao
de entrada, volume de uma batelada, tempo de abertura das valvulas,
tempo entre as bateladas, duragéo do ciclo de alimentacdo e duragédo do
ciclo de repouso. Uma vez efetuada a programacdo, bastou lancar a
alimentacdo na central de supervisdo. Os valores da programagdo, bem
como outras caracteristicas do projeto, podem ser visualizados na Tabela
14.

Tabela 14— Valores de programag&o e caracteristicas de projeto dos pilotos.

Piloto Unidade
Ndmero de bateladas 12 Batelada d™
Volume por batelada 0,06 m3.b
Duracéo de cada batelada 5 min
Vazdo de cada batelada 0,03 m3/h
Vazéo 0,72 m3/d
Tempo entre as bateladas 2 h
Tempo de abertura das valvulas 120 s
Duracéo do ciclo de alimentagdo 3,5 dia
Duracéo do ciclo de repouso 3,5 dia
Carga hidraulica projetada 0,36 m/d

Altura da lamina de 4gua formada em

cada batelada 3,0 cm
TDH (25 cm de saturagdo)* 6,66 h
TDH (15 cm de saturagdo)* 4,0 h

* Tempo de detencdo hidraulica (TDH) tedrico.

O ciclo de operagdo projetado foi dividido em um periodo de
alimentacdo e um periodo de repouso. Durante o periodo de alimentagdo
(3,5 dias), os pilotos foram projetados para operarem conforme descrito
a seguir: o efluente era enviado para os filtros através de uma bomba
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com taxa de fluxo de 1m%h. Um sistema de purga era ativado alguns
minutos antes e depois de cada batelada a fim de garantir uma
alimentacdo com Aagua residuaria "fresca”, ou seja, evitando possivel
estocagem de efluente na tubulagdo. Cada piloto foi projetado para
receber um volume por batelada de 0,03 m (60 litros), ou seja, 0,06m?,
considerando a area superficial de 2m2 a cada 2 horas, produzindo carga
hidraulica projetada diaria de 0,36 m/d.
O tempo de detencéo hidraulica foi calculado de acordo com a

area superficial do filtro (2m?) vezes a altura de cada zona saturada (25
cm e 15 cm) e a porosidade do material filtrante (40%) para o volume
(0,06 m?) e tempo entre as bateladas (2h). Como exemplo para 25 cm de
saturacdo, segue-se:

2m? x 0,25m = 0,5m?3

0,5m3x 0,4 =0,2m3

0,06m3 x 0,2m3 = 3,33« 2h = 6,66h

3.1.4.2 Amostragem

As amostras para as andlises fisico-quimicas foram coletadas
duas vezes por semana, no inicio e fim de cada periodo de alimentacdo
de cada piloto. Dois pontos amostrais foram monitorados: (i) entrada do
filtro e (ii) saida do filtro.

Como a amostragem era realizada com base de uma batelada e
nao sobre 24 horas, tornou-se necessario fazer testes a fim de garantir a
representatividade das amostras de uma batelada. Para isso, foram
estabelecidos diferentes modos e tempos de amostragem para cada
ponto de coleta. Durante o periodo de alimentacdo a frequéncia entre
duas bateladas era de 2 horas. Segue, entdo, a descri¢cdo da amostragem:

1. Entrada: Para esse ponto de amostragem, as coletas foram
realizadas durante todo o tempo de alimentacdo, que era de
aproximadamente cinco minutos. O frasco de coleta foi
colocado abaixo do tubo de alimentagdo sobre a placa de
reparticdo do efluente. O tempo de amostragem de entrada
correspondeu a durago total da alimentagéo.

2. Saida: A amostragem de saida foi efetuada ap6s 6 minutos do
inicio da alimentacéo e durou um periodo de 10 a 15 minutos,
onde a cada 1 minuto 250 mL de efluente era coletado. Essa
andlise gerou, portanto, a representatividade da amostragem de
saida, que é apresentada pela Figura 30.
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A partir de analises das vazdes de saida, destaca-se para esse
método de amostragem que o volume recuperado representa em torno de
90% de uma batelada sobre 2h de drenagem. As concentracfes em
pequenas vazles, no fim de uma drenagem, sdo mais baixas que no
inicio de uma batelada (MORVANNOU et al., 2014), portanto, ocorria
uma maior amostragem em elevadas concentracfes, caracteristica que
subestima a performance do tratamento.

A cada coleta eram recolhidos 2 L de amostras e, em seguida, tais
amostras eram transportadas para analise imediata no laboratério de
guimica que se encontra no mesmo local em que foram implantados os
filtros pilotos (plataforma experimental Feyssine).

Figura 30 — Representatividade das vazdes de entrada e saida de uma batelada.
O retangulo azul representa o tempo (min) de entrada e amostragem do afluente.
O retangulo vermelho representa o tempo (min) de amostragem do efluente.
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amostragem de

entrada
0.8

0.6
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PU— Tempo de )
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Fonte: autor.

3.1.5 Analises fisico-quimicas

O quadro de andlises foi feito em duas situagdes: i) duas vezes
por semana no laboratério da plataforma experimental da estacéo,
através de Kits comerciais e, ii) a cada quatro meses as amostras eram



123

encaminhadas para analise no Laborat6rio de Quimica do Instituto. Essa
segunda condicdo teve como objetivo garantir o conhecimento da
qualidade das anélises realizadas pelos Kits.

Os parametros analisados foram os seguintes: S6lidos suspensos
totais (SST), Aménio (N-NH,"), Nitrato (N-NO3) Nitrito (N-NO5), e
Demanda Quimica de Oxigénio - dissolvida (DQO).

Cada amostra era dividida em duas aliquotas. A primeira era
utilizada para andlise dos Solidos suspensos totais (SST), de acordo com
French standard methods (AFNOR, 2005). A segunda aliquota de 100
mL do efluente coletado era filtrada para as analises dos parametros
dissolvidos. A filtracdo foi feita atraves de filtros de 0,45 um (Sartorius
Minisart®).

Para o procedimento da DQO foi utilizado Kit da marca WTW®
- gama C4/25 e C3/25. O Kit C4/25 foi utilizado para a gama de
concentracdo de 25 — 1500 mg/l nos procedimentos efetuados com
efluente de entrada que possui maior concentracdo em termos de DQO.
Ja o Kit C3/23, a gama detectada foi de 10 — 150 mg/l, sendo utilizado
geralmente em termos de DQO de saida. Apo6s sua filtracdo, a amostra
era entdo oxidada por uma solucdo sulfurica quente de dicromato de
potassio com sulfato de prata como catalisador — procedimento este
fornecido pela prépria empresa (analoga a métodos convencionais -
ISSO 15705). ApGs a reagdo, a amostra foi determinada por fotometria
(com a utilizacdo do aparelho Photo Lab 6100 Vis Series WTW®).

O Kit da WTW® também foi utilizado para a analise de nitrato
(0,5 — 18,0 mg/l NO3; em N). A amostra foi imersa em &cido sulfirico
concentrado, fazendo com o que os ions de nitrato se juntassem a um
derivado de é&cido benzoico, formando um composto nitrato
avermelhado, que foi dosado por fotometria (aparelho Photo Lab 6100
Vis Series WTW®).

No que diz respeito a analise do N-NH,", foi usado o método de
Nessler com a utilizacdo do Kit da HACH® (Ammonia reagente Set,
Nessler, Cat. ID. 2458200). A correlacdo entre as andlises realizadas
com o auxilio dos Kits comerciais e as realizadas pelo laboratério de
Quimica do Instituto pode ser observada na Figura 31. No qual €
possivel observar nos graficos que os Kits comerciais sdo, portanto,
confiaveis para sua utilizacéo.
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Figura 31— Correlagdo das andlises entre o laboratério de Quimica e Kits
comerciais.

Onde: a) andlise de Nitrato b) analise de amoénia e, c) analise de DQO.
(Percentual de erro das andlises realizadas pelo laboratdrio de quimica: 5%).
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Fonte: autor.

3.1.6 Anélise estatistica dos dados

Neste trabalho, foram analisados o0s seguintes tépicos de
estatistica:

1) Periodo de funcionamento do sistema na Fase 1 - ambos 0s
filtros operando com 25 cm de saturacao.

2) Periodo de funcionamento do sistema na Fase 2 - tempo de
operacdo do sistema, em que o FPM/P1 operou com satura¢do de 25 cm
e 0 FPM/P2 com saturacédo de 15 cm.

Em relacdo aos pardmetros fisico-quimicos avaliados durante a
pesquisa para a verificacdo do comportamento de similaridade entre os
filtros em ambas as fases de funcionamento foram aplicados: teste de
variancia - Teste U de Mann-Whitney e teste t de Student, com a
diferenca minima significativa [LSD] no nivel de p <0,05 ou p <0,025.

Previamente, todos os dados foram submetidos a um teste de
normalidade dos dados - teste de Komogorov-Smirnov.
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Para os dados que apresentam normalidade foi entdo aplicado o
teste t de Student. J& os dados que ndo apresentaram normalidade,
aplicou-se o teste de hipétese Mann Whitney. Onde, teste de U de Mann-
Whitney: relacdo de varidveis - Comparacdo de postos; teste t de
Student: relacdo de varidveis - Comparacdo de médias - Amostras
Homocedasticas. Amostras Ndo Homocedasticas.

3) Verificacdo de similaridade em relagdo as diferentes estacdes
do ano. Neste caso, foram utilizados os testes ANOVA e ANOVA F-
Kruskal-Wallis, com diferenca minima significativa [LSD] no nivel de p
<0,05, sendo que, para os testes na Fase 2 também foi aplicado o Teste
U de Mann-Whitney.

Onde, para Andlise de Variancia (ANOVA - Teste F): relagdo
de variaveis - Comparacdo de médias. Andlise de Variancia (ANOVA -
Teste de Kruskal-Wallis): relagdo de variaveis - Comparagéo de postos.

4) Avaliacdo de similaridade entre o primeiro e Ultimo dia do
ciclo de alimentacdo. Para esta varidvel, foi utilizado o teste t de
Student, sendo a diferenca minima significativa [LSD] no nivel de p
<0,05.

Todos os testes foram realizados com o auxilio da ferramenta de
estatistica SEstaNet (sestanet.ufsc.br) desenvolvido pelo Departamento
de Estatistica da Universidade Federal de Santa Catariana.

3.2 IDENTIFICACAO BACTERIANA ATRAVES DO USO DE
TECNICAS MOLECULARES

As analises moleculares foram realizadas em duas condi¢Ges: em
filtros pilotos de escala experimental e filtros de escala real. Portanto,
essa secdo sera dividida em dois topicos:

% Procedimentos para analises dos filtros em escala piloto;
7

% Procedimentos para andlises dos filtros em escala real.

3.2.1 Procedimentos para analises dos filtros em escala piloto

Essa etapa foi realizada com o objetivo de compreender a
atividade biol6gica que ocorre no interior do filtro de um FPM, através
dos objetivos especificos propostos - relacionar os resultados
microbioldgicos e o desempenho dos filtros; avaliar a heterogeneidade e
distribuicdo espacial, temporal e sazonal das populacdes bacterianas
presentes e, assim, nortear novas pesquisas.
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Foram feitas 6 (seis) amostragens em cada filtro piloto (trés
filtros pilotos — denominados FPM/P1, FPM/P2 e FPM/P3) a uma
profundidade de 20 cm de sua superficie. Em ambos os lados (direito e
esquerdo) do ponto de alimentagdo foram realizadas as seguintes
amostragens:

i) a 15 cm do ponto de alimentacéo;
ii) a 30 cm do ponto de alimentacéo;
iii) a 45 cm do ponto de alimentac&o.

Dois filtros (FPM/P1 e FPM/P2) estavam sob condicéo aer6bia
com fundo saturado anaerdbio, onde foram realizadas duas campanhas
de coleta — uma no inverno e a outra no verdo. J& para o terceiro filtro
(FPM/P3) — para o qual foram realizadas amostras a fim de explorar o0s
dados de condi¢do saturada — foram feitas duas campanhas de
amostragem, a saber:

i) inverno e totalmente anaeroébio (saturado);

ii) verdo e totalmente aerébio

Os pontos de amostragem para a realizacdo das analises da
comunidade microbiana podem ser visualizados na Figura 32.

A coleta das amostras foi feita com o auxilio de uma seringa
esterilizada de 50 ml cortada na sua base. Um minimo de 60g foi
coletado em cada ponto amostral.

Apbs a coleta, as amostras foram preservadas em caixas plasticas
esterilizadas especificas para analises moleculares até que fossem
encaminhadas para o laboratério de Biologia Molecular do
IRSTEA/Lyon, onde foram preservadas a - 20°C até o momento de sua
utilizagéo.
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Figura 32 — Pontos de amostragem para as analises da comunidade microbiana

nos filtros pilotos.

Os nUmeros representam o0s pontos de coleta — distancia do ponto de

alimentag&o.

Fonte: autor.

As legendas/codigos adotados para 0s pontos amostrais estdo

descritos na Tabela 15.

Tabela 15 — InformagBes sobre as legendas/codigos dos pontos amostrais
utilizados para coleta e exposicao dos dados.

Filtros Legenda/codigo Informacdes
FP1 D1 a Onde:
FP1 D6 i FP1 = Filtro piloto 1 — FPM/P1
FP1 - FP2 = Filtro piloto 2 — FPM/P2
FP1 D1 v a
FP1_D6 v Sendo:
- D1 e D4 = 15cm do ponto de
FP2_ D11 a alimentagdo
FP2_D6_i D2 e D5 = 30cm do ponto de
Epo alimentacao
FP2 D1.i a ;3 nselr?tggzsl gScm do ponto de
FP2_D6_v i = inverno
V = verdo
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Continuacéo da Tabela 15 - Informacfes sobre as legendas/codigos dos pontos
amostrais utilizados para coleta e exposi¢do dos dados.

Onde:

FP3 = Filtro Piloto 3 — FPM/P3

FP3_D1 An a
AL D1 a D6 = distancia do ponto de
alimentacéo.
D1 e D4 = 15cm do ponto de
FP3 D1 Ae a alimentacdo
s FP3 D6 Ae D2 e D5 = 30cm do ponde de
- - alimentacéo
D3 e D6 = 45cm do ponto de
alimentacéo

An = completamente
anaerébio/inverno
Ae = complemente aerébio/verdo

Fonte: autor.

3.2.2 Procedimentos para analises dos filtros em escala real

Os objetivos para a etapa em escala real foram os mesmos
estabelecidos para os filtros em escala piloto. O que motivou a
realizacdo dessa etapa foi o fato de que o estudo mais aprofundado das
comunidades bacterianas ainda é pouco explorado, sendo que a obtencéo
de informacGes dessas comunidades bacterianas em escala real mostra-
se necessaria para que, entdo, seja possivel interpretar corretamente os
resultados obtidos em escala piloto. Além disso, a amostragem em
escala piloto pode interferir negativamente no processo do tratamento.

Um total de 4 (quatro) estagdes do Sistema Francés para
tratamento de efluente doméstico em escala real foi utilizado para as
andlises da microbiota dos filtros. As estacBes escolhidas foram as
seguintes: Estacdo de Pont de Montvert (denominada de E1); Estacdo de
Orelle (denominada de E2); Estagdo de Evieu (denominada de E3) e;
Estacdo de Culin (denominada de E4), destacadas na Figura 33.
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Figura 33 — Filtros Plantados com macroéfitas em escala real.
Onde, a) Estacdo de Pont de Montvert — E1; b) Estagdo de Orelle — E2; c)
Estacdo de Evieu — E3; d) Estagdo de Culin — E4

Fonte: autor.

Essas estacBes foram escolhidas de acordo com algumas
caracteristicas  pré-determinadas, como: filtros em periodo de
funcionamento/periodo de repouso, estagdo “jovem” — curto tempo de
operagdo, estacdo “velha” — longo tempo de operagdo — e periodo de
verdo e inverno.

Duas campanhas de coleta foram realizadas: uma no inverno e
outra no verdo. As estacfes 1 e 2 foram avaliadas no inverno e as
estacdes 3 e 4 no periodo de verdo.

A seguir, estdo apresentadas, detalhadamente, as caracteristicas
de cada estacdo escolhida para a realizagdo das analises:

- E1: estagdo com ciclo de alimenta¢do normal, ou seja, 3,5 dias
de alimentagdo e 7 dias de repouso; caracterizada como “Jovem” pois
ndo apresenta camada de lodo depositado.

- E2: estacdo com ciclo de alimentagdo normal; porém, no
momento da amostragem, tal estacdo se encontrava em repouso ha 10
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dias e com camada de neve em sua superficie; é caracterizada como
“Velha”, ou seja, apresenta depdsito de lodo.

- E3: estacdo com ciclo de alimentacdo normal; caracterizada
como “Velha” em funcionamento ha 10 anos com deposito de lodo.

- E4: estacdo com ciclo de alimentacdo normal; caracterizada
como “Jovem”, estando em funcionamento ha menos de 3 anos e sem
camada de lodo depositado.

Para a coleta do material filtrante foi utilizado um trado
especifico de 100 cm de comprimento e 5 cm de diametro (Figura 34),
no qual, em seu interior, encontram-se 3 tubos de plexiglas de 30 cm
cada, gerando, portanto, um total de 90 cm possiveis de serem coletados.

Um minimo de 60 g foi coletado em cada ponto amostral, que se
deu em diferentes distancias e profundidades. Em relacdo a distancia, a
coleta foi realizada a 1 e 2 m do ponto de alimentagdo, e em relagdo a
profundidade, ocorreu em trés secdes: superficie/lodo, 15 cm e 30 cm.
No entanto, nas esta¢fes jovens, por ndo haver lodo, a coleta ocorreu
somente nas duas profundidades: 15 e 30 cm.

Cada estagdo do Sistema Francés é composta por dois estagios,
sendo 0 primeiro estadgio composto por trés filtros a fim de alternar as
fases de alimentacdo e repouso, evitando a colmatagdo e promovendo,
assim, a boa oxigenacdo do filtro. Diante deste fato, mostrou-se
necessario coletar amostras nos trés filtros a fim de garantir a
representatividade do primeiro estagio e atingir o objetivo de analisar as
comunidades bacterianas ao longo do ciclo de operacéo. Esse tipo de
campanha foi seguido para as estagdes E3 e E4. J4 para as estacdes E1 e
E2, as amostragens foram realizadas apenas em um momento — em um
dia de alimentacdo para a E1 e, em um dia de repouso para a E2.

A Figura 35 representa os dias do ciclo de operacéo e os filtros
escolhidos para a realizacdo das analises nas estacGes E3 e E4.

Apo0s a coleta as amostras foram preservadas da mesma foram
gue as amostras coletadas nos filtros em escala piloto. A Tabela 16
detalha as informacdes dos pontos amostrais.
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Figura 34 — Coleta das amostras para analises moleculares
Amostragem, b) com destaque para o trado e, c) tubo de plexiglas.

Fonte: autor.

Figura 35 — Representagdo dos trés filtros do 1° estagio do Sistema Francés e

dias de coleta.
a) E3; b) E4. Em azul estdo em destaque os dias utilizados para a realizacéo das

analises.

a) b)

N
[ Ny I [ N |

Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3
Il

Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3

T

T
Dias de coleta Dias de coleta
2°dia R.* 6°dia R.  2°dia A.** 1°dia A ** = 1°diaR. 4°diaR.*
3°dia R. 7°dia R. 3°dia A. 2°dia A. 2°dia R. 5°dia R.
4°dia R. 1°dia A. 1°dia R. 3°dia A. 3°dia R. 7°dia R.
* R.: repouso * R.: repouso
*# A . alimentagdo *% A . alimentagdo

Fonte: autor.
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Tabela 16 — InformagBes sobre as legendas/codigos dos pontos amostrais
utilizados para coleta e exposicéo dos dados.

Filtros Legenda/codigo Informacdes
Onde:
EL D1 15 E1 = Estacdo 1 em escala real
E1 D1 30 DS . x
E1 - - D1 = distancia do ponto de alimentagdo — 1 m

D2 = distancia do ponto de alimentagdo —2 m

El_DZ_15 15 = 15 cm de profundidade

El D2 30 30 =30 cm de profundidade

E2_D1_0 Onde:

E2_D1 15 E2 = Estagéo 2 em escala real

E2_D1_30 D1 = distancia do ponto de alimentagdo —1 m
E2 D2 = distancia do ponto de alimentagdo —2 m

E2 D2 0 0 =0 cm — superficie/lodo

E2 D2 15 15 = 15 cm de profundidade

E2 D2 30 30 = 30 cm de profundidade
E3_D1 0(.)* QOnde
E3 D1 15(..) E3 = E§taf;ao_3 em escala real_ i
E3 D1 30 (.) D1 = distancia do ponto de alimentag¢do — 1 m
- - D2 = distancia do ponto de alimentagdo —2 m
0 =0 cm — superficie/lodo

E3 E3_D2 0(.) 5= 15cm de profundidade
E3 D2 15(..) 30 =30 cm de profundidade
E3_D2 30 (..) 1A e 3A = primeiro e terceiro dia de
alimentagdo do filtro
*(.)=1A;3A; 1R, 2R, 4R e 7R = primeiro, segundo, quarto e
1R; 2R; 4R ou 7R sétimo dia de repouso do filtro
Onde:
E4 D115(.)* Eq= Estacdo 4 em escala real
E4_ D1 30(.) D1 =distancia do ponto de alimentacio — 1 m
D2 = distancia do ponto de alimentagdo —2 m
Ea E4 D2 15(...) 15 = 15 c¢m de profundidade

E4 D2 30(...) 30 =30 cm de profundidade
1A, 2A e 3A = primeiro, segundo e terceiro dia
(.)*=1A; 2A; de alimentacéo do filtro
3A: 1R: 3R ou 7R 1R, 3R e 7R = primeiro, terceiro e sétimo dia
de repouso do filtro

Fonte: autor.

3.2.3 Anélises Moleculares

Os procedimentos de anélise foram realizados no laboratério de
Ecologia microbiana de ecossistemas aquaticos (EMHA) do
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IRSTEA/Lyon, conjuntamente com a equipe de Tratamentos de aguas
residudrias/Engenharia de Processos/Microbiologia de Processos do
IRSTEA de Paris e do Laboratério Integrado de Meio Ambiente
(LIMA), na UFSC, Brasil.

Para a andlise da comunidade microbiana foram adotadas as
seguintes técnicas de biologia molecular:

- PCR (Reagdo em cadeia da polimerase), seguido de

- DDGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante)

- Sequenciamento

- gPCR (Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real).

3.2.3.1 Métodos de preparacdo para as amostras: obten¢do do biofilme
para analise

Pelo fato de o material filtrante ser composto por britas e ndo
haver dados suficientes na literatura em relacdo a retirada do biofilme
desse tipo de material filtrante foi necessario desenvolver um protocolo
para a remocdo da biomassa aderida. Para isso, varios procedimentos
foram testados a fim de obter um protocolo adequado com a maior
concentracdo de DNA.

Apbs testar esses diferentes procedimentos — dentre 0s quais
havia o uso de ultrassom, de diferentes tempos de agitacdo, do uso de
substancias quimicas —, foi feita em triplicata a extracdo do DNA da
amostra e, em seguida, a dosagem do DNA.

O procedimento que obteve a maior concentracdo de DNA e
gue possuiu 0 maior grau de repetitividade foi, entdo, o escolhido como
método a ser aplicado para a retirada da biomassa. A descricdo dos
testes dar-se-4& no item dos Resultados e Discussfes, visto ser um
procedimento desenvolvido nesta tese. O detalhamento do protocolo
encontra-se em Apéndice A.

3.2.3.2 PCR - Reacdo em cadeia da polimerase

Para que esse procedimento fosse realizado, trés etapas foram
seguidas:

12 - Extragdo do DNA gendmico;

2% - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) propriamente dita;

32 - Verificacdo do DNA amplificado em gel de agarose.
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O DNA gendmico foi extraido utilizando o Kit de extracdo KIT
POWER SOIL ™ DNA ISOLATION KIT (MOBIO® Laboratérios) de
acordo com o protocolo do fabricante.

Apo0s a extracdo do DNA, o material foi armazenado a -80 ou -
20°C até o momento de sua utilizacéo.

A qualidade do DNA extraido foi verificada em gel de agarose
1,5% e, apds sua verificacdo, o DNA foi quantificado pelo equipamento
QUBIT® Invitrogen. Apdés a dosagem, o DNA foi submetido a
diluicGes a fim de garantir que cada amostra contivesse 5ng/pl.

Feito a extragdo, dosagem e dilui¢do, o DNA foi entdo submetido
a amplificacdo por PCR, utilizando diferentes iniciadores.

Posterior a extracdo do material gendmico, foi executada a
técnica de amplificacdo PCR utilizando iniciadores especificos para
DDGE — procedimento complementar necessario para obtengdo dos
fragmentos do RNA 16S.

Os iniciadores utilizados para a realizagdo da PCR estdo
apresentados na Tabela 17.

Além dos iniciadores citados na Tabela 17, as solugdes utilizadas
no procedimento foram as seguintes: Buffer ABgene®, MgCl, dNTP
Thermo®, T4Gene® e a Taq polimerase ABgene®. A composicio total
do Mix pode ser visualizada na Tabela 18.

Tabela 17 — Sequéncia e caracteristicas dos iniciadores utilizados para a PCR.

Tamanho /
Primers GC-grampo Sequéncia Ref.
Bibliogréafica
CTO CCGCCGCEC oA GRA AAG
GGC GGG CGG
180f CAG GGG ATC
AR GC GGC GGG GGC ¢
At ACG GGG 465 pb
CCG CCG CGC
s A G6CGEECGE  SOACSA Kowalchuk
oC GGC GGG GGC 70 (1997)
ACG GGG
CTAGCY TTG
552% TAG TTT CAA
ACG C

Fonte: autor.
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Tabela 18 — Composicdo do Mix para o grupo de Bactérias Nitrificantes

Solugdes [C] final
PCR Buffer 1X
MgCl, 1,5 mM
dNTP 250 UM
T4
CTO 189F AB 0,32 uM
CTO 189F C 0,16 pM
CTO654R 0,48 uM
Taq polimerase 0,625 U
H,OA X
DNA 2,5 ul

Fonte: autor.

As reacbes de amplificagdo foram executadas em
Termociclador « PCR (Eppendorf Mastercycler pros) » sob as seguintes
condicdes desejadas, descritas a seguir na Tabela 19.

Tabela 19 — CondicOes de amplificacdo para as bactérias nitrificantes
Bactérias Nitrificantes

Duracdo = 1h30 Temperatura
Ativacdo Hot Start 15 min 95°C
Desnaturagéo 30s 94°C
Hibridizacdo 30s 57°C x 35
Alongamento 1 min 72°C
Alongamento final 5 min 72°C

Fonte: autor.

Um esquema representativo da técnica da PCR encontra-se como
Apéndice B.

A andlise dos produtos amplificados foi feita por eletroforese em
gel de agarose 1.5% (Invitrogem®), corado com brometo de etidio (0,5
pg/mL) (Sigma®) em tampdo TAE 1X (40 mM Tris; 19 mM 4cido
acético glacial; 1 mM EDTA) e visualizados sob luz UV.

Os tamanhos dos fragmentos amplificados, que podem ser
visualizados na

Figura 36, foram determinados por comparagdo com o marcador
molecular de 100 pb — 1Kb (Sigma-Aldrich®).
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Figura 36 — Padrdo dos fragmentos dos grupos de bactérias analisados no
estudo.

a) gel da amplificagdo do grupo das CTO (nitrificantes) — tamanho de
amplificacdo: 465 pb. b) gel da amplificacdo do grupo das bactérias totais —
tamanho de amplificacdo: 233 pb.

B g ¥ . - ¢
500 pb —» - --- -- !~ P
- ; s -4
- -
- -
200 pb —» ™
-~

Fonte: autor.

Ap6s amplificacdo, o produto da PCR foi conservado a 4°C até o
momento de sua utilizacdo na etapa subsequente de separacdo dos
segmentos amplificados na PCR usando Eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE).

3.2.3.3 Eletroforese em gel de gradiente desnaturante — DGGE

Apo6s a PCR, as amostras foram depositadas em um gel de
acrilamida/bisacrilamida com concentracdo de 0,8% (v/v) de agarose
com diferentes gradientes de concentracdes desnaturantes de formamida
e ureia. Posteriormente, foram submetidas & migracéo eletroforese com
tampdo TAE 50X (Tris-Acetato-EDTA).

Durante a migracdo, os fragmentos de DNA em condigdo
desnaturante cada vez maior entram em processo de desnaturagdo das
bandas compostas de bases A-T e G-C. O gradiente utilizado foi de 15 e
55%, sendo previamente preparadas as solugdes estoque de 0% e 100%
(0% = Acrilamida 40%, TAE 50X e H,O ultrapura; 100% = Acrilamida
40%, TAE 50X, Ureia, formamida).

Cada solucdo desnaturante recebeu 100 pl de Persulfato de
amoénio 10% (APS) e 10 pl de Tetrametiletilenodiamina (TEMED).
Apobs a solidificacdo do gel (aproximadamente 1h), as placas foram
transferidas para cuba de DGGE. Nessa cuba foram adicionados 7L
compostos por 70 ml de TAE 50X e 6930 ml de agua destilada.

As caracteristicas de “corrida” foram as seguintes: temperatura
de corrida do gel foi constante: 60°C; voltagem de 200 V e duragdo de
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6h. Essas condices foram baseadas no trabalho de Kowalchuk et al.
(1997), no qual tais autores utilizaram 0s mesmos iniciadores deste
trabalho.

Apo6s o término da corrida, o gel foi retirado da cuba e imerso
para coloracdo por 30 minutos em solugdo de Gel Red (10,000x 0,5mL
concentrado ID: 41003. Uniscience®) em tampdo TAE 50X.

Posterior a coloracdo, as aquisi¢des das imagens dos géis foram
feitas em aparelho Fotodocumentador L-PIX STi image (Loccus
Biotecnologia®). Os perfis das amplificagdes foram analisados com o
programa GelCompar Il versdo 6.5 (BioSystematica®, Wales, UK).

A fim de aprofundar o conhecimento sobre as espécies
detectadas pelos géis, 0 DNA de interesse contido em cada banda obtida
foi recolhido com o auxilio de uma micropipeta estéril. O contelido
recolhido foi diluido em 50 pL de agua ultra purificada, para
posteriormente ser utilizado como molde no produto de PCR que foi
purificado para ser usado nas analises de sequenciamento.

Para o sequenciamento do DNA das bandas separadas por
DGGE foi utilizada a técnica de PCR nas mesmas condicfes citadas
anteriormente.

As etapas deste procedimento podem ser visualizadas no
Apéndice C.

« Analises estatisticas

As estruturas da comunidade bacteriana das amostras foram
analisadas com o programa GelCompar Il versdo 6.5 (BioSystematica,
Wales, UK) a partir da analise de agrupamento hierarquico, utilizando
indice de Jaccard e o modelo de agrupamento por UPGMA.

Para o teste estatistico de similaridade foi utilizada a ferramenta
estatistica Escalonamento Multimensional Ndo Métrico (NMDS). Uma
técnica de ordenacdo que tem por objetivo descrever a estrutura de uma
matriz complexa. O principio desta técnica é construir uma matriz de
distancias entre os sitios amostrais usando informacdes das espécies em
cada sitio. Algumas dessas distancias levam em consideracdo a
composicdo das amostras, como, por exemplo, lista de espécies, dados
de presenca e auséncia das espécies nas amostras, entre outras. Assim,
calcula-se a distancia entre todos os pares possiveis de amostras, uma
vez calculadas elas sdo arranjadas numa matriz.

O resultado do NMDS é um diagrama de dispersao que melhor
reflete a matriz. Quando duas amostras possuem um baixo valor de
distancia, elas ficam posicionadas em locais proximos uma da outra. A
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interpretacdo dos resultados consiste em verificar a semelhanca entre as
amostras, indicada pela proximidade espacial ao longo dos eixos de
ordenacéo (bi ou tridimensional) (MELLO e HEPP, 2008).

3.2.3.4 qPCR (Reagao em cadeia de polimerase em tempo real)

Para essa técnica quantitativa, o principio do procedimento é o
mesmo da PCR convencional, com a diferenca na amplificacdo do
DNA, que é medido continuamente utilizando agentes intercalantes de
cadeia dupla de DNA ou de sondas fluorescente.

Os iniciadores utilizados estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 — Sequéncia e caracteristicas dos iniciadores utilizados para a gPCR

Primers Sequéncia I\ama.nho Referéncia
mplicon
1055f ATGGCTGTC Ferris et al.
GTCAGCT (1996)
1 2 Lane (1991
. - R A i
(2010)
AmoA- GGG GTT TCT
1f ACT GGT GGT Rotthauwe
AMOA- Nitrificantes CCC CTC KGS 491 pb etal. (1997)
o AAA GCC TTC '
TTC

Fonte: autor.

A composicdo do Mix para os dois grupos de bactérias analisados
neste estudo — nitrificantes e totais - pode ser visualizada na Tabela 21.

Tabela 21 - Mix da qPCR para o grupo de bactérias totais e nitrificantes

Solucdes [C] final
Iq buffer 1X
1055 F 0,6 uM
1392R 0,6 uM
H,O
Total 0,5 uM
Iq buffer 1X
AmMoA 1F 0,4 uM
AmMoOA 2R 0,4 uM
H,O X

Fonte: autor.
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A gPCR foi realizada pelo aparelho (BioRad/CFX96 Real-Time
System C1000 cycleur thermique) de acordo com as caracteristicas
desejadas para o procedimento (Tabela 22).

Tabela 22 - Condicdes da amplificacdo para os grupos analisados pela gPCR

Bactérias Totais

Duragéo Temperatura
3 min 95°C
30s 95°C
30s 60°C x 40
30s 72°C
10 min 65°C --> 95°C
Bactérias Nitrificantes
Duragdo Temperatura
3 min 95°C
30s 95°C
30s 56°C x 40
45s 72°C
10 min 65°C --> 95°C

Fonte: autor.

Apo6s o término da amplificacdo, as amostras foram armazenadas
na geladeira a 4°C. Os resultados da qPCR foram automaticamente
registrados no aparelho, no qual, num segundo momento, foi possivel
recuperar os dados e analisa-los com a ajuda do Logicial Bio-Rad®CFX
Manager Quantity One.

As curvas padrdo foram obtidas através de uma dilui¢do em série
de um plasmideo contento o gene bacteriano amoA ou 16S de de 1E07 a
1E02 copias de gene por microlitro.

As etapas do procedimento da gPCR foram resumidas e
encontram-se no Apéndice D. Bem como, um fluxograma — Apéndice E
— das técnicas utilizadas para averiguacdo da comunidade bacteriana
presente nos filtros plantados com macréfitas deste estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo dar-se-a em duas unidades, sendo a primeira
referente aos resultados da avaliacdo fisico-quimica dos pilotos de filtros
plantados com macrdéfitas — construidos para avaliacdo da remogdo do
nitrogénio total, mediante saturacdo parcial em um Unico estagio do
Sistema Francés — Artigo 1 (publicado). — e a segunda na qual sdo
apresentados os resultados microbiol6gicos — com énfase nos micro-
organismos envolvidos no processo da remocgéo do nitrogénio — Artigo 2
e 3 (em andamento).

4.1 Resultados fisico-quimicos dos FPM em escala piloto

4.1.1 Caracteristicas gerais da agua

As caracteristicas gerais da qualidade da agua de entrada em
relagdo aos parametros analisados (concentragdes médias de entrada e
carga hidraulica) durante o periodo experimental estdo resumidas na
Tabela 23.

Os dados apresentados nesta tabela estdo divididos de acordo
com a condicdo de saturacdo dos filtros (Fase 1 e Fase 2 — lembrando
gue a Fase 1 corresponde ao periodo em que ambos os filtros operaram
com 25 cm de fundo saturado, e a Fase 2, ao periodo no qual filtro 1
continuou a operar com 25 cm e o filtro 2 passou a operar com 15 cm de
saturacao).

Em relagdo as concentracdes de entrada e saida (mg.L™) para os
pardmetros analisados sdo retratados em suas diferentes situacfes de
saturacdo através de gréaficos box plot expostos na Figura 37 e Figura 38.

No que se refere as concentragdes para 0s parametros SST e
DQO, é possivel observar que as concentragdes de entrada variaram
durante todo o experimento (na Fase 1, para 0 FPM/P1, variacdo de SST
foi de 25 - 675 mg.L™" e para DQO: 41 - 218 mg.L™; para o FPM/P2,
variagdo de SST: 32 - 887 mg.L™"; DQO: 16 - 216 mg.L™. Na Fase 2,
para 0 FPM/P2 a variacdo de SST foi de 98 - 434 mg.L™" e DQO: 42 -
173 mg.L-1).

Para as formas de nitrogénio (N-NH;" e NTK) (Figura 38)
variacdes menores foram encontradas, com médias de 51 mg.L™" e 65
mg.L’l, respectivamente. Porém, houve alguns valores bastante diluidos,
ocasionados provavelmente pelos eventos de chuva. Cabe lembrar que a
rede de esgotos da Franca é em conjunto com rede pluvial.

PPGEA — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



142

Tabela 23 — Caracteristicas de entrada dos pilotos FPM/P1 e FPM/P2 durante as diferentes fases de saturagao.
A tabela retine todos os valores durante o periodo de operagdo e, estdo expressos na unidade mg.L ™, exceto quando indicado.

Fase 1?

Fase 2°

Fase 2°

FPM/P1 - 25 cm

FPM/P2 - 25 cm

FPM/P2 - 15 cm

Parametros Concentragdo (mg.L™) Concentragdo (mg.L™) Concentragdo (mg.L™)
Média 5 ooV 0t Media X 0% n° Média 3 2N e
DQO’ 124 34 044 74 132 32 0,52 58 108 38 132 26
NTK 65 24 0,28 67 68 25 0,4 49 57 21 083 25
N-NH,"* 51 21 0,26 67 54 22 0,35 49 44 17 0,70 25
SST 263 128 1,43 89 264 170 2,69 67 252 107 45 25

Carga

hidraulica 0,23 0,06 - - 0,23 0,06 - - 0,23 0,06 - -

(m/d)°?
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Figura 37 — ConcentragBes em termos de entrada e saida para os diferentes
pardmetros ao longo do tratamento.

FPM/P1 (25 cm de fundo saturado), FPM/P2 com as diferentes fases de
saturagdo (25 cm e 15 cm de fundo saturado). a) DQO dissolvida; b) sélidos
suspensos totais.
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Figura 38 — ConcentracBes em termos de entrada e saida para os diferentes

pardmetros ao longo do tratamento
FPM/P1 (25 cm de fundo saturado), FPM/P2 com as diferentes fases de

saturacdo (25 cm e 15 cm de fundo saturado) a) amonio; b) nitrogénio total.
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Os valores em concentragcfes de entrada e saida para o
nitrogénio também podem ser visualizados na Figura 39, a qual
representa os valores médios das fragdes de N ao longo do experimento
para ambos os filtros em suas fases de saturacao.

Figura 39 — Fraces de nitrogénio ao longo do experimento.
(mg.L™ de N-NOy', N-NH," e NTK)

120 A
100 A
80 -

60
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uN-NH4+
7 EN-NO3-
) l l l I
04
Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida
FPM/P125cm FPM/P2 25 cm FPM/P215cm

Filtros e Fases de saturacao

Os valores de concentracdo para NTK foram obtidos através de
uma estimativa pela Equacéo 16:

Equacéo 16 — Concentragdes para NTK
N — NHIentrada + SSTentrada x 0,05

Onde 0,05 é a porcentagem de Norg/SST de entrada em aguas
residuarias com base em medicoes. Esse valor — 0,05 — esta de acordo
com os valores obtidos por Molle, (2003), nos quais o autor afirma que a
porcentagem de nitrogénio organico nos s6lidos em suspensdo em aguas
residuarias é de 3 a 5%, onde, 0,7% sdo depositados na superficie do
filtro e o restante é transformado pela nitrificacdo. Sendo que a
nitrificacdo é calculada a partir dos rendimentos observados em NTK
(nitrogénio dissolvido + particulado). Essa aproximacdo é considerada
mais realista do que os calculos baseados em concentracdes de nitrato,
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visto que existe certa dificuldade em saber o balango exato do nitrogénio
devido aos fendmenos de estocagem e liberagdo no periodo de
alimentacdo e repouso.

Com base em estudos feitos anteriormente, o calculo de saida
também foi realizado com o valor de 0,05, em que, teoricamente, a
quantidade de efluente que adentra no filtro é a mesma que sai. Vale
ressaltar que a evapotranspiracdo ndo é um fator negligenciavel, porém
neste trabalho ndo foram realizadas medicGes deste parametro. De todo
modo, foi realizada uma analise mais aprofundada de vazdo de entrada e
saida em todo o periodo do experimento, fator que permite afirmar que o
valor de perda por evapotranspiragdo foi por volta de 10%.

As concentragBes de entrada e saida para os parédmetros
analisados nas duas Fases ao longo do tempo, também podem serem
visualizados nos graficos da Figura 40 e Figura 41.

Os valores para os pardmetros N-NH4+, N-NO3- e DQO
dissolvida foram obtidos através da utilizacdo dos Kits comerciais
WTW®, como descrito em Materiais e Métodos. Ap0s a realizacdo das
analises, os valores obtidos através dos Kits foram submetidos a uma
correlagdo com os valores obtidos pelas andlises realizadas no
laboratério de quimica do IRSTEA (erro = 5%). Fez-se necessaria essa
correlagdo a fim de validar os resultados obtidos através dos Kits
comerciais. As correlagdes obtidas para as formas de nitrogénio (N-
NH4+ e N-NO3-) e para a DQO foram de R2= 0,9061; R2=0,9572 e R2=
0,9273, respectivamente. Portanto, os resultados obtidos pelos Kkits
podem ser considerados confiaveis.

Para filtros de primeiro estdgio em escala real do Sistema
Francés, a carga hidraulica projetada é em torno de 0,36m/d (2m2 EH-1)
(MOLLE et al., 2005). Para este estudo a carga hidraulica real aplicada
ao longo do experimento para cada filtro no periodo de alimentacdo foi
em torno de 0,23 m/d.
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Figura 40 — Concentragdes de DQO dissolvida e SST de entrada e saida (mg.L"
! e eficiéncia (%) ao longo do periodo de operagéo.

a) FPM/P1 — 25 cm saturacdo; b) FPM/P2 — 25 cm e 15 cm de saturag&o.
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Figura 41— Concentragdes de N-NH," e NTK de entrada e saida (mg.L™) e

eficiéncia (%) ao longo do periodo de operago.

a) FPM/P1 — 25 cm saturacédo; b) FPM/P2 — 25 cm e 15 cm de saturacéo.
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4.1.2 Propriedades de funcionamento do filtro

4.1.2.1 Hidraulica

Durante o experimento, as taxas de infiltracdo variaram de acordo
com a estacdo do ano, com o desenvolvimento dos vegetais e 0 acumulo
de matéria organica depositada na superficie do filtro, o que ocasiona
impacto no fluxo e na oxigenacao.

Taxas de infiltracdo maiores foram observadas no inicio de
operacdo dos filtros, em razdo da baixa densidade das macrdfitas
(resultado também visualizado pelo trabalho de Molle et al., 2006) e
sobretudo durante o inverno, quando a matéria organica foi fracamente
mineralizada devido as baixas temperaturas.

Durante o primeiro inverno do experimento, ambos os filtros
pilotos passaram por um periodo de colmatacdo, 0 que por sua vez
acarretou em problemas de oxigenacgdo, em lenta drenagem e valores
baixos e constantes de velocidade méxima. Esse fato pode ser
visualizado na Figura 42. A colmatacdo também foi verificada através
das sondas de oxigénio, redox e sondas ultra-som, as quais registram a
formacdo ou ndo de ldmina d’4gua na superficie do filtro indicando uma
possivel colmatacao.

Figura 42 — Comportamento hidraulico das vazbes de saida ao longo de uma
batelada - periodo de colmatacao.
a) FPM/P1 e b) FPM/P2 (ambos com 25cm de saturacao)
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Os picos de velocidade méxima de drenagem foram de
aproximadamente 0,02 e 0,05 m/h para FPM/P1 e 2, respectivamente, no
inverno.
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Apo0s a constatacdo da colmatacdo, o ciclo de operacdo projetado
foi alterado de 3,5 para 2,5 dias de alimentacdo e entdo 4,5 dias de
repouso. A partir dessa mudanca e da elevacdo da temperatura, os filtros
mostraram a sua capacidade de resiliéncia com uma boa recuperacao.

Ao longo do periodo restante do estudo, ambos os filtros
passaram a ter um comportamento hidraulico semelhante com picos de
velocidade méxima entre 0,10 -0,45 m/h. Com a chegada do verdo e
maior desenvolvimento das plantas, os filtros apresentaram mais
estabilidade e melhor comportamento hidraulico (Figura 43).

Figura 43 — Comportamento hidraulico das vazdes de saida ao longo de uma
batelada — periodo ndo colmatado.
a) VFCW 1: 25cm de saturacdo; b) VFCW 2: 15cm de saturagdo
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Cabe salientar que a alteracdo do nivel de saturacdo no FPM/P2
entre a Fase 1 e Fase 2 ocorrida apds 12 meses de funcionamento
também implicou em alteraces no fluxo hidraulico. Nesse periodo de
transicdo foi observado um aumento da velocidade méaxima de 0,10 para
0,25 m/h, sendo maior que a velocidade maxima do FPM/P1, que
continuou a operar com 25 c¢cm de saturacdo. Apds uma semana da
mudangca de saturacao houve a estabilizagdo hidraulica do sistema.

Assim, vimos que, hidraulicamente, temos um sistema em termos
de bateladas que evoluiu significativamente sua condicdo de
funcionamento do inverno para o verdo. Isso certamente influenciou na
condicdo de oxigenacdo e potencial redox no interior do filtro, o que
significa que a condicdo hidraulica influencia na eficiéncia do
tratamento do nitrogénio.
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4.1.2.2 Oxigénio e Potencial redox (Eh)

No que diz respeito aos resultados para o oxigénio e potencial
redox, foi possivel observar que mudancas nas condi¢bes de fluxo
impactaram tanto o Eh quanto o teor de oxigénio no meio filtrante de
ambos os filtros.

Além disso, quando os filtros estavam em condicdo de
colmatacdo, a renovacdo de oxigénio pela superficie foi limitada,
agravando as condicOes oxidantes. Esse fato é apresentado, a titulo de
exemplificacdo, na Figura 44, que indica 0 Eh em relagdo ao eletrodo
padrdo de hidrogénio (SHE) e o teor de oxigénio no FPM/P1 durante a
colmatacdo no final do inverno.

Figura 44 — Evolucdo das Eh e teor de oxigénio durante o periodo de
colmatagdo para FPM/P1.

Legenda: as listras cinza e branco representam os periodos de alimentacéo e
repouso, respectivamente. As linhas pontilhadas dividem as camadas de
oxigenagdo em funcgdo do potencial redox.
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As zonas de condicdo redox (aer6bia, andxica e anaerdbia)
demarcadas na Figura 44 sdo bem definidas por alguns autores (Tanner
et al., 2002; Diadkova et al., 2006; Dusek et al., 2008) e também foram
apresentadas no item da Reviséo bibliogréafica desta tese.
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Valores abaixo de - 300 mV indicam a atividade de bactérias
metanogénicas. No entanto, o valor de Eh pode diminuir
temporariamente para valores inferiores ao esperado caso 0S processos
microbianos possuam atividade intensa (DUSEK et al., 2008).

Durante esse periodo em que os filtros estiveram colmatados é
possivel observar que a sonda instalada na zona aerdébia (Eh_38 cm)
registrou valores de 300 a -200 mV, correspondendo a condi¢Bes
anoxicas e anaerobias. Esses valores negativos demonstram a condicao
limitada da presenca de oxigénio, 0 que também pode ser visto pelos
valores das sondas de O, que sdo extremamente baixos, em torno de 2 a
6%.

Para a sonda intermediaria (Eh 49 cm), os valores
permaneceram na faixa de 100 a 500 mV. Lembrando, esta sonda sofre
influéncia do dreno de aeracdo, explicando os valores aer6bios
registrados.

A sonda localizada na zona anaerdbia (Eh_62,5 cm) manteve
seus valores constantes sem sofrer influéncia pela colmatacdo devido a
sua localizago, pois esta foi instalada na zona de saturacdo anaerdbia.

Em outras palavras, exceto para o potencial redox medido a
uma profundidade de 49 cm, todas as medicGes (oxigénio e Eh)
apresentaram continuadamente baixas condi¢cdes de oxidagdo e alta
reducdo. Em periodos de colmatacdo e alimentag¢do, pouco ou nenhum
oxigénio foi introduzido para o interior do filtro, tendo até mesmo a
parte superior dos filtros privada de oxigénio.

Todavia, nota-se que no final do periodo apresentado houve
uma melhoria gradual dos valores da sonda Eh_38 cm e de oxigénio,
indicando o fim da colmatagdo. Este fato ocorreu com a introdugéo
progressiva do oxigénio durante o periodo de repouso do filtro,
juntamente com outros fatores como o0 aumento da temperatura,
desenvolvimento das plantas e aumento dos dias de repouso, 0 que
acarretou na melhoria progressiva da taxa de infiltracdo e difusdo do
oxigénio.

A Figura 45 apresenta a evolucdo do redox e teor de oxigénio
nos filtros FPM/P1 e FPM/P2 no inicio da Fase 2, sob condi¢bes de
fluxo normais, sem colmatacao.

E possivel observar que as condigbes de oxidag&o/reducdo foram
fortemente afetadas pelo ciclo de alimentacéo e repouso, exceto na parte
inferior do filtro onde as condi¢fes andxicas estavam presentes. As
zonas insaturadas tornaram-se menos oxidativas durante o periodo de
alimentacdo devido ao aumento do consumo de oxigénio pela biomassa,
voltando a condigdes bem oxidadas durante o periodo de repouso.
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Para 0 FPM/P1 na Fase 1 (Figura 45a) observaram-se valores de
Eh para a sonda R_38 cm variando entre 100 e 450 mV. Esses valores
positivos encontrados indicam que nessa zona prevalece a condicdo
aerdbia.

Ja para a sonda R_49 cm foram registrados valores na faixa de
30 e 400 mV. Valores inferiores aos encontrados na zona aerébia séo
esperados, visto que ela esta localizada na zona anoxica do filtro. No
entanto, pelo fato do dreno de aeragdo estar localizado também nessa
altura, os valores de Eh foram entdo influenciados pela entrada do O,
através do dreno, o que gerou um aumento destes valores. Além disso, a
sonda, estando localizada entre 0 meio aerébio e 0 meio anaerdbio de 25
cm, sofre bastante variacdo em seus valores, 0 que pode ser observado
claramente através do grafico.

Para a sonda localizada no fundo do filtro (R_62,5 cm), os
valores permaneceram estaveis entre -200 a -300 mV, revelando as
condi¢cdes anaerdbias do fundo saturado, condicdo esta que permite
afirmar que a zona de saturacdo se manteve em condi¢fes adequadas
para a desnitrificacdo durante o experimento. Nao foram registrados
valores indesejados abaixo de -300 mV, que indicariam uma atividade
metanogénica.

Outros estudos também relatam valores similares nas diferentes
zonas de oxigenacdo (TANNER et al., 2002; DIAKOVA et al., 2006;
DUSEK et al., 2008; HUNTING e VAN DER GEEST, 2011,
CORBELLA etal., 2014).

Em relagdo ao FPM/P2 (Figura 45b), o gréfico representa o
momento em que houve a troca do nivel de saturacdo (Fase 2).

Como pode ser observado em relagdo & sonda R_35 cm, esta
apresenta uma grande variacao no inicio do gréafico, ou seja, no periodo
transitério de mudanca do nivel, apresentando um comportamento de
tendéncia de elevacdo dos valores ao longo do tempo.

A sonda R_46 cm manteve-se estavel com valores na média de
350mV. Esse valor mais elevado comparado com a fase de 25 cm de
saturacdo é explicado justamente pela troca do nivel, onde é gerado um
aumento da condigdo aer6bia e anoxica. Além disso, como j4 ressaltado
anteriormente, o dreno de aeracdo localizado nessa altura também
contribui para o aumento dos valores da sonda.
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Figura 45 — Evolucéo do Eh e teor de oxigénio no inicio da Fase 2.

(a) FPM/P1: zona de saturagdo de 25 cm e, (b) FPM/P2: zona de saturacéo de
15 cm. As listras cinza e branco representam os periodos de alimentagdo e
repouso, respectivamente. As linhas pontilhadas dividem as camadas de
oxigenagdo em funcgdo do potencial redox.
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Para a sonda R_68 cm, nota-se claramente a influéncia da troca
do nivel de saturacdo. Nessa fase transitoria, onde houve o esvaziamento
da zona saturada, foram registrados valores positivos. Assim que a zona
saturada foi novamente alimentada, retornou-se a valores negativos, que
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permaneceram estaveis e em torno de -300 mV. Apesar da diminuicéo
do nivel de saturacdo, foram observadas as condi¢es andxicas estaveis,
0 que representa um ambiente adequado para desnitrificag&o.

Em resumo, é possivel afirmar que o potencial redox e o
oxigénio sofreram influéncia pelos periodos de alimentacdo e repouso.
E notavel que durante o periodo de alimentagéo, os valores das sondas
de Eh da zona aerébia decaem, o que é resultado do impacto do efluente
recebido que flui entre as zonas, gerando uma menor oxigenacao.
Durante o periodo de repouso, os valores se elevam novamente. Esse
comportamento também foi observado para as sondas intermedidrias,
gue tiveram uma maior variagdo dos valores devido a seu
posicionamento entre as zonas aerdbia e andxica e pelo dreno de
aeracdo. Na zona anaerdbia, as sondas tiveram um comportamento
homogéneo, o que é o esperado, visto que tais sondas estdo posicionadas
na zona saturada anaerobia, ou seja, sem interferéncia do O,.

4.1.3 Eficiéncias de remocéao

As analises do desempenho do tratamento em relacdo aos
pardmetros avaliados foram calculadas sob a forma de concentra¢des do
parametro considerado e expressas em porcentagem. Resultados da
eficiéncia de concentracdo e da carga removida nos diferentes periodos
de saturacdo foram reunidos na Tabela 24.

Esses resultados foram obtidos nos dois pontos de coleta nos
filtros (entrada e saida) no inicio e final de cada ciclo de alimentacéo.

Para a primeira fase, quando ambos os pilotos tiveram um nivel
de saturacdo de 25 cm, a analise estatistica revelou eficiéncias de
remocdo semelhantes para todos os parametros avaliados (valores de p:
0,1023 para SST; 0,4862 para DQO; 0,3249 para N-NH," e 0,2792 para
NTK). Sendo assim, os pilotos podem ser considerados idénticos
durante a Fase 1. Esta conclusdo também foi apoiada pelas tendéncias
semelhantes para o teor de oxigénio e potencial redox avaliados durante
esta fase.

Durante a segunda fase, a andlise estatistica apresentou
eficiéncias diferencas entre os pilotos para SST e DQO (valores de p:
0,0001 para SST e 0,0048 para DQO), fato ndo observado para o
amonio.
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Tabela 24— Eficiéncia de remogdo de massa (%) durante o tratamento e sob as
diferentes condi¢des de saturagdo do FPM/P2, expressos em média + X (N). Os
valores do periodo de colmatagédo foram excluidos.

Fase 1°

FPM/P1 -25cm
Parametros Carga Carga

Entrada Saida recebida  Tratada Eficiéncia
-1 -1 0
mgL?) (ol (O eg (@)
d 115+ 34 57+14
DQO (40) (40) 25 13 47
261 +
ssT 126 31( 4’-'8)18 60 52 86
(48)
+ 50+ 24 249
N-NH,4 (39) (39) 11 5,6 47
NTK 63232)25 25(;93"6 138 8,25 56
B 01+04 3121
N-NO; (39) (39) 7,2 6,5 85
Fase 2°
FPM/P2 - 25 cm
Parametros . Carga Carga S
I(Emntrﬁ%? (rialdLgl) recebida Tratada Efl((:(l)/er)laa
g o (@md)  (g.me.d) °
d 133+ 36 63+15
DQO 17 (17) 26 14 50
212488 30+12
SST 22) 22) 46 40 84
. 61+29 26+10
N-NH, (18) (18) 12 7,1 51
72431 28+10
NTK (18) (18) 14,8 9,1 58
N 0,4+0,5 2,3+1,8
N-NO; (18) (18) 8,3 79 85

+ 2 Desvio padrao

N: NUmero de amostras

8Fase 1: zona de saturagéo, 25 cm (12 meses de operagéo)
PFase 2: zona de saturaco, 15 cm (4 meses de operacao)
°LQ: limite de detecgdo

9DQO: demanda quimica de oxigénio dissolvida
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Continuacéo da Tabela 24 - Eficiéncia de remocdo de massa (%) durante o
tratamento e sob as diferentes condigdes de saturagdo do FPM/P2, expressos em
média = ¥ (N). Os valores do periodo de colmatagéo foram excluidos.

Fase 2°

FPM/P2 - 15 cm
Parametros Carga Carga

Entrada Saida recebida  Tratada Eficiéncia
-1 -1 0

(mg.L™)  (mg.L™) (@.m2d)  (g.m2d) (%0)
" 108+36 65+19

DQO (26) (26) 26 10 36
252 + 60 + 32

SST 107 (25) (25) 60 45 75
+ 44 + 17 28+12

N-NH,4 (25) (25) 10 3,8 36
57 +20 31+16

NTK (25) 25) 13,2 5,9 45

C
N-NO;  LQE 723 36 18 65

0,3 (25) (25)
+ 2 Desvio padrao

N: Numero de amostras

®Fase 1: zona de saturagéo, 25 cm (12 meses de operacéo)
PFase 2: zona de saturaco, 15 cm (4 meses de operagéo)
°LQ: limite de detecgdo

9DQO: demanda quimica de oxigénio dissolvida

Essa diferenca estatistica representa a mudanga (diminui¢do) do
nivel de saturacdo, 0 que impactou negativamente na remocdo dos
solidos totais e na DQO, podendo ser explicada pelos seguintes
detalhamentos:

e O aumento na concentracdo de saida em SST pode ter sido
ocasionado pela transicdo da Fase 1 para a Fase 2. Nesse
periodo houve uma menor atenuacdo da passagem do efluente,
0 que, por sua vez, fragilizou a comunidade bacteriana ali ja
desenvolvida, gerando um desprendimento do biofilme,
provocando uma maior liberagcdo da biomassa (principalmente
durante a primeira batelada nos periodos de alimentacdo). A
diminuicdo do nivel de saturacdo provocou um aumento do
fluxo de dgua dentro dos meios porosos inicialmente saturados.

e Além disso, quando a zona de saturagcdo passou a ter 15 cm
houve uma menor velocidade de infiltracao.
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e O tempo de detencdo hidraulica diminuiu de 6,66 horas para 4
horas, ocasionando uma menor decantacdo, 0 que pode ter
afetado o aprisionamento dos solidos.

Dessa forma, conclui-se que o conjunto de todos esses fatores
promoveu um aumento da concentracdo de SST em termos de saida.

Uma vez que a comunidade bacteriana foi restabelecida e a taxa
de drenagem manteve-se constante (em torno de 0,20 m/h), a
concentracdo de saida de sélidos diminuiu e a eficiéncia do tratamento
aumentou novamente.

Em relacdo ao N-NH,'na Fase 2, ndo foi observada diferenca
significativa na taxa de remocdo (p: 0,2227), o que indica que a
diminuigdo da eficiéncia de remocgdo do amonio da Fase 1 para a Fase 2
no FPMVF 2 ocorreu devido a reducéo na concentragdo de entrada.

Portanto, durante a Fase 2, ambos os filtros tiveram um
comportamento semelhante em relagio ao N-NH,". Essa estabilidade do
ambnio provavelmente estd relacionada ao aumento da camada
insaturada, tendo em vista que, com a diminui¢do da zona de saturagdo,
ocorreu um aumento da camada de transicdo composta por brita fina (8-
20 mm). Consequentemente, o papel na retencdo do aménio e
nitrificacdo pelo aumento da zona de transi¢do e tamanho da particula
parece ser negligencidvel em comparacdo com a camada de filtracéo.
Sendo assim, melhor seria aumentar a camada de filtracdo, promovendo
assim o aumento da eficiéncia da nitrificacao.

No que se refere as concentracdes e eficiéncia de remogéo do
nitrato, foram observados aumentos na saida logo apds o periodo de
repouso, aumento este justificado pela oxigenacdo do filtro durante essa
fase e pela nitrificagdo continua durante esse periodo, causando
descargas de nitrogénio organico estocados no filtro. A partir do inicio
do periodo de alimentacdo, ndo foram detectados valores de
concentracdo de nitrato na saida, enquanto que as concentragdes de
aménio permaneceram estaveis, demonstrando, por sua vez, que 0S
nitratos formados pela nitrificacdo foram desnitrificados pela zona
saturada.

No entanto, a troca do nivel de saturagdo (Fase 2 - FPM/P2)
teve um forte impacto sobre a desnitrificacdo. Considerando que a
concentracdo de nitrato de saida era baixa quando o filtro operava com
25 cm, 0 uso da saturacdo de 15 cm afetou claramente a desnitrificacéo
(valor p: <0.000001), apresentando concentracdes de saida de N-NO3
de aproximadamente 7 mg N-NOz/L, com uma maxima de 10 mg N-
NO;s7/L.
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Para o nitrogénio total Kjeldahl (NTK), foi observada
estatisticamente uma diferenca entre as fases de saturacdo (p: 0,0033).
Essa diferenca é possivelmente atribuida a ligagdo existente entre o
NTK e 0s SST, isto &, os solidos suspensos contém uma porcentagem de
nitrogénio orgénico. Por sua vez, o nitrogénio organico e o amoniacal
constituem o nitrogénio total Kjeldahl. Em outras palavras, se na Fase 2
houve uma diferenga de comportamento em relacdo aos solidos, é
justificavel a diferenca para o NTK.

Globalmente, as performances de remocdo para SST e NTK
ficaram proximas a valores encontrados no primeiro estagio do Sistema
Francés (MOLLE et al., 2005; 2008), demonstrando a eficiéncia do
filtro no tratamento.

A Figura 46 e Figura 47 demonstram a eficiéncia em relagdo
aos parametros avaliados em funcdo da carga aplicada e removida.
Sendo a primeira representando o FPM/P1 com 25 ¢cm de saturacéo e a
segunda para 0 FPM/P2 com as duas fases de saturagdo 25 cm e 15 cm.

Figura 46— Cargas tratadas de SST, DQO, N-NH4+ e N-NO3-*. Fasel

Onde: a, b correspondem ao FPM/P1 com 25 cm de satura¢do. * Para o nitrato,
a carga recebida é a carga produzida pela nitrificacdo. A carga tratada € a massa
de nitrato, que € eliminada.
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Figura 47 — Cargas tratadas de SST, DQO, N-NH," e N-NO5*. Fase 2

Onde (a, ¢) FPM/P2 com 25 cm de saturagéo; (b, d) FPM/P2 com 15 cm de
saturacdo (a carga aplicada de nitrato foi calculada de acordo com a
nitrificacdo). * Para o nitrato, a carga recebida é a carga produzida pela
nitrificacdo. A carga tratada é a massa de nitrato, que é eliminada.
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Pode-se observar que, embora a eficiéncia tenha sido bastante
estavel para SST, isso ndo foi observado no que diz respeito aos outros
parametros. No entanto, as cargas aplicadas ndo pareceram ser a causa
da variabilidade.

4.1.4 Fatores que afetam a eficiéncia de remocéo
4.1.4.1 Periodo de alimentacéao

Os valores dos pardmetros analisados foram comparados no
primeiro e Gltimo dia de um ciclo de alimentacdo usando anélise
estatistica. Como os filtros possuiam uma condicdo de saturacdo que
proporcionava um efeito tamp&o, ambos apresentaram como resultado
comportamento semelhante em relagdo a esta varidvel (valores p: SST:
0,3655; DQO: 0,2112; N-NH,": 0,1687 & NTK: 0,1424).
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4.1.4.2 Temperatura e estagdo do ano

A partir dos valores obtidos pelas medigbes de temperatura no
interior dos filtros em diferentes profundidades (10 cm e 25 cm), foi
conduzida uma analise de correlacdo para verificar a influéncia da
temperatura sobre a eficiéncia da nitrificacao.

Como resultado, ndo foi observada correlacdo. No entanto, houve
uma tendéncia de aumento da eficiéncia com o aumento da temperatura
na temporada de verdo, aspecto que também se correlaciona com o
crescimento das plantas e com a recuperagdo de boas taxas de
infiltracdo.

Além disso, muitos outros fatores influenciam na nitrificacao, tais
como: o tempo de retencdo hidraulico, o teor de matéria organica e o
ciclo de operagéo de alimentagéo/repouso.

No que se refere ao sistema hidraulico, foram constatados, como
anteriormente mencionado, diferentes eventos de colmatacdo, tornando
dificil isolar o impacto da temperatura. Desse modo, um estudo
estatistico da varidvel sazonalidade foi conduzido para observar o
comportamento dos filtros em diferentes épocas do ano. Os resultados
foram agrupados na Tabela 25.

Embora ndo houvesse efeito significativo da estagdo para SST e
DQO em ambos os filtros, foi possivel observar um efeito
estatisticamente significativo para a nitrificacao.

As temperaturas de inverno promoveram um efeito maior. No
entanto, esse periodo correspondeu ao periodo de colmatacdo. Sendo
assim, ndo se pode afirmar que as temperaturas do inverno podem ser
consideradas como um indicador de influéncia sobre o funcionamento
do filtro.

Apo0s a troca de nivel de saturacdo (Fase 2), ndo foi possivel
analisar todas as estacBes do ano j& que este periodo se deu na primavera
e verdo. As andlises estatisticas realizadas demonstraram que durante
esse periodo houve uma diferenca significativa apenas para 0 amoénio no
FPM/P1 (p: 0,0349).
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Tabela 25 — Resultados das analises estatisticas em relagdo ao efeito da
sazonalidade nos pardmetros avaliados por ambos os filtros na Fase 1.

Fase 1*
FPM/P1
Primavera  Verdo Outono Inverno  p value
85,06 85,86 87,50 87,45 0,765
45,72 44,86 45,57 42,07 0,915
15,59%° 32,05  40,41° -3,51% 0,005
26,912° 41,84° 42,07° 14,192 0,017
FPM/P2
Primavera  Verdo Outono Inverno  p value
83,96 82,69 85,97 84,66 0,694
51,00 44,35 45,42 38,74 0,259
14,52**  42,79°¢  32,87%¢ 6,37° 0,027
19,98 42,70 35,00 16,04 0,052
Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente
(P<0,05).

'Fase 1: Zona de saturagéo 25 cm

4.2 ANALISES DA COMUNIDADE MICROBIANA POR TECNICAS
MOLECULARES

4.2.1 Protocolo do desprendimento do biofilme

Para que o estudo da diversidade microbiana se torne possivel, é
necessario que este biofilme seja liberado das superficies onde estdo
anexados. Varios estudos (CAMPER et al., 1985; GAGNON e
SLAWSON, 1999; GROVE et al., 2004; BOCKELMANN et al., 2003),
indicam formas eficientes de retirar as bactérias aderidas no biofilme.
Dentre os procedimentos mais utilizados, podem-se destacar: 0s
métodos de raspagem, de esfregaco, de agitacdo, de ultrassom, de
mistura, de adicdo de enzimas, além de varias abordagens de digestdo
(WEBER e LEGGE, 2010).

O estudo das comunidades bacterianas em filtros plantados com
macrofitas ainda é bastante limitado, sendo sua maioria restrito as
comunidades bacterianas intersticiais devido as dificuldades inerentes da
retirada do biofilme do material utilizado no meio filtrante. Mesmo no
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que se refere a tal microbiota, h& pouquissimas publicagBes que indicam
qual a melhor forma de retira-la.

Um protocolo realizado por Weber e Legge (2010) foi
considerado eficaz e é tomado como referéncia para novos estudos. O
protocolo consiste em 25g de sedimento (material filtrante) submetidos
a uma agitacdo de 3 horas com uma solugdo tampédo de fosfato 10 mM
(PBS - pH de 7 com 8,5 g/L NaCl) alterada com lipase (50 un/g de
cascalhinhos - peagravel). Esse mesmo protocolo também foi utilizado
para retirada do biofilme da rizosfera.

Sabe-se que a retirada do biofilme é tdo importante quanto as
técnicas utilizadas para a deteccdo das bactérias. Trata-se do primeiro
passo, que deve ser cuidadosamente realizado para que 0 maior nimero
de bactérias seja detectado, tornando a amostra a mais representativa
possivel.

Nesse proposito, foram realizados alguns testes a fim de definir
qual a melhor forma de retirada do biofilme do material filtrante
utilizado nos filtros plantados com macrofitas desta tese. Os testes
realizados por este estudo podem ser visualizados na Figura 48.

Figura 48 — Regime experimental da retirada do biofilme

Material |
filtrante/sedimento
60g + 200 ml 4gua 60 g + 200 ml
ultra pura PBS
1 l l Amostra x
Agitagio Ultrassom Ultrassom
o I Pellet 1 Pellet 2 Pellet 3
3ha 200 rpm agitagdo
+ ¥
1 3 5
min | mix mir Extragao Extragiao Extracio
G S DNA DNA DNA
- N triplicata triplicata triplicata
Decantagio v Decantagdo por P P P
por 2 min Esperade 2 min 2 min
l l l Dosagem ng/ul
‘ Centrifugagdo a 12000 rpm por 10 min |

Pellet da amostra x

Fonte: autor

PPGEA — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



164

Apos a realizacdo dos testes com as diferentes condicGes, as
amostras foram submetidas a uma extracdo de DNA em triplicata 23
fatorial e, posteriormente, foi realizado a dosagem do DNA extraido
pelo equipamento QUBIT® Invitrogen.

A partir dos resultados da dosagem do DNA, foi possivel
verificar qual método é mais eficiente em temos de concentracéo (ng/ul)
de DNA extraido. Como resultado, obteve-se 0 seguinte protocolo:

- 60 g de sedimento + 200 ml de &gua ultra pura;

- Agitacdo durante 3 horas, a 200 rpm;

- Centrifugacdo durante 10 minutos a 12000 rpm.

Desse modo definiu-se o protocolo utilizado nesta tese para a
retirada do biofilme do material filtrante (Apéndice A).

Cabe salientar que, assim como para o protocolo definido no
estudo realizado por Weber e Legge (2010), este protocolo pode ser
adaptado a outros sistemas de biofilme/substrato. Porém, é importante
destacar que outros testes podem ser requeridos para avaliar a eficacia
do protocolo em cada situacdo, mesmo que, para este protocolo tenha
sido realizado testes com diferentes amostras — provenientes de
diferentes filtros — a fim de testar a reprodutibilidade, e o resultado foi
positivo, ou seja, independente do filtro testado e suas particularidades,
com a utilizagdo deste protocolo chegou-se a um mesmo resultado.

4.2.2 Quantificacdo da comunidade microbiana por PCR em tempo
real - gPCR

4.2.2.1 qPCR — Filtros em escala piloto

Conforme j& citado, cada filtro analisado apresentou diversas
varidveis. Para os filtros em escala piloto, foram apresentadas as
seguintes variaveis; D1; D2; D3; D4; D5 e D6, referentes as distancias
do ponto de alimentacdo, onde trés pontos foram postos a esquerda e
trés a direita. Em relagdo a profundidade, esta foi de 20 cm. Duas coletas
foram realizadas: uma no inverno e outra no veréo.

s FPM/P1 e FPM/P2
A Figura 49 representa os graficos das bactérias nos filtros em
escala piloto: FPM/P1 e FPM/P2. O valor do log representa a média dos
valores obtidos para os seis pontos de coleta, sendo que, pela anélise
estatistica, ndo foi detectada diferenga significativa entre os pontos. Esse
resultado provavelmente esta relacionado ao fato de que os filtros
pilotos possuem um ponto de alimentagdo para 2m2, permitindo dessa
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forma uma boa distribuicdo superficial da agua. Isso explica a auséncia
de diferenca significativa entre os pontos de coleta.

A partir da analise dos graficos, é possivel observar que entre os
filtros (FPM/P1 e FPM/P2) os valores obtidos de cépias do gene da
comunidade bacteriana sdo bastante similares. Essa similaridade
também foi detectada para ambos os filtros nas andlises fisico-quimicas,
conforme apresentado no item 4.1.

Em relacdo a variavel estagdo do ano — inverno e verdo — a
guantidade de bactérias nitrificantes e totais foram mais expressivas no
periodo do inverno. Para as bactérias nitrificantes, obteve-se log 06 e 07
no verdo para o FPM/P1 e FPM/P2, respectivamente. Para as bactérias
totais, log 11 no inverno e log 07 no ver&o.

Esse resultado é, a principio, contrario ao esperado, pois 0
nimero de bactérias nitrificantes foi menor no periodo de verdo. Porém,
0 numero de bactérias totais também foi menor. Sendo assim, analisando
a proporcao (%) de bactérias nitrificantes em relacdo as bactérias totais,
elas sdo mais representativas no verdo, como mostra o grafico da Figura
49a representa os graficos das bactérias nos filtros em escala piloto:
FPM/P1 e FPM/P2.

No que se refere as bactérias totais, as suas variaghes
geralmente sdo explicadas pela relagdo com a carga de matéria organica
aplicada: quanto mais matéria orgénica, maior serd a quantidade de
bactérias totais. Além disso, a quantidade de sedimentos ou de particulas
finas também influencia: quanto menor a granulometria das particulas,
mais a superficie sera colonizada por essas bacterias.

No entanto, isto ndo se aplica neste estudo, visto que a carga
hidraulica, bem como as concentracfes de entrada ndo apresentaram
mudangas significativas para as diferentes esta¢cdes do ano, sendo assim
a carga organica também foi similar. Portanto, o fato de haver maior
guantidade de bactérias totais no inverno, ndo se justifica a partir do
efeito de carga.
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Figura 49 — Quantificacdo das bactérias nitrificantes e totais para os filtros
pilotos FPM/P1 e FPM/P2.

a) bactérias nitrificantes; b) bactérias totais; c) % bactérias nitrificantes/bactérias
totais. Onde: i = inverno; v = verdo.
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1.00E+10

FPM/P1 FPM/P2
1,00E+09
1,00E+08
% 1,00E+07
s
S 1,00E+06
g
S0 1.00E+0S
E
=)
‘2 1,00E+04
&
s 1,00E+03
S
1,00E+02
1.00E+01
1,00E+00 T T
FP1 i FP1 v FP2 i FP2 v
Filtros pilotos
b) 16S — bactérias totais
1,00E+12

FPM/P1 FPM/P2

LOOE+11
1,00E+10
1,00E+09
1.00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,OOE+05
1.00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00 T : . )
FP1_i FP1_v FP2_i FP2_v

Filtros pilotos

Log (° edpias gene/g peller)

) Proporgio (%) — AOB/16S

FPM/PL FPM/P2

% - AOB/16S

FP1 i FP1 v FP2 i FP2 v
Filtros pilotos



167

Em relacdo as bactérias nitrificantes, 0 mesmo resultado foi
observado. Diante deste fato, e devido a pouca quantidade de
informacges sobre a evolugdo da densidade bacteriana entre os periodos
de inverno e verdo para FPM, criam-se hipdteses como uma tentativa de
melhor compreender e explicar os resultados:

a) A primeira coleta para as andlises de microbiologia foi
realizada no periodo e inverno (fevereiro) com temperatura média de
10°C - medida pelas sondas de temperatura instaladas a 10 cm e 25 cm
de profundidade no interior dos filtros. Esta coleta foi feita ap6s seis
meses do inicio de operagdo do sistema. Portanto, os resultados obtidos
no inverno indicam que a comunidade microbiana havia se estabelecido
de forma positiva durante o periodo de verdo precedente, mantendo-se
ainda presente no periodo da coleta.

b) A temperatura e a concentracdo de oxigénio podem ter
contribuido para o aumento das bactérias no inverno, haja vista, que
algumas bactérias preferem temperaturas mais baixas, e sdo mais
resistentes em ambientes com menor teor de O,. O mesmo foi observado
em estudo realizado por Tietz et al., (2007).

Durante todo o periodo de inverno registraram-se baixas
temperaturas (<10°C) e pouco teor de oxigénio (=10%). Agravando esse
quadro, no més de margo foi o periodo em que os filtros estiveram em
fase de colmatagdo. Esses fatores podem ter afetado a comunidade
bacteriana presente nos filtros, fazendo com que esta tardasse a se
desenvolver novamente. O que por sua vez, pode ter refletido na
resposta da coleta de verdo, a qual se deu no més de junho — inicio da
estacao.

A temperatura média de junho foi de 22°C, porém cabe ressaltar
gue esse més houve grandes oscilagfes de temperatura (7°C a 35°C).

Assim sendo, levanta-se a hip6tese de que provavelmente 0s
resultados encontrados refletem o que aconteceu com a comunidade
bacteriana durante o periodo do inverno precedente.

Para os filtros em escala real (discutido no préximo item),
também foi visualizada uma maior quantidade de bactérias no periodo
de inverno, no entanto, esses filtros ndo passaram por um periodo de
colmatagdo, o que indica que um tempo suficientemente longo
requerido para as bactérias se reestabelecerem pode estar atrelado ao
fator da temperatura. Isto significa que o inverno impactou similarmente
todos os filtros — pilotos e escala real.

As bactérias responsaveis pela nitrificacdo possuem uma baixa
taxa de crescimento. Este fato € bem documentado por alguns autores,
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0s quais indicam que a recuperagdo da comunidade nitrificante pode
levar muito tempo. Essas bactérias sdo autotrdficas, ou seja, utilizam
CO, como fonte de carbono, ou, sdo quimiolitotréficas, que oxidam
compostos inorganicos para obtencdo de energia caracterizando-se,
portanto, por serem bactérias de crescimento lento (SCHMIDELL et al.,
2007). Esse lento crescimento pode ser na ordem de até 100 dias,
segundo Truu et al. (2009).

Ainda que o efeito temporal seja uma hipétese, é visivel que
mesmo com a menor quantidade de bactérias presentes no verdo, estas
contribuiram para um bom desempenho dos sistemas. Como descrito no
item 4.1. Resultados fisico-quimicos dos FPM em escala piloto, os
filtros apresentaram maior eficiéncia na remocao do nitrogénio durante
0 verdo, demonstrando que mesmo com menor quantidade de cdpias do
gene quantificado pela qPCR, as bactérias estavam ativas, realizando o
processo da transformag&o do nitrogénio.

c) A interferéncia do teor de oxigénio. O valor médio do teor de
0O, no periodo da coleta foi de 15% para ambos os filtros.

Baixo teor de oxigénio limita o crescimento das bactérias NOB
(oxidantes de nitrito). J& as bactérias AOB (oxidantes da amdnia)
possuem vantagem em ambientes com essa condi¢cdo (SCHMIDELL et
al., 2007).

d) Evapotranspiragdo como uma atividade das plantas que
interferem no sistema. Pela transpiragdo das plantas pode ocorrer um
efeito de “seca” no meio filtrante durante o periodo de repouso, o que
por sua vez, pode provocar o aceleramento da lise bacterina. Ou seja,
lise bacteriana no verdo podera ser mais rapida do que no inverno e
eventualmente a variagdo da cinética da lise ser4 mais importante que o
seu crescimento entre verdo e inverno em razao da evapotranspiracao.

Sendo assim, surge a hip6tese de haver uma acumulacdo de
bactérias no inverno (bactérias ndo ativas, visto que houve uma
diminuicdo da nitrificacdo) e uma degradagdo no periodo de verao.

Além disso, em periodo de colmatacdo podera também ocorrer
a acumulagdo. E possivel verificar essa hipotese a partir dos resultadas
para 0 FPM/P3 o qual em periodo de anaerobiose obteve maior
quantidade de bactérias — acumulagéo — porém nao ativas. No entanto, a
proporcdo bactérias nitrificantes/bactérias totais demonstra que as
nitrificantes foram afetadas, e quanto mais oxigénio, maior a quantidade
de bactérias nitrificantes. Esses resultados serdo detalhados
posteriormente.

Além das hipoteses supracitadas, outra questdo importante a ser
mencionada é o fato da qPCR ser uma analise somente quantitativa. Os
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resultados indicam o n° de copias do gene da bactéria amplificada, mas
ndo avalia a atividade funcional, ou seja, elas podem estar presentes em
guantidade, mas inativas devido a diversos fatores. Isso é claramente
visivel pelos resultados obtidos nesta tese, onde o0s rendimentos da
nitrificacdo sdo inferiores no inverno, mesmo com uma maior
quantidade de bactérias detectadas pela qPCR.

Além disso, é importante enfatizar que as bactérias quantificadas
pela gPCR foram apenas as do género AOB, devido ter sido utilizado
iniciadores amoA, ou seja, os resultados aqui expostos ndo representam
a quantidade de bactérias oxidantes de nitrito (NOB) que também estdo
presentes no sistema, como observado nos resultados da DGGE
descritos a seguir.

Outro ponto a ser destacado é que os resultados da gPCR sédo
referentes ao n° de bactérias/g de matéria organica retirada do material
filtrante, ou seja, ndo representam a quantidade de bactérias por m?2 ou
m?2 do filtro. Além disso, cabe aqui lembrar que a quantidade de matéria
organica pode variar ao longo do tempo, provocando as hipéteses antes
mencionadas — acumulagdo no periodo de alimentagdo e diminui¢do no
periodo de repouso, ou mesmo em uma escala de tempo como, por
exemplo, acumulacdo no inverno e mineralizagdo mais representativa no
verdo.

Essas possibilidades podem ser melhor visualizadas a partir da
andlise do gel da DGGE e do resultado do sequenciamento, que serdo
expostos a seguir (Figura 50).

No gel da DGGE € claramente visivel a distribuicdo das
comunidades bacterianas no inverno e no verdo. Como indicado na
Figura 50, as seis primeiras colunas representam os pontos de coleta
realizadas no inverno, sendo que as seis subsequentes representam o0s
pontos no periodo de verdo. Cada banda, por sua vez, representa um
grupo, género ou espécie bacteriana.

A partir do gel da DGGE, foi possivel selecionar algumas
bandas para o sequenciamento e assim possibilitar a identificacdo do
género ou espécie presente na amostra. As bandas sequenciadas sdo
marcadas pelos nimeros de 1 a 6. Cabe ressaltar que as outras bandas
alinhadas a estas também foram coletadas em outras colunas para
verificacdo mais exata do micro-organismo.
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Figura 50 — Gel da DGGE dos filtros FPM/P1 e FPM/P2.
Gel representando a comunidade bacteriana nas duas esta¢des do ano — inverno
e verdo. n°1 a 7 indicam as amostras sequenciadas.

As amostras sequenciadas tiveram como resultado bactérias dos
géneros Nitrosonomas, Nitrosospira e Nitrospira. As duas primeiras
correspondem ao grupo das bactérias oxidantes de amonia (AOB), e 0
terceiro género, das bactérias oxidantes de nitrito (NOB), indicadas
pelos seguintes nimeros:

1) Nitrosomonas sp.

2; 6) Nitrospira sp.

3) AOB - (ndo foi possivel identificagdo a nivel de género ou
espécie).

4; 5) Nitrosospira sp.

E possivel observar que as bactérias AOB estio em maior
presenca, tanto no periodo de inverno, como de verdo, comparado com
as NOB.

Em relacdo @ AOB do género Nitrosomonas (1), uma maior
presenca foi detectada no periodo de inverno, embora também sejam
encontradas no verdo. Este fato pode ser justificavel pelo baixo teor de
0O, no periodo da coleta. As bactérias deste género possuem vantagens
de adaptacdo em ambientes com menor teor de O, (CERVANTES,
2009), sendo que a temperatura minima para o crescimento de
Nitrosomonas é de 5°C, segundo Cooper et al. (1996). O género
Nitrosospira (4; 5) foi encontrado em duas bandas com peso molecular
distinto, indicando a presenca de duas espécies deste género. Sua
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presenca manteve-se praticamente igual nas duas estagbes do ano.
Segundo IWA (2009) esse género de AOB é bastante comum em
sistema para tratamento de efluentes como os filtros plantados com
macrofitas.

O género Nitrospira (2; 6) do grupo das NOB também foi
encontrado em duas bandas de peso molecular distinto, indicando a
presenca de duas espécies deste género. Em relagdo a sua abundancia, é
perceptivel que uma das espécies (2) mostrou-se mais adaptada as
condi¢cdes do inverno, apresentando-se em maior quantidade, muito
embora também esteja presente no verdo. Ja a espécie (6) apresentou
presenca semelhante em ambas as estagdes.

A menor presenca da espécie (2) no verdo confirma a
sensibilidade dessas bactérias as variacdes ambientais. Além disso, esse
género possui um crescimento mais lento se comparado as bactérias do
género AOB e possuem desvantagem em baixo teor de O, 0 que
dificulta o estabelecimento da comunidade bacteriana (SCHMIDELL et
al., 2007; CERVANTES, 2009).

% FPM/P3
No que se refere ao filtro FPM/P3, este foi submetido a duas
variaveis:
i) Estacdo do ano e saturagdo:
ii) inverno sob condicdo anaerdbia e verdo sob condi¢do aerobia.

Da mesma forma que para os filtros FPM/P1 e P2, os resultados
da qPCR estdo representados nos graficos na Figura 51.

Observou-se que a quantidade de bactérias nitrificantes (AOB)
foi mais representativa no inverno e sob condi¢do de anaerobiose. Este
resultado foi 0 mesmo para as bactérias totais. Todavia, na relacdo de
porcentagem, as bactérias nitrificantes sdo mais expressivas na condicdo
aerdbia durante o verdo.

Esse filtro também teve o inicio de operacdo em julho,
juntamente com os filtros piloto FPM/P1 e P2. A primeira coleta foi
realizada no inverno, quando o filtro estava sob condicdo de
anaerobiose. Portanto, este resultado pode ser explicado sob as mesmas
hipoteses levantadas para os filtros FPM/P1 e FPM/P2. A diversidade
microbiana pode ser melhor visualizada na Figura 52.
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Figura 51 — Quantificagdo das bactérias nitrificantes e totais para o filtro piloto
FPM/P3

a) bactérias nitrificantes; b) bactérias totais; c) % bactérias nitrificantes/bactérias
totais. Ae: condicdo aerdbia; An: condicao anaerdbia.
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Figura 52 — Gel da DGGE do filtro piloto FPM/P3
Comunidade bacteriana nas condicdes inverno/anaerdbio e verdo/aerdbio
n°de 1 a 4 correspondem as amostras selecionadas para o sequenciamento.

Verao/aerébio Inverno/anaerébio

Pontos de coleta H Pontos de coleta

Observa-se que a maior parte da comunidade bacteriana
encontram-se em ambas as condi¢cdes analisadas. Porém, como €
possivel visualizar no gel (Figura 52), houve uma maior quantidade de
bactérias nitrificantes no inverno, assim como visto nos resultados da
gPCR.

As bandas mais representativas foram selecionadas e submetidas
ao sequenciamento. Como resultado obteve-se bactérias oxidantes de
amdnia (AOB) e de nitrito (NOB) da mesma forma que para 0s outros
filtros estudados.

Os numeros de 1 a 4 representam as bandas selecionadas para o
sequenciamento. Cabe lembrar que as outras bandas alinhadas a estas
também foram sequenciadas para confirmacdo do organismo. Cada
nUmero representou 0s seguintes géneros:

1) Nitrosospira sp

2) Nitrospira sp;

3; 4) Nitrosomonas sp

A partir desse resultado, nota-se que as bactérias do género

AOB (3, 4) foram encontradas em duas bandas de diferente peso
molecular, indicando a presenca de duas espécies deste género. A
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espécie (3) foi encontrada em ambas as estacfes e condigdes de
saturacdo. No entanto, é possivel observar que ela foi mais
representativa (intensidade de banda) no periodo do inverno/anaerébio.
Ja para a espécie (4), nota-se que sua presenca deu-se quase
exclusivamente no periodo de inverno/anaerébio, sendo muito pouco
representativa no periodo verdo/aerobio.

Em relacdo ao género NOB (1, 2) também é possivel observar a
presenca de duas espécies, nas quais ambas mantém-se estaveis nas duas
condicdes analisadas.

Portanto, presume-se que a condicdo de inverno e a auséncia de
oxigénio foi favoravel para as bactérias oxidantes de amonia diante das
oxidantes de nitrito, seguindo as mesmas hipdteses anteriormente
citadas para os outros filtros.

A maioria das bactérias AOB obtém energia para seu
crescimento a partir da oxidacéo aerébia. No entanto, algumas espécies
sdo capazes de crescer sob condi¢Bes aerdbias e anaerdbias (SCHMIDT
et al., 2003).

Assim como observado no estudo realizado por Kornaros et al.,
(2010), ao que tudo indica as NOB tiveram taxas de crescimento mais
baixas, enquanto que as AOB se mantiveram mais estaveis as
perturbacGes ao longo das estacdes e sob condigdes de baixo teor de O,.

Outros estudos (Grunditz e Dalhammar, 2001; Paredes et al.,
2007) também apontam a sensibilidade das bactérias AOB e NOB em
relacdo & temperatura. Temperaturas proximas a 15°C sdo mais
favoréveis para o desenvolvimento das bactérias AOB. Relatos apontam
que temperaturas superiores a 35°C propiciam um bom estabelecimento
e atividade das bactérias NOB. Lembrando que a temperatura média do
inverno na estufa onde os filtros se localizavam foi de 10°C, este
resultado se torna condizente com o que foi encontrado por outros
autores.

Em estudo realizado por Ansola et al. (2014), foi observado a
ndo existéncia de diferenca em termos de quantidade da comunidade
bacteriana em relacdo ao inverno e ao verdo. Outro estudo feito por
Tietz et al. (2008) apresenta resultados em que a comunidade
nitrificante AOB ndo foi interferida pela estacdo do inverno, mesmo
com a diminuicdo da eficiéncia da nitrificacdo. As espécies AOB
dominantes encontradas no estudo foram Nitrosomonas europaea,
Nitrosococcus mobilis e Nitrosospira — espécies do mesmo género
encontrado nesta tese.

Uma variedade de fatores ambientais, incluindo a temperatura,
pH, alcalinidade, potencial redox, concentracdo de OD, bem como a
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ambnia e o carbono organico, podem influenciar na diversidade e
guantidade de nitrificantes (FAULWETTER et al., 2009). Portanto,
estudos complementares devem ser realizados a fim de melhor
esclarecer o comportamento dessas bactérias em ambientes complexos
como os filtros plantados com macrofitas.

4.2.2.2 gqPCR - Filtros em escala real

Neste item serdo descritos os resultados da qPCR encontrados
para os filtros em escala real. Cabe ressaltar que esse tépico da pesquisa
se refere somente as analises de biologia molecular, isto é, ndo foram
avaliados os parametros fisico-quimicos destes filtros nesta tese.

A realizacdo de andlises de biologia molecular em filtros de
escala real foi necessaria devido a escassez de pesquisas sobre a
comunidade microbiana em filtros plantados com macrdfitas - Sistema
Francés. O conhecimento mais aprofundado sobre os micro-organismos
mostra-se bem importante, pois sdo eles os principais responsaveis pela
remocado do nitrogénio.

Além disso, estudos da comunidade microbiana com técnicas
moleculares na equipe de estudos em FPM — Sistema Francés do
IRSTEA, ainda ndo haviam sido realizados. Em outras palavras, as
andlises feitas nesta tese sdo o0 ponto de partida, cabendo aqui, portanto,
enfatizar que os resultados obtidos sdo considerados preliminares e
hipoteses foram levantadas. Estudos mais aprofundados serdo realizados
na continuidade do projeto, com o objetivo de melhor compreender as
variagBes espaciais (horizontal e wvertical) bem como as variaces
temporais (estacdo do ano, alimentacdo/repouso, idade) na comunidade
bacteriana presente nos filtros.

v EstacbesEle E2
Para as estacOes E1 e E2, os resultados compreendem as amostras
coletas no periodo de inverno.

Ambas as estagdes foram comparadas em termos de quantidade
de n° de copias do gene/g pellet em relacédo a duas variaveis:

i) Estagdo com pouco tempo de operagdo (“jovem”) e estagdo
com longo periodo de operagao (“velha”);

ii) Profundidade, sendo: 15 cm e 30 cm para a E1 e; 0 cm, 15
cm e 30 cm para a E2. Lembrando que o 0 cm corresponde a camada
orgénica de depdsito — lodo.
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Os resultados para ambas as estacGes estdo expostos em
gréaficos na Figura 53.

Em relacdo a estagdo E1, observando a Figura 53a, nota-se que
a maior quantidade de bactérias nitrificantes AOB foi encontrada na
profundidade de 15 cm. Apesar desse resultado, ambas as profundidades
permaneceram no mesmo log — médias de 8,84E+08 e 6,72E+08 n°
copias do gene/g pellet para profundidade de 15 cm e 30 cm,
respectivamente, o que indica nenhuma diferenca quantitativa nas
profundidades testadas.

No que diz respeito as bactérias totais, o resultado foi oposto ao
das bactérias nitrificantes, indicando maior quantidade na profundidade
de 30 cm, como é possivel visualizar na Figura 53b.

Na Figura 53c, a quantidade de bactérias nitrificantes em
relacdo as bactérias totais & praticamente a mesma em ambas as
profundidades. Contudo, ainda foram obtidos valores maiores em 30 cm.

No que se refere a estacdo E2, a maior quantidade de n° copias
do gene/g pellet para as bactérias nitrificantes foi encontrada na
profundidade de 30 cm, como é possivel observar na Figura 53a. Esse
resultado talvez esteja relacionado com o fato desta ser uma estacdo de
longo periodo de operagdo (“velha”) — onde existe uma camada de lodo
bem estabelecida na sua superficie (> 10 cm) —, além de, no momento
da amostragem, estar coberta de neve. Ambos os fatores podem ter
influenciado no teor de oxigénio do local, o que, por sua vez, pode ter
interferido na populagdo microbiana a 0 cm e 15 cm. Além disso, a
existéncia dos drenos de aeracdo pode ter contribuido para uma melhor
oxigenacdo a 30 cm de profundidade, propiciando ou favorecendo um
melhor desenvolvimento das bactérias nitrificantes.

Em relacdo as bactérias totais, a maior quantidade foi registrada
na superficie (0 cm), seguida de 15 cm e 30 cm, respectivamente (Figura
53b). Quanto a avaliacdo dos resultados obtidos para a porcentagem de
AOB/bactérias totais (Figura 53c), percebe-se uma ordem crescente de 0
cm para 30 cm, sendo coerente com os resultados encontrados para as
AOB.
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Figura 53 — Médias do n° de cdpias do gene/g de pellet de bactérias AOB e
bactérias totais nas estacdes E1 e E2.

Diferentes profundidades de amostragem. Onde, a) grafico das AOB
(nitrificantes); b) grafico das bactérias totais (16S); c) grafico da porcentagem
(%) das AOB em relagdo as bactérias totais.
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No ambito de comparacdo entre as duas estacGes — Ele E2 —, é
possivel observar que, para a estacdo E1— que ndo possui lodo —, a
maior quantidade de AOB encontra-se em 15 cm de profundidade.
Entretanto, na estacdo E2 — que possui 0 lodo —, a maior quantidade
encontrada foi em 30 cm. Tendo isso em vista, as camadas de lodo e de
neve parecem ter influenciado na estrutura espacial da comunidade
bacteriana, induzindo um maior crescimento de bactérias nitrificantes
nas camadas situadas mais abaixo da superficie.

% Estacfes E3 e E4

No que diz respeito as estacbes E3 e E4, os resultados
compreendem as amostras coletadas no periodo de verdo em relagdo a
quatro variaveis:

i) Estacdo com pouco tempo de operacdo (‘“jovem”) e estacdo
com longo periodo de operacgdo (“velha”);

ii) Profundidade, sendo: 0 cm, 15 cm e 30 cm para a E3 e, 15
cm e 30 cm para a E4;

iii) Amostragens em dias de repouso e de alimentagdo, como
explicado em Materiais e Métodos. Esse tipo de amostragem foi
realizado com o intuito de verificar a distribuicdo espacial e temporal da
comunidade microbiana ao longo de um ciclo de operag&o.

i) Distancia do ponto de alimentacdo: D1 e D2, respectivamente.

- Estacdo E3
Primeiramente sera abordada a estagdo E3, sendo que seus

resultados estdo expostos em graficos na Figura 54.

Em relagdo as AOB os resultados da gPCR indicam que, em
termos de profundidade 0 cm, 15 cm e 30 c¢cm, a quantidade seguiu
ordem crescente, com maior n° de copias do gene/g pellet nos 30 cm.
Esse resultado vem de encontro com o que foi observado para a estagdo
E2, a qual possui as mesmas caracteristicas da estagdo E3. Assim,
reforca-se a influéncia do lodo na distribuicdo espacial da comunidade
bacteriana.

No que se refere ao ciclo operacional — dias de alimentacéo e
dias de repouso —, 0s resultados mostram uma tendéncia de haver
maiores n° copias do gene/g pellet nas profundidades de 15 cm e 30 cm
no periodo de alimentacdo, enquanto que na superficie (0 cm)
apresentou-se 0 mesmo log.

Esse resultado pode ser explicado devido ao fato de que, no
periodo de repouso, o lodo depositado na superficie recebe uma maior
oxigenacdo, induzindo o crescimento e atividade das AOB. No entanto,
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durante o periodo de alimentagdo, as bactérias estabelecidas nas
profundidades subsequentes recebem ndo sé oxigénio, como também
alimento (afluente), além do fato, de o filtro receber bactérias
provenientes do afluente, o que pode explicar a existéncia de um nimero
maior de bactérias no periodo de alimentacdo em 15 cm e 30 cm.

Figura 54 — Médias do n° de cdpias do gene/g de pellet de bactérias AOB e
Totais na estagdo E3.

Diferentes profundidades de amostragem e no periodo de alimentacdo e
repouso. Onde, a) graficos das AOB; b) grafico das bactérias totais; c) graficos
da porcentagem (%) das AOB em relagdo as bactérias totais.

a) AOB — bactérias nitrificantes
8.00E+06 |

0_cm 15 cm 30_cm
7.00E+06 |
_ B00E+06 |
S [
= I
5 S.00E+06 |
2 [
=4
S 4 00E+06 |
=
] I
T 3.00E+06 |
h I
g 5 |
= 2.00E<06 |
o l
0,00E+00 ¢ T T T ¥ T 1
E3 0_A E3 0 R E3 15 A E3 15 R E3 30 A E3 30 R
EstagaoE3
b) 16S — bactérias totais
3.00E+07
0_cm 15_cm 30_em
2,50E+07
£
T 2.00E+07
= I
= I
- I
=
Bt 1, 50E+07 |
=
i
2
€ LO0E+07
=
3
= I
e I .
QO0E+00 ¢ T T T ¥ T 1
E3 0_A E3 0 R E3 15 A E3 15 R E3 30 A E3 30 R

EstagioE3

PPGEA — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



180

Continuagéo da Figura 54 - Médias do n° de cdpias do gene/g de pellet de
bactérias AOB e Totais na estagdo E3.

Diferentes profundidades de amostragem e no periodo de alimentagdo e
repouso. Onde, a) graficos das AOB; b) grafico das bactérias totais; c) graficos
da porcentagem (%) das AOB em relagdo as bactérias totais.
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Figura 55 — Distribuicdo temporal e espacial do n° de cépias do gene/g de pellet
de bactérias AOB.

Ciclo de operacdo — dias de repouso e dias de alimentacdo. Profundidades: 0
cm, 15 cm e 30 cm. Distancia em m do ponto de alimenta¢do: D1 =1m; D2 =2
m
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Em relacdo a profundidade, assim como ja mencionado em
paragrafos anteriores, é possivel verificar que a maior quantidade de
bactérias nitrificantes por g de material organico (pellet) foi encontrada
na profundidade de 30 cm.

Ja no que se refere a distdncia do ponto de alimentacéo,
observou-se que valores maiores foram encontrados na distancia 1 m do
ponto de alimentagdo nos primeiros dias de repouso. Foram encontrados
valores bastante similares no ultimo dia de repouso (7°dia) para ambas
as distancias e valores maiores na distancia D2 nos dias de alimentacéo.
Porém, cabe ressaltar que os valores observados ndo obtiveram
diferencas significativas (p > 0,05) entre as distancias analisadas.

Sabe-se por meio de estudos realizados e de modelagens que o
crescimento das bactérias tende a ser no periodo de alimentacéo, o que
parece légico, visto que neste periodo elas recebem oxigénio e alimento.
No entanto, no resultado da gPCR parece que uma quantidade maior de
bactérias estava presente no 7° dia repouso. Este resultado é de certa
forma incoerente com 0 que se sabe sobre crescimento bacteriano ao
longo do tempo e durante o ciclo de operacdo. Nota-se também que
apesar dessa diferenca, as amostras permaneceram no mesmo log. Além
disso, nos resultados da DGGE, o qual serd exposto no préximo item,
esse aumento no sétimo dia ndo é perceptivel, e o resultado estatistico
ndo demostrou diferenca significativa em relagdo ao quarto dia de
repouso.

No geral, observa-se um aumento de n° de bactérias nos dias de
alimentacdo, e decaimento a partir do terceiro dia de repouso.

- Estacdo E4
Com relacéo a estacéo E4, os resultados estdo expostos em

graficos na Figura 56.

Observando a Figura 56a nota-se que em relacdo as bactérias
nitrificantes a profundidade de 30 cm foi mais representativa.

No que se refere ao ciclo operacional, durante o periodo de
repouso foram obtidos valores maiores em 15 cm. Ja no periodo de
alimentagcdo, o maior n°® de copias do gene/g pellet foi obtido na
profundidade de 30 cm. Assim como para a estacdo E3, estes resultados
podem estar atrelados ao teor de oxigénio na superficie durante o
periodo de repouso e um arraste deste elemento para as camadas mais
profundas no periodo de alimentagdo, bem como o contato das bactérias
com os nutrientes utilizados para o seu metabolismo.
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Para as bactérias totais, maiores quantidades foram encontradas
no periodo de repouso e em profundidade de 30 cm. No que se refere a
porcentagem assim como para a estagcdo E1 foram encontradas maiores
guantidades de bactérias nitrificantes em relacdo as bactérias totais no
periodo de alimentacdo e em 30 cm de profundidade.

A Figura 57 representa separadamente a quantidade de bactérias
AOB ao longo dos dias de alimentagao e repouso, nas duas distancias de
coleta e em suas respectivas profundidades.

Em relacdo a profundidade, é visivel que maiores quantidades,
foram obtidas em 30 cm. Por ser uma estacdo jovem, proximo aos
pontos de alimentagdo forma-se uma camada de depdsito da matéria
organica — formagdo do lodo —, 0 que ndo existe no restante do filtro,
justamente pelo fato de ser uma estacdo com pouco tempo de operacao.
Devido a isto, 4gua tende a se infiltrar em lugares mais afastados dos
pontos de alimentacdo. Essa hipotese vem de encontro com o0s
resultados obtidos na distincia D2, onde observou-se maiores
guantidade de bactérias. Da mesma forma, havera, portanto, maior
guantidade de bactérias em profundidade.

Em relacdo ao periodo de repouso e alimentagdo, uma hipotese
de reequilibrio pode ser levantada, onde préximo aos pontos de
alimentacdo e durante o periodo de repouso a biomassa se fragiliza,
tendo seu reequilibrio no momento da alimentag&o.
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Figura 56 — Médias do n° de cdpias do gene/g de pellet de bactérias AOB e
bactérias totais na estacdo E4

Diferentes profundidades de amostragem e no periodo de alimentagdo e
repouso. Onde, a) graficos das AOB; b) grafico das bactérias totais; ¢) graficos
da porcentagem (%) das AOB em relagdo as bactérias totais.

a) AOB — bactérias nitrificantes
4,50E+07

15_cm 30_cm
4,00E+07 -
3,50E+07
3,00E+07 E
2,50E+07
2,00E+07

1,50E+07

Log (rf copias gene/g pellet)

1,00E+07 -

5,00E+06 |

0,00E+00

E4 15 A E4 15 R E4 30 A E4 30 R
EstagaoE4
b) 165 — bactérias totais
4,00E+07 ©
I 15_cm 30_cm
3,50E+07 |
3,00E+07 -
2,50E+07 |

2,00E+07 ©

1.50E+07 |

Log (rf copias gene/g pellet)

1,00E+07

5,00E+06 |

0,00E+00 + T * v
E4_15_A E4 15 R E4 30_A E4_30 R

EstagaoE4
) Proporg¢ao (%) — AOB/16S

15_em 30_cm

% - AOB/16S

E4_15 A E4_15 R E4_30_A E4_30_ R
EstacaoE4

PPGEA — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



184

Figura 57— Distribui¢do temporal e espacial do n° de copias do gene/g de pellet de
bactérias AOB.

Ciclo de operacdo — dias de repouso e dias de alimentagdo. Profundidades: 15
cm e 30 cm. Distancia em m do ponto de alimentacdo: D1=1m; D2=2m
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4.2.3 Diversidade da comunidade bacteriana - AOB - baseada na
PCR - DGGE - sequenciamento

A andlise do perfil da estrutura da comunidade bacteriana e das
espécies presentes nas amostras coletadas nos FPM (tanto em escala
piloto como em escala real) foi realizada através do procedimento PCR
— DGGE - sequenciamento.

As amostras foram coletadas seguindo as mesmas variaveis
investigadas na gPCR: estacdo do ano; profundidade; distancia do ponto
de alimentac&o e; ciclo operacional — alimentacéo e repouso.

A regido V3 do gene 16S das bactérias nitrificantes foi
amplificada pela PCR, posteriormente o produto da PCR foi submetido
a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).

Para facilitar a compreensdo, os resultados foram separados em
dois topicos:

i) resultados das andlises de DGGE - sequenciamento das
amostras provenientes dos filtros em escala piloto;
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ii) resultados das andlises DGGE - sequenciamento das
amostras provenientes dos filtros em escala real.

4.2.3.1 Diversidade da comunidade bacteriana dos filtros em escala
piloto

Os padrBes de bandas do gel de DGGE referentes aos filtros
pilotos (FPM/P1, FPM/P2 e FPM/P3) nas varidveis analisadas estdo
expostos a seguir. Cabe ressaltar que cada banda corresponde a um
género ou a uma espécie bacteriana dominante na amostra, sendo que,
guanto mais bandas houver, maior serd a diversidade, assim como
guanto mais intensa for a banda, maior sera a abundancia do grupo na
amostra.

Em relagdo aos filtros FPM/P1 e FPM/P2, a Figura 58 mostra o
padrdo de bandas das comunidades de acordo com as variaveis testadas:

i) Estacdo do ano: inverno e verao;

ii) Pontos de coleta: distdncia do ponto de alimentacdo - D1,
D2, D3, D4, D5, D6.

Figura 58 — Perfil de bandas dos fragmentos amplificados pela técnica de
DGGE — FPM/P1 e FPM/P2.

Nas varidveis: profundidade — 20 cm, diferentes distancias do ponto de
alimentacdo (D1 a D6) e, nos periodos de inverno veréo.

Colunas

Verao

D4

PPGEA — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



186

Em relacdo a diversidade espacial, temporal e quantitativa das
bactérias presentes no gel da DGGE é possivel confirmar os resultados
obtidos pela gPCR, sendo claramente visivel a distribuicdo das
comunidades bacterianas. Nota-se assim, que no inverno encontra-se
maior diversidade de bactérias e bandas mais intensas.

Em relacdo aos pontos de coleta (D1, D2, D3, D4, D5, D6), ndo
foi observada diferenca significativa (p > 0,05). No entanto, é possivel
verificar que nas distancias D3 e D6, uma maior quantidade de bandas
foram identificadas e ambas se apresentaram de forma diferente em
relagdo aos outros pontos e semelhantes entre si. I1sso pode estar atrelado
ao fato destes pontos serem os mais distantes do ponto de alimentacéo.
Em outras palavras, a carga aplicada é mais forte quando préxima aos
pontos de alimentacdo, o que ocasiona, também, uma diminui¢éo do teor
de oxigénio, podendo ser responsavel por uma sele¢éo bacteriana.

Para um melhor entendimento da distribuicdo bacteriana dos
filtros em relacdo as varidveis selecionadas, foi realizada a analise
estatistica de Escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS).
Esta andlise é multivariada de ordenagdo e tem por objetivo avaliar a
dissimilaridade da composicdo de espécies com base na distancia entre
matrizes. Em outras palavras, possibilita verificar se existe distingdo ou
n&o entre comunidades analisadas.

A distancia entre as amostras foi calculada pelo indice de
Jaccard, sendo que. a andlise NMDS permitiu visualizar as distancias
entre as amostras. Cada amostra foi representada por um ponto. Quanto
maior € a diferenca entre as amostras, mais alongados sdo os pontos do
centro de informacdo (labels) e, assim, maior é a diferenca entre a
comunidade bacteriana. Essas informagdes sdo expostas na Figura 59.

A partir do resultado da analise NMDS constatou-se que para o
mesmo filtro houve diferenca significativa entre as estagcdes do ano,
mostrando assim a influéncia da temperatura e demais fatores no perfil
da comunidade bacteriana. Ademais, é possivel perceber uma diferenca
do perfil entre os filtros (FPM/P1 e FPM/P2) em qualquer época do ano
(p: 0,001).
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Figura 59 — Anadlise estatistica NMDS do gel da DGGE dos filtros pilotos
FPM/P1 e FPM/P2.

Representacdo das estagdes do ano e distancias do ponto de alimentagdo. Onde:
FP1_i; FP1_v; FP2_i; FP2_v; correspondem aos filtros FPM/P1 e FPM/P2 no
inverno e verdo, respectivamente.

Centro de
informagdo - label /'

——— ‘C /
i
\

1 FP2

Em relagdo a varidvel — distancias do ponto de alimentacdo —
percebe-se que 0s pontos encontram-se dispersos aos labels. No entanto,
a analise estatistica ndo revelou diferenca significativa entre eles (p:
0,068).

Posteriormente, as bandas foram submetidas a uma
reamplificacdo com iniciadores 16S. Em seguida, o produto da PCR
(DNA reamplificado) foi purificado para, finalmente, ser sequenciado.
Os resultados estdo expostos na Tabela 26.

Os organismos encontrados pelo sequenciamento foram
taxonomicamente classificados no Dominio Bactéria e foram
identificados a nivel de género.

As bactérias do género Nitrospira sdo bactérias oxidantes de
nitrito (NOB) quimioautotroficas, presentes tanto em ecossistemas
aquéaticos como terrestres. Além da sua ampla distribuicdo em habitats
naturais, as espécies do género Nitrospira sdo as NOB predominantes
em estacdes de tratamento de aguas residuérias (LUCKER et al., 2010).
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Tabela 26 — Resultados NCBI-BLAST para as sequéncias retiradas das bandas
do gel de DGGE dos filtros FPM/P1 e FPM/P2.

n° de
Bandas Grupos % * Fonte acesso
GenBank
Bactéria Nitrosomonas Distribuicéo espacial
sp. ndo cultivada. e coagregacéo de
1 DSL_Nmon14 clone 95 bactérias nitrificantes ‘]Qi31653
gene 16S RNA em biofilmes de '
ribosomal, sequéncia diferentes sistemas de
parcial aguas residuais
Bactéria Nitrospira sp. Diversidade e
ndo cultivada. clone abundéancia de
2 gene 16S RNA 96 bactérias oxidantes JQS;411 "
ribosomal, sequéncia amonia e archaea em '
parcial wetlands
Bactéria AOB:
ammonia-oxidizing Impactos das aguas
3 bacterium ndo cultivada 94 residuais pelos JX02542
- L2_1 clone gene 16S procariontes- 4.1
RNA ribosomal, oxidantes de aménia
sequéncia parcial
Bacter|~a Nltrqsosplra Bactérias oxidantes de
sp. néo cultivada. amonia e estrutura da
4 Isolada banda gel 98 comunidade de JX86255
DGGE. gene 16S RNA 0.1
A o archaea em solos de
ribosomal, sequéncia .
. wetlands naturais
parcial
Bactéria Nitrosospira Grupo das
~ - Nitrosomonas
sp. ndo cultivada. europaea em camadas
5 Isolada banda gel 97 su Fe)zrficiais do solo EU16904
DGGE S9. 16S gene é’m Hteros comm 4.1
16S RNA ribosomal, . L)
Pl . residuos sélidos
sequéncia parcial
urbanos
Bactéria Nitrospira sp. Bactérias oxidantes de
ndo cultivada. CA7 amdnia e estrutura da 1094171
6 clone gene 16S RNA 97 comunidade de 8.1
ribosomal, sequéncia archaea em solos de '
parcial wetlands naturais

* (%) — porcentagem de similaridade

Licker et al., (2010) afirmam que apesar da sua ampla
distribuicdo e importancia ecoldgica, poucos sdo os estudos referentes a
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essas bactérias. A maioria dos registros da Nitrospira sp sdo de espécies
ndo cultivadas. Além disso, ainda ndo foram obtidas sequéncias
gendmicas completas para as espécies Nitrospira. Os mesmos autores
citam estudos recentes onde novas espécies foram descobertas — como a
Candidatus Nitrospira defluvii, sendo encontradas em lodos ativados.
Essas novas descobertas trazem como resultado o conhecimento de
diferentes vias metabolicas e condi¢cdes de crescimento dessas bactérias,
podendo mudar a percepc¢ao atual da oxidagéo do nitrito.

Diante disso, fica evidente a necessidade de maiores estudos
sobre a biologia das NOB, tendo em vista sua importancia na ciclagem
do nitrogénio em sistemas naturais e artificiais.

No que diz respeito a Nitrosospira sp, sdo bactérias aerdbias
obrigatérias quimiolitotréficas oxidantes de aménia (AOB), portanto
promovem a nitritacdo, ou seja, sdo encarregadas do primeiro passo do
processo da nitrificagao.

Conforme determinado pelo estudo do gene 16S rRNA, o
género  Nitrosospira é dividido em cinco linhagens/grupos
(PURKHOLD et al., 2000), sendo atualmente representados por trés
espécies: Nitrosospira briensis, Nitrosospira tenuis e Nitrosospira
multiformis, que sdo bastantes similares entre si e pertencentes a um
mesmo clado.

No entanto, novas espécies estdo sendo descobertas, conforme é
possivel ver no estudo realizado por Garcia et al. (2013), onde foi
descrito uma nova espécie denominada Nitrosospira lacus sp. nov.
Segundo o0s autores, essa espécie apresenta-se como bactéria
extremofilica, ou seja, sdo organismos que possuem um melhor
metabolismo e crescimento em temperaturas frias, com variacdo de -20
°C a 10 °C. Neste mesmo estudo a Nitrosospira lacus sp apresentou
melhor crescimento em temperaturas de 4°C a 35°C, tendo seu
crescimento inibido em temperaturas maiores a 35°C. Também foi
constatado seu crescimento em pH 5, o menor pH registrado para
culturas de AOB. No entanto, o pH ideal ficou entre 7 e 8.

Assim como para 0 g@énero Nitrosospira, 0 género
Nitrosomonas € constituido de bactérias AOB responsaveis pela
primeira etapa da nitrificacdo. Estudo realizado por Urakawa et al.,
(2015) demonstrou que as Nitrosomonas apresentaram uma taxa de
crescimento superior em temperaturas de 10 °C, sendo que temperaturas
maiores que a 35 °C tiveram efeito inibidor no crescimento das mesmas.
Resultado semelhante foi visualizado para a bactéria Nitrosomonas
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(anteriormente Nitrosococcus) mobilis no estudo feito por Koops et al.
(1990).

Como ¢é possivel verificar na Figura 58, os géneros Nitrosospira
e Nitrosomonas apresentaram abundancias nas amostras testadas para 0s
filtros FPM/P1 e FPM/P2, havendo maior representatividade da
Nitrosomonas sp no inverno, enquanto que a Nitrosospira sp parece ser
apresentar comportamento homogéneo em ambas as estacoes.

Os trés géneros encontrados no sequenciamento para os filtros
pilotos sdo comumente encontrados em sistemas para tratamento de
aguas residuarias, bem como para o sistema de filtros plantados com
macrofitas. Varios estudos relatam a existéncia dessas bactérias
(KREUZINGER et al., 2003; TIETZ et al., 2007; GORRA et al., 2007;
ZHOU et al., 2009; RUIZ-RUEDA et al., 2009; IASUR-KRUH et al.,
2010; MUSTAFA e SCHOLZ, 2010; SAEED e SUN, 2012; ARROYO
etal., 2015).

Finalmente, a analise de agrupamento foi realizada gerando um
dendograma, apresentado na Figura 60. A partir do dendograma, é
possivel visualizar as semelhancas entre os diferentes perfis de DGGE
(porcentagem) para os filtros FPM/P1 e FPM/P2 em ambas as estagdes
do ano e pontos de coleta.

Em relacdo ao dendograma para o FPM/P1 (Figura 60a) é
possivel observar tanto as mudangas no perfil das bandas quanto as
variagOes na sua intensidade de acordo com a estagdo do ano — inverno e
verdo

Quanto aos pontos de coleta (distancias), observou-se que no
periodo de inverno as distancias apresentam elevado grau de
similaridade (acima de 80%) — exceto para a D1 e D2, que se
encontraram deslocadas com baixa similaridade em comparacéo com as
demais. No que se refere ao periodo de verdo, a similaridade dos pontos
de coleta foi em torno de 70%, exceto para a D1, que apresentou maior
similaridade com a D4 coletada no inverno.

Em termos gerais, o dendograma mostra claramente a diferenca
das comunidades bacterianas, embora a similaridade tenha ficado acima
de 70%.

No que se refere ao dendograma para o FPM/P2 (Figura 60b)
observou-se por este método de comparacao que na variavel estacdo do
ano, o consorcio microbiano exibiu baixa similaridade (em torno de
60%), 0 que indica que as bactérias se comportaram de forma diferente
no verao e no inverno. Ja para os pontos de coleta, 0 dendograma indica
similaridade acima de 70% para ambas as estacbes do ano (grupos
separados por estacdo do ano).
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Figura 60 — Dendograma de similaridade para os filtros pilotos — FPM/P1 e
FPM/P2.

Onde: a) FP1 = FPM/P1 b) FP2 = FPM/P2.

D1, D2, D3, D4, D5, D6 = distancias do ponto de alimentacéo;

V = verdo e i = inverno.
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A nivel de comparacdo entre os filtros — FPM/P1 e FPM/P2 —
um dendograma Unico foi gerado (Figura 61). A partir deste
dendograma, € possivel perceber que os filtros se agruparam
isoladamente, embora alguns pontos tenham se misturado, afirmando o
resultado obtido pela analise estatistica NMDS, a qual apresenta
diferenca significativa entres os filtros (p: 0,001).
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Figura 61 — Dendograma de similaridade para ambos os filtros pilotos —
FPM/P1 e FPM/P2.

Onde: a) FP1 = FPM/P1 b) FP2 = FPM/P2.

D1, D2, D3, D4, D5, D6 = distancias do ponto de alimentagéo;

V = verdo e i = inverno
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Assim como para os filtros discutidos nos paragrafos anteriores,
0 FPM/P3 também foi avaliado de acordo com as variaveis previamente
estabelecidas, além da varidvel — condicdo de oxigenacdo: a)
completamente saturado, ou seja, sob condicdo anaer6bia (coleta
realizada no periodo de inverno); b) completamente aerdbio, ou seja, sob
condi¢do aerdbia (coleta realizada no periodo de verao).

O perfil microbiolégico das amostras do FPM/P3 pode ser
visualizado na Figura 62.
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Figura 62— Perfil de bandas dos fragmentos amplificados pela técnica de DGGE
— FPM/P3

Nas variaveis: profundidades, diferentes distancias do ponto de alimentagdo e,
nos periodos de inverno/anaerébio e verdo/aerdbio.

Verao/aerobio Inverno/anaerobio

Pontos de coleta H Pontos de coleta

1

As bandas mais representativas foram selecionadas, excisadas
do gel e reamplificadas. O produto da amplificacdo foi purificado e
enviado para o sequenciamento.

Cada sequéncia obtida pelo procedimento supracitado foi
submetida a uma analise de picos de bases no programa Sequence
Scanner Software 2® e, posteriormente, foi realizada uma pesquisa
BLAST. Como resultado foram encontradas bactérias oxidantes de
amonia e de nitrito, assim como para os outros filtros estudados.

Os numeros de 1 a 4 representam as bandas selecionadas para o
sequenciamento. Cabe ressaltar que as outras bandas alinhadas a estas
também foram sequenciadas para confirmagdo do organismo. As
bactérias encontradas pelo sequenciamento estdo expostas Tabela 27.
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Tabela 27— Resultados da pesquisa NCBI-BLAST para as sequéncias retiradas
das bandas do gel de DGGE do filtro FPM/P3.

n° de acesso

*
Bandas Grupos % Fonte GenBank
A analise filogenética
Bactéria das AOB em &guas
Nitrosospira ndo residuais municipais de
1 cultivada. RM2- 99 uma estacdo de AJ275885.1
18 gene 16S tratamento baseado na
RNA tecnologia de

Rizoremediacéo

Bactéria
Nitrospira sp.
nao cultivada.

Efeito de diferentes
combinacdes de
adubacdo sobre as

2 Séoclgag%g?ll 96 caracterfsticas KF016957.1
ene 165 RNA microbianas do solo
g ribosomal inundado para plantagdo
sequéncia parcial de arroz
Bactéria S
Nitrosomonas sp A identificacdo e
ndo cultivada. quantificacdo de AOB e
3 ene 165 RNA 99 NOB ligadas a FN429864.1
g ribosomal nitrificagdo parcial e
sequéncia parcial A'\:)MMOX em
iorreator
Bactéria Sequéncia completa da
Nitrosomonas sp. Nitrosomonas sp.
4 1s79A3, Genoma 4 IS7T9A3 CP002876.1
completo

* (%) — porcentagem de similaridade

Os resultados do perfil das impressdes moleculares geradas pelo
gel da DGGE para o FPM/P3 ja foram expostos e discutidos no item da
gPCR, ndo havendo necessidade de serem retomados aqui. O mesmo
acontece para as bactérias encontradas tanto nos filtros FPM/P1 quanto
nos FPM/P2. No entanto, para uma exploracdo maior dos dados, foi
gerado um dendograma (Figura 63).
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Figura 63— Dendograma de similaridade do filtro piloto FPM/P3.
Onde: FP3 = FPM/P3; D1, D2, D3, D4, D5, D6 = distancias do ponto
de alimentagdo; Ae = condicdo aer6bia, periodo de verdo; An =
condicdo anaerobia, periodo de inverno.

Similaridade (%)

-100

FPM/P3
| [l FP3.03 An
[l FP3.04_An
[l FP3._D5_An
I [l FP3.D1_An
[l FP3_D6_An
| [l FP3.02.An
FP3_D2_Ae
| [ FP3_D4_Ae
f FP3_D5_Ae
; FP3_D6_Ae
FP3_D1_Ae
FP3_D3_Ae

£g. 2. 8.8 8 8

|

|

- FPM/P3 FPM/P3
inverno/anaerobio verao/aerobio

Constata-se que a condicdo de oxigenacdo influenciou a
comunidade bacteriana, formando dois grupos — verdo/aerébio e
inverno/anaerébio — bem separados, ainda que a similaridade tenha
sido de 70%.

Para as amostras coletadas no verdo sob condigéo aerdbia, nota-
se gue estas tiveram alta similaridade (acima de 90%), indicando pouca
variabilidade do perfil bacteriano nos diferentes pontos de coleta. Este
resultado também foi encontrado pela andlise estatistica, que nao
apresentou diferenca significativa entre os pontos (p > 0,05). Sob
condicdo anaerdbia observa-se uma maior variabilidade no perfil das
bandas, porém ainda com alta similaridade — acima de 70%.

A andlise NMDS (Figura 64) permitiu visualizar as distancias
entre as amostras e a similaridade entre as condi¢cdes de tratamento.
Cada amostra foi representada por um ponto. Quanto maior for a
diferenca entre as amostras, mais alongados sdo os pontos do centro de
informacéo (labels) e, assim, maior é a diferenca entre a comunidade
bacteriana.
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Figura 64 — Analise estatistica NMDS do gel da DGGE para o FPM/P3.
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Nota-se que as condicOes de tratamento se encontram em
diferentes quadrantes, indicando a diferenca significativa entre os
tratamentos (p: 0,001). Em relacdo as distancias, notou-se 0 mesmo
descrito anteriormente: para a condigdo de verdo/aerdbia, as distancias
apresentaram maior similaridade. Cabe lembrar que quanto mais
préximos do centro de informacdo, ou seja, quanto menos alongado o
ponto, maior a similaridade.

De maneira geral, notou-se um impacto na comunidade
bacteriana para os trés filtros pilotos analisados em relacdo a variavel
estacdo do ano e condicdo de saturagdo para o0 FPM/P3.

Embora o maior n° de cépias do gene/g pellet das bactérias
AOB e bactérias totais tenham sido documentadas no periodo de
inverno, foi observado que a melhor eficiéncia dos filtros em relacéo a
remogdo dos pardmetros, principalmente o nitrogénio, ocorreu durante o
periodo de verdo, ou seja, mesmo que no verdo tenha uma menor
guantidade de bactérias AOB presentes nos sistemas, elas estavam ativas
e realizando sua fung&o no tratamento.

A maior quantidade de bactérias AOB quantificadas no inverno,
pode estar atrelada ao fato dessas, segundo a literatura serem mais
adaptadas para temperaturas mais baixas e menor teor de oxigénio.
Ademais, o resultado da qPCR indica somente a quantidade e ndo a
atividade, ou seja, embora possa ter havido maior quantidade de n° de
copias do gene/g pellet na amostra isso ndo indica atividade bacteriana.
O que vem de encontro com o0s resultados fisico-quimicos, onde no
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inverno foi verificado menor eficiéncia na remogdo do nitrogénio,
mesmo com maior quantidade de AOB quantificada.

Os resultados também demonstram o lento crescimento das
NOB — mesmo sob condigBes ideais de potencial redox, oxigénio e
temperatura —, enquanto que as AOB se mantiveram mais estaveis as
perturbacbes ao longo das estacdes.

Também foi observou que ndo houve diferencga entre os pontos
de alimentacdo demonstrando a boa reparticdo do efluente no sistema
piloto.

A diferenca estatistica em relagdo a comunidade bacteriana
entre os filtros (FPM/P1 e FPM/P2) nas duas estacdes analisadas, bem
como, para 0 mesmo filtro em qualquer época do ano, pode estar
atrelada ao fator da temperatura, do teor de oxigénio, do
desenvolvimento das plantas — o que interfere na microbiota — e,
também pela mudanga do nivel de saturacdo do FPM/P2. Na segunda
coleta este operava com 15 cm de saturacdo, o que pode ter contribuido
para uma mudanca no perfil bacteriano no filtro, uma vez que a camada
aerobia passou a ter uma maior area. Ou seja, mesmo que a coleta tenha
sido realizada a 20 cm da superficie, a troca no nivel de saturacdo com
aumento da camada aerdbia pode ter afetado o perfil bacteriano do filtro
com um todo.

Para o filtro FPM/P3 foi claramente visualizado a diferenca do
perfil de acordo com as duas varidveis analisadas — temperatura e
condicdo de saturagdo. Em relacdo as espécies, também foi observado
uma maior quantidade de AOB no inverno/anaerébio. Mais uma vez
reportando-se a melhor adaptacdo das bactérias AOB em baixas
temperaturas e baixo teor de O,.

4.2.3.2 Diversidade da comunidade bacteriana dos filtros em escala real

As variaveis analisadas para a verificagdo dos perfis da
comunidade bacteriana das estacOes de tratamento em escala real (E1,
E2, E3, E4) foram as seguintes:

- Estacdo do ano: inverno e verdo;

- Distancia do ponto de alimentacéo;

- Profundidade;

- Ciclo operacional: dias de repouso e alimentagéo.

% EstacfesEleE2
As estacdes E1 e E2 foram analisadas no periodo de inverno.
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A esta¢dao El ¢ caracterizada como “jovem” — curto tempo de
operacdo, sem depdsito lodo na superficie. A estacdo E2 é caracterizada
como “velha” — longo tempo de operacdo, com lodo depositado e neve
no momento da amostragem. O perfil da comunidade bacteriana esta
exposto na Figura 65.

Figura 65 — Perfil de bandas dos fragmentos amplificados pela técnica de
DGGE para as estacOes E1 e E2.

Onde: D1 = 1 m do ponto de alimenta¢éo; D2 = 2 m do ponto de alimentagdo; 0
cm, 15 cm e 30 cm de profundidade. NUmeros indicam as amostras enviadas
para o sequenciamento.
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Em uma andlise visual do gel da DGGE ¢é possivel observar que
para a estacdo E1 o perfil microbiano foi bastante semelhante tanto em
relacdo as distancias do ponto de alimentacdo como em relacdo a
profundidade. J& para a estacdo E2, é claramente visivel a diferenca do
perfil da comunidade de bactérias nitrificantes em relacdo a variavel
profundidade, onde nota-se diferenca de perfil de 0 e 15 cm para 30 cm.

Nota-se também que para ambas as estagdes a abundéncia de
espécies foi bastante semelhante. Mesmo que a E1 seja uma estacdo
“jovem” ela possuia no momento da andlise dois anos de
funcionamento, ou seja, um tempo bastante adequado para o0
desenvolvimento das bactérias.

A partir do resultado da DGGE, algumas bandas foram
selecionadas e enviadas para 0 sequenciamento (tais bandas estdo



indicadas pelos nimeros de 1 a 7). As bactérias encontradas pelo

sequenciamento estdo expostas na Tabela 28.

Tabela 28— Resultados da pesquisa NCBI-BLAST para as sequéncias retiradas
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das bandas do gel de DGGE dos filtros em escala real das estacdes E1 e E2.

Bandas

Grupos

%*

Fonte

n° de
acesso
GenBank

1;3;4

Bactéria Nitrospira
sp. ndo cultivada.
Isolada gel DGGE

gene 16S RNA
ribosomal,
sequéncia parcial

95

Efeito de diferentes
combinagdes de
adubacdo sobre as
caracteristicas
microbianas do solo
inundado para
plantacéo de arroz

KF016957
A

Bactéria
Nitrosospira sp. ndo
cultivaa. Isolada gel

DGGE gene 16S
RNA ribosomal,
sequéncia parcial

94

Atividade,
diversidade e tamanho
populacional de
bactérias oxidantes de
amonia em wetland
natural contaminado
com oleo

DQO7619
1.1

Bacterium nédo
cultivada. clone
20A0B-R379 gene
16S RNA
ribosomal,
sequéncia parcial

95

Estudo preliminar e
qualitativo da teoria
da relagdo de recurso
para nitrificantes em
biorreatores de escala
laboratorial

KC34699
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Em relacdo as bactérias sequenciadas para a estacdo E1, como
resultado obteve-se bactérias do género Nitrospira, pertencente ao grupo
das bactérias oxidantes de nitrito (NOB), e Nitrosospira sp., bactéria
oxidante de amonia (AOB), como indicado na Tabela 28.

De acordo com o sequenciamento, percebe-se a existéncia de
duas espécies de Nitrospira (1; 3), sendo a espécie (1) encontrada em
todos o0s pontos de coletas e profundidades, mostrando-se bastante
estavel.

No que se refere a Nitrosospira sp, o género também foi
encontrado em todas as amostras, porém em menor intensidade, o que,
por sua vez, é um indicador de menor quantidade de bactérias presentes,
evidenciando a predominancia das bactérias oxidantes de nitrito.
Segundo alguns autores, em temperaturas baixas ndo ocorre a
acumulacéo de nitrito (SCHMIDELL et al., 2007), o que pode estar de
acordo com o resultado encontrado para essa estacdo, onde houve
prevaléncia das NOB.

Também € possivel observar, ainda para E1, que na
profundidade de 15 cm encontra-se uma maior quantidade de bandas,
indicando maior presenca de espécies. Esse resultado vem de encontro
com o que foi observado na analise de gPCR.

Para a estacdo E2, é notdvel que a comunidade bacteriana é
bastante semelhante para as profundidades de 0 cm e 15 cm, as quais
diferenciam-se da profundidade de 30cm. A partir desse resultado pode
se observar o efeito da taxa da matéria orgénica — a qual é
consideravelmente depositada nos primeiros centimetros do material
filtrante em estagdes “velhas” — sobre a diversidade bacteriana. O que
de certa forma é compreensivel, visto que, a taxa de M.O. promove uma
condi¢do para o desenvolvimento das bactérias devido ao fornecimento
de alimento, além disso, presenca de humidade. Isto pode ser
considerado consistente com o fato de — desde que haja concentragdes
suficientes de oxigénio — o envelhecimento do sistema pode ser positivo
para o desempenho do tratamento.

Em relacdo as distancias do ponto de alimentacdo (D1; D2) ndo
foi observado diferenca entre os perfis, mantendo uma similaridade para
as profundidades de 0 cm e 15 cm nas duas distancias, assim como para
a profundidade de 30 cm.

As bandas selecionadas para 0 sequenciamento indicaram a
presenga dos géneros Nitrospira e Nitrosomonas.

O género das AOB foi encontrado apenas na profundidade de
30 cm, enquanto que as bactérias NOB foram observadas em ambas as
profundidades. Assim como citado nos resultados da gPCR, as bactérias
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AOB s80 mais resistentes em ambientes com pouca concentracdo de
oxigénio, o que pode explicar o fato destas bactérias serem mais
abundantes na profundidade de 30 cm. Cabe lembrar que essa estacdo
possuia uma camada de lodo depositado e devido ao periodo de inverno
houve acumulo de neve, ou seja, 0 desenvolvimento das AOB ocorreu
em maior profundidade provavelmente devido as caracteristicas
supracitadas, bem como pela influéncia do dreno de aeragdo, que
promove a introducdo do O, nas camadas mais profundas do interior dos
filtros.

Em estudo realizado por Tietz et al. (2007) foi encontrado a
presenca de bactérias AOB dominantes independente da profundidade
do filtro vertical avaliado. Os autores indicam como resultado que as
AOB estdo presentes em diferentes condi¢cGes ambientais, incluindo
temperaturas mais frias. Além disso, a presenca de bactérias oxidantes
de aménia (AOB) em camadas mais profundas pode indicar que as
condicdes aerbbias sdo prevalecentes em todo o filtro. Nesse estudo foi
observado que a comunidade bacteriana nitrificante estava bem
estabelecida até uma profundidade de 50 cm.

Para representar os resultados visualizados no gel da DGGE, foi
gerado um dendograma de similaridade para as duas estagdes Figura 66.

Figura 66— Dendograma de similaridade dos filtros em escala real — E1 e E2.
Onde: D1 e D2 = distancias do ponto de alimentagdo- 1m e 2m
respectivamente; 0 cm, 15 cm e 30 cm = profundidades da amostragem
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Observando o dendograma, é possivel visualizar a baixa
similaridade entre as duas estacdes (28%), indicando que existe uma
grande diferenca dos perfis da comunidade bacteriana encontrada em
ambos os filtros. Essa diferenca pode estar atrelada a variavel — tempo
de operagdo, em que a El é considerada uma estacdo “jovem” e a
estacdo E2 é considerada “velha”.

Analisando somente a E1, nota-se alta similaridade entre as
profundidades 15 cm e 30 cm: 80 % e 81% para as distancias D1 e D2,
respectivamente. Enquanto que entre as distancias a similaridade foi de
70%. Essa alta similaridade indica a semelhanga das comunidades nos
diferentes pontos de coleta.

Para a estacdo E2, a similaridade na profundidade de 30 cm em
ambas as distancias foi de 85%, tendo baixa similaridade com as outras
profundidades avaliadas.

A andlise NMDS (Figura 67) representa estatisticamente a
comunidade bacteriana encontrada para essas estagoes.

Figura 67 — Andlise estatistica NMDS do gel da DGGE para as estagdes E1 e
E2.

— \

A partir da analise NMDS é possivel observar diferencas
significativas entre as duas estagBes, pois cada uma encontra-se num
guadrante oposto (p: 0,008). Além disso, a NMDS apresenta o que foi
anteriormente descrito: para a E1, os pontos estdo todos agrupados ao
centro (atras) do label de informag&o, indicando alta similaridade entre
as distncias analisadas; para a E2, o mesmo foi observado, com
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excecdo de dois pontos que se apresentam de forma alongada (esses
pontos correspondem a profundidade de 30 cm).

No que se refere as estacfes de tratamento em escala real E3 e
E4, um estudo mais aprofundado foi realizado em relacdo ao ciclo de
operacao — dias de repouso e alimentacdo, além das outras variaveis em
comum testadas para todos os filtros.

% Estacéo E3

O gel da DGGE foi gerado fazendo uso de amostras obtidas em
diferentes momentos do ciclo de operacdo, conforme explicado em
Materiais e Métodos, onde alguns dias do ciclo operacional foram
selecionados para as analises. Essa amostragem teve como objetivo
verificar a distribuicdo espacial ao longo do ciclo operacional, isto &,
verificar a influéncia dos dias de repouso e alimentacdo no perfil da
comunidade bacteriana. As impressdes moleculares para a E3 podem ser
visualizadas na Figura 68.

As bactérias encontradas pelo sequenciamento estdo expostas a
seguir na Tabela 29.

Analisando o gel da DGGE juntamente com os resultados do
sequenciamento é possivel observar que as bactérias AOB (2, 3,4, 5 ¢ 8)
estdo em maior presenca nos dias de repouso, principalmente no
primeiro dia, diminuindo sua intensidade, embora ainda presentes, nos
dias de alimentacdo e voltando a aumentar no primeiro dia de repouso
subsequente.

As bactérias NOB (1, 6, 7 e 9), apresentaram-se em maior
abundancia e intensidade nos dias de alimentacéo.

Em relagdo ao periodo de repouso, no dendograma (Figura 69)
exposto a seguir & possivel observar que entre os dias 1R e 2R —
correspondentes ao primeiro e segundo dia de repouso — o perfil
microbiano possui acima de 80 % de similaridade. Apresentando maior
similaridade entre as profundidades 15 cm e 30 cm e menor em relacéo
a 0 cm. Em relacéo a distancia, a similaridade dos filtros foi de 83%,
indicando ndo haver diferenca significativa, embora elas tenham sido
agrupadas separadamente.

Para o quarto dia de repouso (4R) visualmente parece ter havido
uma menor intensidade da comunidade bacteriana em relacdo aos
primeiros dias de repouso. A similaridade do 4R com os dias 1R e 2R
foi de 59%, indicando uma mudanga no perfil microbiano. No sétimo
dia de repouso (7R), o perfil aparece com predominancia da bactéria
AOB (4) e com elevada similaridade entre as varidveis — 88% e 100%
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nas profundidades 15 cm e 30 cm na D1 e D2, respectivamente. O 7R
foi mais similar com a 4R (67%) do que com os dias 1R e 2R (64%).

Em outras palavras, os primeiros dias de repouso (1R, 2R)
apresentaram certa variabilidade da comunidade microbiana em relacéo
aos ultimos dias (4R, 7R). Algumas espécies de bactérias oxidantes de
nitrito (NOB) do género Nitrospira ndo foram visiveis no gel da DGGE
nem encontradas pelo sequenciamento a partir do 4R, voltando a
aparecer no primeiro dia de alimentagdo (1A), sendo bastante
abundantes no terceiro dia (3A), o0 que demonstra a preferéncia dessa
bactéria pelo periodo em que o filtro estéa recebendo efluente.

Os dias 1A e 3A correspondem ao primeiro e terceiro dia de
alimentacdo. No que diz respeito a este periodo, nota-se que as bactérias
oxidantes de nitrito (NOB) o género Nitrospira é mais abundante do que
as AOB. Como mencionado no paragrafo anterior, algumas espécies
deste género voltaram a aparecer no periodo da alimentacdo. A espécie
(7) aparece no primeiro dia de alimentacdo (LA) e no terceiro dia (3A) é
visivel o aumento da intensidade das bandas, indicando um aumento
desta espécie. A espécie (9) também s6 é visivel nos dias de
alimentacao.
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Figura 68 — Perfil de bandas dos fragmentos amplificados pela técnica de

DGGE para a estagdo E3.
Onde: D1 =1 m do ponto de alimentacdo; D2 = 2 m do ponto de alimentacdo; 0

cm, 15 cm e 30 cm de profundidade. NUmeros indicam as amostras enviadas
para 0 sequenciamento.
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Tabela 29 — Resultados da pesquisa NCBI-BLAST para as sequéncias retiradas
das bandas do gel de DGGE dos trés filtros do primeiro estgio em escala real

da estacdo E3.

Bandas

Grupos

%*

Fonte

n° de acesso

GenBank
g . Efeito de diferentes
Bactéria Nitrospira L
x - combinagdes de
sp. o cultivada. adubacdo sobre as
Isolada gel DGGE §do sot KF016957.
1 93 caracteristicas
gene 16S RNA . . 1
- microbianas do solo
ribosomal, . x
a . inundado para plantacdo
sequéncia parcial d
e arroz
. Bacter_la Bactérias oxidantes de
Nitrosospira sp. amdnia contribuem
ndo cultivada clone minimamente para AY293114
2 SBMSPh4 gene 99 nimamente p '
nitrificagdo num 1
16S RNA ecossistema florestal
ribosomal, .
P - impactado
sequéncia parcial
. Bacter_la Bactérias oxidantes de
Nitrosospira sp. amdnia contribuem
ndo cultivada clone minimamente para AY293097
3 SBMDWal gene 97 nimamente p '
nitrificagdo num 1
16S RNA .
- ecossistema florestal
ribosomal, .
e - impactado
sequéncia parcial
A anélise filogenética das
. . x AOB em aguas residuais
Nitrosospira. nao municipais de uma
4 cultivada. RM2-18 95 ncip AJ275885.1
estacdo de tratamento
gene 16S rRNA .
baseada na tecnologia de
Rizoremediacdo
Bactéria oxidante
de ambnia (AOB) Impactos do efluente de
ndo cultivada. aguas residuérias em
5 clone L2_1 gene 94 bactérias oxidantes de JX025424.1
16S RNA amonia
ribosomal,
sequéncia parcial
Bacter~|a N|tr_osp|ra Bactérias oxidantes de
sp. ndo cultivada. Py d
clone CA9 gene amonia e estrutura da
6 98 comunidade de archaea  JQ941719.1
16S RNA
. em solos de wetlands
ribosomal,

sequéncia parcial

naturais
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Continuacdo da Tabela 29 - Resultados da pesquisa NCBI-BLAST para as
sequéncias retiradas das bandas do gel de DGGE dos trés filtros do primeiro
estagio em escala real da estagdo E3.

n° de acesso
0f *
Bandas Grupos % Fonte GenBank

Bactéria
Nitrospira sp.
nao cultivada.

Efeito de diferentes
combinacdes de
Isolada gel adubacdo sopre as
99 caracteristicas KF016957.1

! DGGE gel. C2-1 microbianas do solo
gene 165 RNA inundado para plantagdo
ribosomal, de arroz
sequéncia parcial
Bactéria
ammonia-
oroteobacterium. Distribuigéo das
nio cultivada _Betaproteobatite_na
8 clone ' 91 oxidantes c_ie amonia em JQ725898.1
2409ST0505 manguezais (Avicennia
gene 16S RNA germinans)
ribosomal,
sequéncia parcial
Bactéria
Nitrospira sp. Bactérias oxidantes de
nao cultivada. amonia e estrutura da
9 clone CA9 gene 97 comunidade de archaea JQ941719.1
16S RNA em solos de wetlands
ribosomal, naturais

sequéncia parcial
* (%) — porcentagem de similaridade
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Figura 69 — Dendograma de similaridade entre diferentes impressdes
moleculares para a esta¢éo E3.

Onde: D1 e D2 = distancias do ponto de alimentacdo; 0 cm, 15 cm e 30 cm =
profundidades da amostragem; 1A, 3A = primeiro e terceiro dia de alimentacéo;
1R, 2R, 4R e 7R = primeiro, segundo, quarto e sétimo dia de repouso.
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Em termos gerais, de acordo com a analise dos perfis da
comunidade bacteriana para a estagdo E3, nota-se um decaimento da
diversidade durante o periodo de repouso € um aumento durante o
periodo de alimentacdo. Nota-se também que nos primeiros dias de
repouso ainda encontra-se uma certa abundancia, isto pode estar
relacionado com a dinamica de crescimento das bactérias, além do fato
de haver grande quantidade de nutrientes disponiveis (nitrogénio
adsorvido no periodo da alimentacdo e nitrogénio particulado

acumulado), presenca de humidade e o oxigénio que adentra novamente
no sistema, bem como, a DQO que foi em grande parte consumida
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promovendo a disponibilizacdo do oxigénio para as bactérias
nitrificantes.

Os resultados da DGGE e do sequenciamento demostram que a
comunidade bacteriana da estacdo E3, composta por diferentes espécies,
em relacdo ao ciclo operacional ndo se desenvolveu da mesma maneira,
nem no mesmo periodo, nem na mesma velocidade, em relagdo as
condicdes estudadas. Foi observada uma diminuicdo progressiva nos
dias de repouso, demostrando que o sétimo dia obteve uma quantidade
bem inferior em comparacdo com os primeiros. Sendo assim, pode se
concluir que esse tempo de repouso (sete dias) seriam suficientes — ou
até menos que isso — para impedir um decaimento excessivo da
comunidade bacteriana, otimizando assim a eficiéncia do tratamento.
Logo, estudos mais aprofundados sdo necessarios, visto que, esse
resultado é de suma importancia, uma vez que conhecendo a dinamica
das populagdes pode se aperfeicoar, por exemplo, os modelos
matematicos aplicados para o estudo do crescimento bacteriano que nédo
levam em consideracdo as diferencas comportamentais de cada espécie.

Todas essas informagfes podem ser visualizadas no
dendograma exposto na Figura 70.

O dendograma apresenta para os dias 1A e 3A uma similaridade
acima de 75%. Em relagdo as distancias (D1 e D2), estas foram
agrupadas separadamente. No entanto, apresentaram alta similaridade
(80%). Quanto as profundidades analisadas, nota-se que em 15 cm e 30
cm a comunidade bacteriana é mais similar (praticamente 100% para
todos 0s pontos).

Cabe ressaltar que esse filtro possuia no momento da coleta
uma grande quantidade de M.O. até os 30 cm de profundidade, ou seja,
demostrando o impacto da camada de depdsito sobre a comunidade
bacteriana em estacdes com longo tempo de operacao.

A andlise estatistica para a estacdo E3 em relagdo as variaveis
estudadas estd representada na (Figura 71). Através desta andlise é
possivel observar o que foi descrito anteriormente. Assim, nota-se que
houve diferenca significativa entre os dias de alimentacéo e repouso (p:
0,001), demonstrando que dias de repouso e dias de alimentacdo
modificam a estrutura da comunidade bacteriana.

A partir do grafico da analise estatistica NMDS é possivel
observar a proximidade entre os dias 1A e 3A, indicando maior
similaridade entre eles, como citado anteriormente. Também é possivel
verificar que os pontos estdo proximos ao centro de informacéo,
reforcando o resultado da DGGE em relagdo a similaridade sobre as
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distancias (D1 e D2), demonstrando a boa reparticdo/homogeneizagdo
da distribuicdo do efluente no sistema (dois pontos de alimentacdo para
35 m2 com 1m3/h/m2).

Figura 70— Dendograma de similaridade entre diferentes impressdes
moleculares para a esta¢éo E3.

Onde: D1 e D2 = distancias do ponto de alimentagdo; 0 cm, 15 cm e 30 cm =
profundidades da amostragem; 1A, 3A = primeiro e terceiro dia de alimentacéo;
1R, 2R, 4R e 7R = primeiro, segundo, quarto e sétimo dia de repouso.
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Figura 71 — Analise estatistica NMDS do gel da DGGE para a estagédo E3.
Nota: os dias 1R e 2R ficaram sobrepostos.

Para os dias de repouso nota-se que os dados foram agrupados
em quadrantes opostos, afirmando a diferenca em relagdo aos dias de
alimentacdo. Os dias de repouso 1R e 2R apresentaram-se mais
préximos, reafirmando a alta similaridade. O 7R mostrou-se préximo
tanto em relacdo aos dias 1R, 2R como ao 4R. Ja o 4R teve menor
similaridade com os outros dias analisados. Esse fato pode indicar que
esse periodo —quarto dia — corresponde a um momento de mudanca do
perfil bacteriano, uma vez que nesse dia houve uma maior abundancia
das bactérias AOB e a diminui¢do ou auséncia das bactérias NOB.

A partir desse resultado pode observar uma evolugdo temporal
através do periodo de alimentacdo e repouso, onde existe um ciclo de
crescimento e diminuicdo de certas bactérias, decorrente das variagfes
provenientes de suas peculiaridades e das condi¢cdes ambientais do filtro.

7

+ Estacdo E4

Assim como para a estagdo descrita anteriormente, o gel da DGGE
para a E4 foi gerado fazendo uso de amostra obtidas em diferentes
momentos do ciclo de operacdo — dias de alimentacdo e repouso. No
entanto, para esta estacdo as profundidades analisadas foram 15 cm e 30
cm, uma vez que se tratava de uma estagdo “jovem” — sem depdsito de
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lodo na sua superficie. As impressGes moleculares para a E4 podem ser
visualizadas na Figura 72.

Ap6s os resultados da DGGE, algumas bandas foram
selecionadas e enviadas para o sequenciamento. Cabe lembrar que as
bandas indicadas pela numeracdo correspondem as sequéncias que
obtiveram resultado positivo no sequenciamento. Além disso, as bandas
alinhadas a estas também foram excisadas do gel em todos os dias do
ciclo de operacdo e enviadas para 0 sequenciamento a fim de
confirmagdo do organismo. A partir dos resultados as bandas foram
identificadas pelos nimeros de 1 a 9 e suas descrigdes se encontram na
Tabela 30.

Em termos gerais, analisando os resultados do sequenciamento
e do gel DGGE, nota-se que no inicio do periodo de repouso houve uma
maior abundancia para as bactérias oxidantes de aménia (AOB), sendo
que no periodo de alimentacdo a maior abundéncia foi das bactérias
oxidantes de nitrito (NOB), assim como encontrado também para a
estacdo E3. Os resultados do sequenciamento apontam dois géneros
predominantes: Nitrosospira e Nitrospira.

Também é possivel observar que ndo houve grandes variacdes
ao longo dos dias do ciclo operacional nem em termos de pontos de
coleta (distancias D1 e D2), tampouco em relacdo a profundidade,
demonstrando que a comunidade bacteriana a 15 cm e 30 ¢cm possui
elevada similaridade.

Em relacdo as espécies nomeadas 1, 4 e 9, o resultado do
sequenciamento aponta todas pertencentes ao mesmo género —
Nitrosospira. Essas AOB foram detectadas em todos os dias do ciclo
operacional, mesmo que em baixa intensidade.

No que diz respeito as espécies — 1 e 4 —, 0 sequenciamento
indica que correspondem todas a espécie, chamada de Nitrosospira
lacus sp. nov.. Esta espécie foi descoberta no trabalho realizado por
Garcia et al. (2013), sendo apontada como uma bactéria extremofilica,
0u seja, organismos que possuem um melhor metabolismo e crescimento
em temperaturas frias, com variacdo de -20 °C a 10 °C. Ja espécie — 9 —
foi identificada somente a nivel de género, encontrando-se apenas no
segundo e terceiro dia de alimentagdo. Em contrapartida, as espécies — 1
e 4 — ndo estdo presentes no segundo e terceiro dia de alimenta¢do. A
presenga dessa bactéria também pode explicar a maior quantidade de
bactérias AOB encontradas no periodo de inverno.
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Figura 72— Perfil bandas dos fragmentos amplificados pela técnica de DGGE
utilizando DNA gendmico para a estacdo E4.

Onde: D1 =1 m do ponto de alimentacdo; D2 = 2 m do ponto de alimentacéo;
15 cm e 30 cm de profundidade. NUmeros indicam as amostras enviadas para o
sequenciamento.
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Tabela 30 — Resultados da pesquisa NCBI-BLAST para as sequéncias retiradas
das bandas do gel de DGGE dos trés filtros do primeiro estgio em escala real
da estacdo E4.

Bandas

Grupos

%*

Fonte

n° de acesso

GenBank
Bactéria
Nitrosospira. ndo Nitrosospira lacus sp
cultivada. APG3 P X KC477402.1
1 100 nov. bactéria oxidante
gene 16S RNA . e
- amdnia extremofilica
ribosomal,
sequéncia parcial
Bactéria
Nitrosospira sp. Remocéo de nitrogénio
2 YKU28 gene 16S 93 via nitrificacdo parciale ~ KP074947.1
RNA ribosomal, Anammox em biorreator
sequéncia parcial
Bactéria Efeito de diferentes
Nitrospira sp. ndo combinacdes de
cultivada. Isolada adubacdo sobre as
3 gel DGGE C2-1 96 caracteristicas KF016957.1
gene 16S RNA microbianas do solo
ribosomal, inundado para plantacdo
sequéncia parcial de arroz
Bactéria
Nitrosospira. Nitrosospira lacus sp.
4 APG3 16S RNA 98 nov. bactéria oxidante KC477402.1
ribosomal, amdnia extremofilica
sequéncia parcial
Bactéria
Nitrosospira sp. Remocéo de nitrogénio
5 YKU29 16S RNA 95 via nitrificacdo parciale ~ KP074948.1
ribosomal, Anammox em biorreator
sequéncia parcial
Bactéria Efeito de diferentes
Nitrospira sp.ndo combinacdes de
cultivada. Isolada adubacdo sobre as
6 gel DGGE C2-1 99 caracteristicas KF016957.1
16S RNA microbianas do solo
ribosomal, inundado para plantacdo

sequéncia parcial

de arroz




215

Continuacéo da Tabela 30 - — Resultados da pesquisa NCBI-BLAST para as
sequéncias retiradas das bandas do gel de DGGE dos trés filtros do primeiro
estagio em escala real da estagdo E4.

n° de acesso

0f *
Bandas Grupos % Fonte GenBank
. Ba(?terla x Bactérias oxidantes de
Nitrospira sp.néo .
cultivada. clone amonia e estrutura da
7 CA9 165 RNA 98 comunidade de archaea JQ941719.1
ribosomal em solos de wetlands
A ' naturais
sequéncia parcial
Bactéria Efeito de diferentes
Nitrospira sp. ndo combinagdes de
cultivada. Isolada adubacdo sobre as
8 gel DGGE C2-1 99 caracteristicas KF016957.1
16S RNA microbianas do solo
ribosomal, inundado para plantacdo
sequéncia parcial de arroz
Bactéria
YNK'Ec;‘Qéoig'SraRsﬁA Remocéo de nitrogénio
9 93 via nitrificacdo parciale ~ KP074947.1

ribosomal,

. . Anammox em biorreator
sequéncia parcial

* (%) — porcentagem de similaridade

As espécies — 2 e 5 — também do grupo das AOB e mesmo
género foram encontraram em todas as condi¢des ao longo do tempo.
Porém, é possivel observar que houve uma maior intensidade das bandas
nos primeiros dias de repouso.

Quanto as espécies 3, 6, 7 e 8, todas correspondem as bactérias
NOB do género Nitrospira. Nota-se que a — 3 e 7 — correspondem
provavelmente & mesma espécie devido ao nimero de pares de bases,
sendo separadas pelo mesmo peso molecular. O mesmo ocorre para as
espécies indicadas pelos nimeros — 6 a 8. Essas bactérias foram
encontradas em todos os dias ao longo do ciclo operacional, com
bastante similaridade.

A porcentagem de similaridade é observavel a partir do
dendograma representado pela Figura 73.
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Figura 73— Dendograma de similaridade entre diferentes impressdes
moleculares para a esta¢éo E4.

Onde: D1 e D2 = distancias do ponto de alimentacdo; 15 cm e 30 cm =
profundidades da amostragem; 1A, 2A e 3A = primeiro, segundo e terceiro dia
de alimentagéo; 1R, 3R e 7R = primeiro, terceiro e sétimo dia de repouso.
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Analisando o agrupamento gerado pelo dendograma, percebe-se
a separacdo dos dias de repouso e alimentacdo, demonstrando diferenca
entre os perfis microbianos, mesmo que haja alta similaridade (85%).

Em relacdo aos dias de alimentacéo, todos apresentaram elevada
porcentagem de similaridade (proximo de 100%) conforme o
dendograma. O mesmo foi observado para os dias de repouso, exceto
para o 7R, que apresentou similaridade de 85% com os outros dias de
repouso e 92% em relacdo aos dias de alimentacdo. Essa maior
similaridade do 7R com os dias de alimentacdo pode ser explicado
(como ja mencionado nos resultados da gqPCR) devido o aparente
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crescimento bacteriano no periodo de repouso com diminuicdo na
alimentacdo, conforme encontrado também para a estacdo E3.

O resultado da multivariada NMDS (Figura 74) demonstra
estatisticamente o que foi mencionado anteriormente entre os periodos —
repouso e alimentacdo — e em relacdo as variaveis analisadas.

Figura 74 — Andlise estatistica NMDS do gel da DGGE para a estagdo E4

(p=0,001)
|j|:
Jf o [Res—
_— Ei[ﬁ,_‘__,_”
= ] —

Por fim, quando ambas as estacbes — E3 e E4 — foram
comparadas, estatisticamente e pela andlise de agrupamento por
similaridade foi observado diferenca estatisticas entre elas: p = 0,001 e
similaridade de 54%.

De acordo com os resultados obtidos para a estagdo E4, parece
gue — a0 menos visualmente — em uma estagdo “jovem”, encontra-Se
uma menor diversidade de bactérias. Além disso, que uma maior
abundancia é encontrada no inicio do periodo de repouso assim como
para os primeiros dias de alimentac&o. Esses resultados vém de encontro
com os obtidos para a estacdo E3, portanto, a estacdo E4 possui algumas
similaridades com a estacdo E3, todavia em menor amplitude devido ser
uma estacgao jovem.

Em relacdo aos géneros encontrados para todos os filtros —
pilotos e escala real — foi observado que estes foram 0s mesmos. Porém
as espécies que compBe esses géneros apresentaram-se de forma
diferentes com variagbes de comportamento (abundéncia, presenga e

PPGEA — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (2015)



218

auséncia) em relagdo as varidveis testadas — profundidade, distancia do
ponto de alimentacdo, estacdo do ano e ciclo operacional. Resultados
semelhantes ao encontrado neste estudo foram observados por Tietz et
al. (2007).

Trurakama et al. (2015) cita que as bactérias do género
Nitrosospira e Nitrosomona diferem entre si em relacdo a tolerancia da
amoénia. Sendo as Nitrosospira sp geralmente mais susceptiveis a
concentracBes elevadas de aménia, do que as espécies do género
Nitrosomonas. Damis et al. (2001) e Rowan et al. (2003) também
afirmam que a diversidade bacteriana de um sistema de tratamento de
aguas residuarias tem um grande impacto na estabilidade dos processos
gue ali ocorrem.
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5. CONCLUSOES

A partir da pesquisa foram obtidas as seguintes conclusoes:

¢ Hidraulicamente, o fluxo através dos filtros pilotos mudou
significativamente ao longo das estagdes do ano, melhorando, em
termos de batelada, sua condi¢cdo de funcionamento do inverno para o
verdo. O que por sua vez influenciou na condicdo de oxigenacéo e do
potencial redox. A andlise hidraulica retratou o comportamento dos
filtros, o que foi de grande importancia para compreender quais fatores
afetou a eficiéncia na remogdo das formas nitrogenadas.

¢ Os filtros operaram de forma intermitente com uma carga
hidraulica de 0,23 m/d durante o periodo de alimentacdo, periodo este
correspondente a 2,5 dias.

¢ O potencial redox e o oxigénio medidos em trés diferentes
profundidades no interior dos filtros mostraram claramente as mudancas
de valores dessas medidas de acordo com o nivel de saturagdo, com o
ciclo de repouso e alimentacéo e, no periodo em que os filtros estiveram
colmatados. Os valores de Eh e O, durante o periodo de colmatacdo
apresentaram condicdes oxidantes continuas e baixas, o que afetou a
eficiéncia do tratamento (Sonda Eh localizada a 38 cm: valores entre
300 a — 200 mV e, com valores para O, entre 2 a 6%; Sonda Eh_49 cm
100 a 500 mV e O,: 12 a 21%; Sonda Eh_62,5cm -300 mV e O,de 2 a
4%). No periodo de operacdo hidraulica normal, estes valores indicaram
a existéncia de condicBes redox ideais para o tratamento do efluente nas
diferentes situagdes de saturacdo avaliadas para ambos os filtros (valores
médios: Sonda Eh_38 cm entre - 100 a 450 mV e O, de 8 a 20%; Sonda
Eh_49 cm entre 30 e 400 mV e O, de 10 a 18%; Sonda Eh_68 cm entre
-200e—-300 mV e O, entre 2 a 3% ).

eNa Fase 1, os pilotos (ambos com 25 cm de saturagdo)
apresentaram comportamento estatistico similar. Em termos de
eficiéncia durante o tratamento para ambos os filtros obtiveram-se boas
eficiéncias de remocdo: média de 86% para os s6lidos; 47% para DQO
dissolvida; 56% para a nitrificacdo e 85% para a desnitrificagdo.
Considerando que estes resultados correspondem ao tratamento de um
Unico filtro do primeiro estagio do Sistema Francés, pode-se afirmar que
as eficiéncias de remocdo séo satisfatorias.

¢ Na Fase 2 — camada de saturacdo de 25 cm para o FPM/P1 e de
15 cm para 0 FPM/P2 —, com excecdo do amoénio, os filtros
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apresentaram diferentes taxas de desempenho em relagdo aos parametros
avaliados. A reducdo da camada saturada influenciou de forma negativa
a remocdo dos sélidos e da DQO, bem como a eficiéncia da
desnitrificagdo, embora com uma taxa de remocdo satisfatéria (média de
75% para os sélidos; 36% para DQO dissolvida; 45% para a nitrificacdo
e 65% para a desnitrificacdo).

¢ Portando, o nivel de saturagdo de 25 cm (Fase 1), com TDH
tedrico de 6,66 h, apresentou o melhor desempenho de remoc¢do de
poluentes entre as saturacbes avaliadas neste estudo, com base na
avaliacdo dos parametros fisico-quimicos, potencial redox e oxigénio.

e Deve-se notar que para a nitrificagdo, o menor tempo de
detencdo hidraulica, a oxigenacdo, o fluxo e a velocidade de drenagem
sdo fatores importantes para a eficiéncia do tratamento, para além dos
fatores fisicos e bioldgicos.

Em relacdo as andlises da diversidade microbiana foram obtidas
as seguintes conclusdes:

e Para todos os filtros analisados ndo houve diferenga estatistica
em relacdo aos diferentes pontos de coletas (distancias do ponto de
alimentacdo), demostrando uma boa e homogénea reparticéo do afluente
na superficie dos filtros.

e Para os filtros pilotos a maior quantidade de bactérias foi
detectada no periodo de inverno. Isso indica que as bactérias tardam a se
estabelecer, demostrando o impacto do inverno na estrutura bacteriana.

« Para as estacdes em escala real, a maior quantidade (n° cépias
gene/g pellet) de bactérias foi detectada na profundidade de 30 cm,
demostrando que a camada de M.O. depositada tem um papel
importante na estrutura do perfil microbiano.

» A dindmica de crescimento das bactérias observada nos dias
de alimentacéo e repouso indica que um periodo de repouso de sete dias
utilizado no Sistema Francés seria suficiente para impedir um
decaimento excessivo da comunidade bacteriana, otimizando assim a
eficiéncia do tratamento.

Filtros plantados com macrdéfitas sdo extremamente dinamicos
e possuem um ambiente heterogéneo, em que a variagdo dos parametros
fisico-quimicos e ambientais interfere fortemente na eficiéncia do
tratamento, bem como nos organismos envolvidos nos processos de
transformacéo do nitrogénio.

Além disso, a diversidade de micro-organismos envolvidos no
ciclo do nitrogénio em filtros plantados com macrofitas é extremamente
mais ampla do que se imaginava ou, do que se tem descoberto até o
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momento. Ademais, estudos sobre a diversidade da comunidade
bacteriana em sistemas de FPM ndo sdo raros, porém, ainda bastante
incompletos em relacdo a complexidade existente nesses sistemas.
Sendo assim, é de certo modo dificil obter-se conclusdes exatas sobre a
dindmica da estrutura da comunidade microbiana em filtros plantados
com macrdéfitas, ou a sua relacdo com o0s processos de remogdo e
parametros operacionais. Portanto, mais estudos devem ser realizados
para que isso se torne possivel.
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6. RECOMENDAGOES

e Testar diferentes alturas (maiores e menores) da camada
saturada, além das utilizadas nesta tese;

e Realizar anélises da microbiota ao longo de toda a profundidade
do filtro, além de diferentes variaveis como: temperatura, efeito
de carga organica e hidraulica;

e Aprofundar o conhecimento e investigacdo sobre a comunidade
bacteriana através do sequenciamento completo do 16S;

e Utilizar modelos matematicos existentes, a fim de relacionar
com os resultados obtidos pelas técnicas da biologia molecular.
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APENDICE A

% Métodos de preparacéo para as amostras: obten¢do do biofilme
para analise

Para a realizacdo do protocolo, seguiram-se 0s seguintes passos:

— Selecionar uma quantidade de material filtrante suficiente
para formar um pellet de aproximadamente 1 g no final da etapa de
retirada da biomassa. Para a extracdo do DNA de uma amostra, séo
necessarios 0 minimo de 0,25 g de pellet conforme protocolo de
extracdo do DNA; — Colocar o material filtrante em frascos especificos
(preferencialmente de forma circular) para a agitacdo.; — Adicionar agua
ultrapura auto clavada. e.x.: para 60 g de material adicionar 200 ml de
agua; — Colocar os frascos sob agitacdo numa plataforma de agitacdo
durante 3 horas, a 200 rpm; — Em seguida, transferir o liquido para tubos
especificos de centrifugacdo. Note: a transferéncia se da pela filtracdo
do liquido com o auxilio de uma peneira de 2 mm, a fim de eliminar as
particulas maiores; — Centrifugar durante 10 minutos a 12000 rpm; —
Eliminar o sobrenadante; — Pesar e anotar o valor do pellet formado; —
Conservar o pellet entre uma temperatura de -80 a -20°C até 0 momento
de sua utilizag&o.

Tal protocolo esta representado na Figura 75.

Figura 75 - Esquema explicativo do protocolo de retirada do biofilme

o

-

60g do material Agitagdo Transferir o liquido contendo Centrifugar
filtrante + 200 m| durante 3 horas a biomassa desprendida para durante 10 min

d’agua ultra pura 2200 rpm os tubos de centrifugagdo a 12000 rpm

Eliminar o

sobrenadante; Pesar
e anotar o valor do
pellet formado

!

Armazenar o
pellet a—20°C
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APENDICE B

A Figura 76 representa um esquema que resume 0s passos da

da PCR.

ida pela técnica

reacao ocorri

Figura 76 — Reagdo em cadeia de polimerase - PCR
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APENDICE C

A Figura 77 representa as etapas do procedimento da

Eletroforese em gel de gradiente desnaturante — DGGE.

Figura 77 — Eletroforese em gel de gradiente desnaturante - DGGE
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APENDICE D

A Figura 78 representa as etapas do procedimento da PCR em

tempo real.

gPCR

Figura 78 — PCR em tempo real
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APENDICE E

A Figura 79 representa o fluxograma das técnicas e etapas
realizadas nas andlises de biologia molecular desta tese.

Figura 79 — Fluxograma das anélises moleculares
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