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RESUMO

Sistemas de tratamento contendo lagoas de estabilizacdo, maturacdo ou polimento podem produzir elevadas
densidades de fitoplancton contendo géneros de cianobactérias produtoras de cianotoxinas que podem
acarretar problemas de salde publica em corpos d’agua receptores. Entretanto, pouco se sabe sobre a remogéo
de cianobactérias em filtro de pedra e nem a potencialidade de producdo de toxicidade das mesmas nesse
ambiente. No presente trabalho, avaliou-se a eficiéncia de filtro de pedra de fluxo horizontal na remocédo de
solidos e de cianobactérias, além da matéria organica residual, através da determinacdo de parametros fisico-
quimicos. Como também, foi verificado, por meio de PCR, a presenca do gene mcyE, indicador de toxinas
produzidas pelo género Microcystis sp. Foram monitorados dois filtros de pedra em paralelo durante 230 dias
de experimento com coleta a cada 15 dias. Os resultados revelam que os filtros de pedra eram semelhantes
(teste T) e foram efetivos na remocdo da DBO residual, alcangando no efluente os valores de 11+4 mg/L para
ambos os filtros. A eficiéncia média de remocédo de SST foi 65 % e 66% correspondendo a valores de 33+17,4
e 32+15,3 mg/L para os efluentes dos filtros 1 e 2, respectivamente. Ja a remo¢do média do nimero total de
células do fitoplancton foi de 98% para ambos os filtros, com densidade média de cianobactérias no efluente
do filtro 1 de 2.464+766 cel/mL e de 2.448+728 cel/mL para o filtro 2, ficando muito abaixo dos limites
preconizados na resolucdo Conama 357/05 para as aguas doces superficiais. Ndo foram encontrados os géneros
portadores do gene mcyE, indicando a auséncia de toxinas produzidas por Microcystis sp., em todas as
amostras analisadas. Pode-se concluir que os filtros de pedra sdo eficientes na remocdo de sélidos em
suspensdo e cianobactérias e que, nas condicdes estudadas, ndo favorecem o desenvolvimento de organismos
com potencialidade de producédo de toxinas.

PALAVRAS-CHAVE: Filtros de Pedra, Remocéo de Fitoplancton, Microcystis, Gene mcyE.
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INTRODUGAO

No estado de Pernambuco, ressalta o tratamento de esgotos por lagoas de estabilizacdo em virtude da
adaptacdo ao clima. Contudo, os efluentes de lagoas de estabilizacdo apresentam alta turbidez, nutrientes e
solidos suspensos, com um fitoplancton rico em cianobactérias.

Alguns géneros de cianobactérias sdo aptos de liberar toxinas (metabolitos secundarios) que podem causar
dano a salde humana, desde dermatite, problemas hepaticos e morte por parada respiratoria (LEFLAVIE;
TEM-HAGE, 2007). Dentre as toxinas liberadas pelas cianobactérias, se destaca a microcistina que é
produzida por alguns géneros, tal como a Microcystis, e Planktothrix (INDERJIT & DAKSHINI, 1994;
CARMICHAEL, 1997; AZEVEDO et al., 2002; CHRISTIANSEN et al., 2003).

A aplicacdo de filtro de pedra de fluxo horizontal ap6s essas lagoas poderia ser uma alternativa atrativa para a
remocdo de sélidos em suspensdo e, por conseguinte, o fitoplancton. Entretanto, pouco se sabe sobre a
remocdo de cianobactérias em filtro de pedra e nem a potencialidade de producdo de toxicidade das mesmas
cultivadas nesse ambiente.

A identificagdo de certos géneros de cianobactérias perigosas a salde humana pode ser auxiliada pelas
ferramentas da biologia molecular, por exemplo, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) que tém a sua
finalidade de amplificar a sequéncia alvo através de protocolos sensiveis e especificos (MULLIS & FALONA,
1987) para deteccéo de determinados microrganismos.

Por conseguinte, a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE), apresenta uma técnica eficiente para
caracterizar comunidades microbianas com alto grau de complexidade (MUYZER et al., 1993), além de
permitir estudos relativamente rapidos e simples em relacéo a variabilidade espago-temporal da determinada
populagéo microbiana.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de filtro de pedra de fluxo horizontal na remogéo
de sélidos e de cianobactérias e da matéria orgénica residual, através da determinacdo de parametros fisico-
quimicos. Além disso, foi verificado, por meio de técnicas de biologia molecular, a presenca do gene mcyE,
indicador de toxinas produzidas pelo género Microcystis sp.

MATERIAIS E METODOS

A Estacdo de tratamento de esgoto do municipio de Rio Formoso estd situado a 08° 39°19.67"°S e
35°08°47.52”0 distando 81 Km da sua capital, Recife. A ETE Rio Formoso é constituida por um tratamento
preliminar por gradeamento e caixa de areia, trés reatores do tipo UASB, leitos de secagem, uma lagoa de
polimento e um conjunto de quatro filtros de pedra. Contudo, o trabalho foi realizado nos 2 melhores filtros
gue ndo apresentavam problemas operacionais.

O efluente da lagoa de polimento segue por gravidade, via tubulacdo de 250 mm, para uma caixa de
distribuicdo. Em seguida, o efluente é distribuido aos dois filtros de pedra através de uma tubulagdo de 150
mm. O fluxo do liquido é do tipo escoamento horizontal no interior dos filtros, sendo o material suporte
constituido de seixos e pedras britadas com granulometrias distintas (3 a 10 cm), classificadas como brita trés
comercial, brita quatro comercial e pedras de mdo comercial. A saida do efluente filtrado se da através de
canaliculos com didmetro de 28 mm.

Apos a reunido do efluente de cada filtro, por meio de tubos coletores, uma tubulagdo de 250 mm interliga os
filtros a elevatdria final. Por fim, ap6s a saida deste ponto, o efluente é conduzido para o Rio Formoso, nas
imediacOes da ponte da BR-101. As principais caracteristicas dos filtros de pedra podem ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos filtros de pedra de fluxo horizontal

Comprimento (m) 120
Largura (m) 30
Altura do leito (m) 0,5
Volume (m%) 1980
Numero de filtros (unidade) 2
Vaz&o média do filtro (m°.d™) 504
Taxa de aplicacdo hidraulica (m°/m°.d™) 30
Tempo de detencédo hidraulica (d) 3

Fonte: Adaptada da Companhia Pernambucana de Saneamento (COMPESA).

O monitoramento do sistema foi realizado em intervalos de 15 dias, a primeira coleta foi realizada no dia 23 de
outubro de 2013 e a Ultima coleta foi realizada 10 de junho de 2014 totalizando 230 dias de experimento.
Buscou-se analisar a eficiéncia de cada filtro individualmente e os pontos de coleta podem ser observados na
Figura 1.
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Figura 1: Localizacdo dos pontos de coleta nos filtros de pedra. Afluente — AF; efluente do filtro 1 —
EF1; efluente do filtro 2 — EF2; efluente da caixa — EC; P1, P2 e P3 — pontos de coleta do Filtro 1 (F1); e
P4,P5,P6 — pontos de coleta do filtro 2 (F2). Escala em metros (m)

Fonte: Adaptada da Companhia Pernambucana de Saneamento (COMPESA).

Os pontos no estudo foram denominados: Afluente (AF), ponto situado na caixa de distribuicdo do efluente da
lagoa de polimento; Pontos um (P;) e quatro (P,4), pontos situados a 30 m do ponto AF (afluente do filtro);
Pontos dois (P,) e cinco (Ps), pontos medianos do filtro, pontos situados a 60 m do ponto AF (afluente do
filtro), Pontos trés (P3) e seis (Ps), pontos situados a 90 m do ponto AF (Afluente do filtro) e por fim, pontos
do efluente do filtro 1 (EF,) e efluente do filtro 2 (EF,). Efluente da caixa de unido (EC), ponto situado no
conjunto dos dois filtros de pedra. Este ponto teve a finalidade de analisar a possivel presenca do gene mcyE
para a toxina microcistina.

As coletas nos pontos AF (afluente) e EC (efluente da caixa de unido) foram realizadas em um recipiente
plastico com auxilio de corda. Nos pontos dentro dos filtros de pedra, a medicdo dos parametros de campo in
situ em tubos de PVC perfurados de 30 cm de altura inseridos no material suporte realizado em trabalho
anterior por Martins (2012). Em relagdo ao estudo de biologia molecular, foram utilizados os pontos: afluente
do filtro (AF), Ponto 2 (ponto médio do filtro 1) e efluente da caixa (EC).

A carga organica volumétrica média apresentada neste trabalho pode ser observada na Tabela 2 e 3 abaixo.

Tabela 2: Carga organica volumétrica (COV) apresentada no filtro 1

Parametro Afluente Meio do filtro 1 Efluente do filtro 1
DBO (kg.DBO/ m*.d™) 0,000191 0,000102 0,0000513
NTK (kg.NTK/ m®.d™? 0,000107 0,0000886 0,0000700
N-NH," (kg.N-NH,*/ m®.d) 0,0000746 0,0000746 0,0000560
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Tabela 3: Carga organica volumétrica (COV) apresentada no filtro 2

Parametro Afluente Meio do filtro 2 Efluente do filtro 2
DBO (kg.DBO/ ms.d'l) 0,000191 0,0000980 0,0000561
NTK (kg.NTK/ ms.d'l) 0,000107 0,0000889 0,0000701
N-NH,"( kg.N-NH,"/ ms.d'l) 0,0000746 0,0000501 0,0000561

Os parametros de campo foram mensurados “in loco” e auxiliado por multipardmetro (marca HACH, modelo
40 D) e turbidimetro (marca HACH, modelo 2100 P). Os parametros analisados com seus respectivos métodos
analiticos encontram-se referenciados na Tabela 4.

Tabela 4: Paradmetros analisados em campo

Parametro Unidade | Método Analitico
Oxigénio dissolvido mg/L Eletrométrico
Condutividade elétrica us/cm Eletrométrico
Potencial hidrogénico pH Eletrométrico
Temperatura °C Eletrométrico
Turbidez NTU Turbidimetro

As andlises fisico-quimicas foram realizadas e embasadas pelo Standard Methods (APHA, AWWA e WPCF
2012), podendo ser observado na Tabela 5.

Tabela 5: Pardmetros analisados em laboratdrio e seus respectivos métodos analiticos
Analises Unidade Métodos Analiticos
Alcalinidade mgCaCOs/L Potenciométrico
DQO (total, filtrada e particulada) mgO,/L Colorimétrico
DBO (total, filtrada e particulada) mgO,/L Manomeétrico (Oxitop)
Fésforo total mgP-PO, /L Vanadato-molibdato
Ortofosfato mgP-PO, /L Vanadato-molibdato
Nitrogénio total mgN-NH,"/L Macro-Kjedhal
Nitrito mg NO, /L ions
Nitrato mg NOz /L ions
Nitrogénio amoniacal mgN-NH,"/L Titulométrico
Sélidos suspensos (total, fixo e volatil) mgSST/L Gravimétrico

Em relacdo a analise qualitativa do fitoplancton utilizou-se um microscopio 6ptico binocular da marca Leica-
DME equipado com objetiva de 10, 20, 40 e 100 vezes e ocular de medic¢éo acoplada. Foram confeccionadas
laminas para cada amostragem, com o material vivo e outro com material preservado com lugol acético.

As caracteristicas citomorfoldgicas e estruturais foram medidas as dimensdes de 20 organismos das espécies
mais abundantes e 10 para as espécies pouco frequentes, utilizando equipamento BEL view 7.1 photonics,
acoplado ao microscopio. O mesmo foi utilizado para fotodocumentagdo dos organismos. A identificacdo das
cianobactérias seguiu de acordo com Komarek e Anagnostidis (2000).

Em relacdo & contagem das células fitoplanctonicas foi utilizado o método de Utermdhl (1958), usando
microscopio invertido Feldmann Wild Leitz, modelo Invert 1500, com contraste de fase.

A quantificagdo das células (cel/mL) foi realizada por meio de técnicas de transectos padronizados no sentido
vertical e horizontal. Posteriormente, o microscépio invertido foi calibrado com o auxilio de uma lamina
micrométrica (cAmeras de sedimentacdo de 2 e 5 mL).

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizada planilha eletronica (EXCEL). Para estatistica descritiva
foram utilizados gréaficos Box and Whiskers e tabelas, para analisar as médias e as variancias entre os dados
obtidos. Foi realizada também, a correlacdo de Pearson (valor de r) ao nimero de células de fitoplancton
encontrado no afluente e efluente dos respectivos filtros de pedra e respectivos parametros fisico-quimicos, tal
como temperatura, turbidez, sélidos suspensos totais, nitrogénio amoniacal e ortofosfato, aplicado com nivel
de confianca de 95 %. Em relacdo a similaridade entre os efluentes dos filtros de pedra de fluxo horizontal, foi
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realizado o teste T com duas amostras em par para médias para os parametros de sélidos suspensos totais e
ndmero total de fitoplancton.

A extracdo do DNA foi realizada pelo Kit comercial Power Soil™ DNA Isolation Kit MOBIO laboratérios.
Inc. Para adequar a amostra ao método de extracdo, & necessario que ocorra uma filtragdo de 100 mL da
amostra por uma membrana de 0,22 um (filtro de membrana de mistura de ésteres), com a finalidade de reter
0S microrganismos.

Os extratos de DNA genomico foram submetidos a amplificacdo pela técnica da PCR utilizando diferentes
iniciadores (primers) de acordo com os estudos de Neilan et al., (1999) para bactéria (968F-GC e 1392R), de
acordo com os estudos de Nubel et al., (1997) para cianobactéria (357F-GC e 781R) e de acordo com 0
trabalho de Vaitomaa et al., ( 2003) para microcistina (mcyE-2F e Mic mcyE-8R).

Para cada reacdo do dominio bactéria foram utilizados volumes de 5 pL de tampao de reacdo (10x), 2 pL de
Mg*? (50 mM), 1 uL de dNTPs (10 mM), 4 pL do primer (2 uL 968F-GC e 2 pL 1392R), 1 pL de DNA (10
ng/uL), 0,2 pL tag. polimerase (5U/ pL) e 36,8 uL de agua ultra-pura. Completando o volume final da reacédo
de 50 pL

Para a amplificagdo especifica de membros do filo Cianobactéria foram utilizados volumes de 5 pL de tampéo
de reacdo (10x), 2 pL de Mg*? (50 mM), 1 uL de dNTPs (10 mM), 4 L do primer ( 2 pL 359F-GC e 2 pL
781R), 1 uL de DNA (10 ng/uL), 0,2 pL tag. polimerase (5U/ uL) e 36,8 uL de agua ultra-pura. Deste modo
finalizando um volume de reacdo de 50 pL.

Em relagdo a PCR para microcistina foram utilizados volumes de 2,5 pL de tamp&o de reacéo (10x), 1 pL de
Mg*? (50 mM), 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 2 pL do primer (1uL de mcyE-F2 e 1uL MicmcyE-R8), 1 pL de
DNA (10 ng/uL), 0,1 pL tag. polimerase (5U/ uL) e 17,9 uL de agua ultra-pura. Deste modo apresentando um
volume final de 25 pL.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). As condigdes
de gradiente para a formacdo do gel para bactéria apresentou uma variagdo de 40% até 60% de ureia e
formamida (UF) e 8% de acrilamida (AA), enquanto as condigdes de gradiente para a formacdo do gel para
cianobactéria apresentou uma variagdo de 55% até 70% de ureia e formamida (UF) e 8% de acrilamida (AA).

RESULTADOS
Demanda bioquimica de oxigénio total

A concentracdo média da demanda bioquimica de oxigénio total observada no afluente para ambos os filtros
foi de 41 mgO,/L, enquanto para o efluente do filtro 1 foi de 11 mgO,/L e para efluente do filtro 2 foi de 12
mgO,/L. A ETE Rio Formoso atendeu aos requisitos da legislagdo pertinente durante o periodo de estudo,
podendo ser observada na Figura 2.

A eficiéncia média de remogdo da demanda bioquimica de oxigénio total para o filtro 1 foi de 72 %, enquanto
o filtro 2 apresentou remocdo média de 69 % de demanda bioquimica de oxigénio total. A Resolucédo
CONAMA N° 430 de 2011 estabelece que a Demanda Bioquimica de Oxigénio - DBO 5 dias, 20°C, para
efluentes oriundos de sistemas de tratamento de esgotos sanitarios deve ser no maximo de 120 mgO, /L. A
ETE Rio Formoso atendeu aos requisitos durante ao periodo de estudo com concentracdo média em seus
efluentes de 12 mgO,/L.
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Figura 2: Variacdo da demanda bioquimica de oxigénio total no afluente, ponto médio dos filtros de
pedra e efluentes dos filtros de pedra.

Nitrogénio amoniacal

As concentracdes médias no afluente, efluente do filtro 1 e efluente do filtro 2 foram 16 mg N-NH,"/L, 12 mg
N-NH,"/L e 12 mgN-NH,"/L, respectivamente apresentando uma eficiéncia de remocdo média de 25%,
podendo ser observada na Figura 3. A Resolugdo CONAMA N° 357 de 2005 estipulava o padrdo de
lancamento para N amoniacal como sendo de 20 mg/L, entretanto o padrdo foi suspenso. A legislacdo
ambiental CONAMA N° 430 de 2011 ndo estabelece padrdo maximo para lancamento de nitrogénio amoniacal
para efluentes de sistemas de tratamento de esgotos sanitario.

Nos filtros de pedra, em alguns pontos ocorreram aumentos das concentragdes de nitrogénio amoniacal. Pontos
préximos ao afluente podem ter certo aumento devido a amonificacdo do nitrato precedente do afluente, outro
fator importante é a ureia (CO[NH,],) que é um composto presente em sedimentos encontrados no fundo da
lagoa de estabilizacdo oxidada com o liquido no sistema pode resultar no aumento da amdnia, podendo ser
observado na equacdo 1.

NH, — CO —NH, + H,0 — 2NHj3; + CO, equa(;éo (1)

Ambnia é o produto final da mineralizagdo aerébica do nitrogénio organico dissolvido e particulado. Deste
modo, pode ser gerado por atividade de organismos heterotr6ficos. Por conseguinte, ao passo que as algas
ficam aderidas ao material suporte e posteriormente a morte celular podera haver a liberacdo do ion amoniacal

por decomposicao da biomassa algal.

No estudo de Mara e Johnson (2006) em escala piloto dois filtros de pedra em paralelo, o primeiro
apresentava-se aerado e o segundo sem suprimento de oxigénio com a finalidade de remover nitrogénio
amoniacal. Contudo o filtro ndo aerado apresentou um aumento significativo na concentracdo que pode ser
devido a amonificacdo de nitrogénio organico atribuido a biodegradacdo das algas.
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Figura 3: Variacao de nitrogénio amoniacal no afluente, ponto médio dos filtros de pedra e efluentes dos
filtros de pedra.

Sélidos suspensos totais

A concentragcdo média do afluente foi de 95 mg SST/L, enquanto o efluente do filtro 1 apresentou o valor
médio de 33 mg SST/L e o filtro 2 apresentou valor médio de foi de 32 mg SST/L, podendo ser observada na
Figura 4.

O filtro de pedra 1 apresentou uma remogao média de 65 % para solidos suspensos totais, enquanto o filtro 2
apresentou uma remogao média de 66 % de sdlidos suspensos totais.

Trabalhos renomados (Middlebrooks, 1995; Saidam et al. 1995; Onyeka e Ochieng, 2010) argumentam que 0s
filtros de pedra podem proporcionar de 50% a 70% de eficiéncia na remocéo de s6lidos suspensos totais.

O resultado para o Teste t entre as 14 observagdes dos efluentes dos filtros de pedra foi de (t = 0,744),
significa que as médias dos valores ndo diferem entre os tratamentos, ou seja, os filtros de pedra para este
pardmetro ndo apresentaram diferencas significativas.

Solidos suspensos totais
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Figura 4: Variacédo de s6lidos suspensos totais no afluente, ponto médio dos filtros de pedra e efluentes
dos filtros de pedra.
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Remocéo do fitoplancton

A figura 5 mostra a variacdo do nimero total de células do fitoplancton nos pontos de amostragem. O valor
médio observado no afluente foi de 112.200 de cel/mL. O efluente do filtro 1 apresentou o valor médio de
2.464 cel/mL, enquanto o efluente do filtro 2 apresentou um valor médio de 2.248 cel/mL, podendo ser
observado na Tabela 36. Este resultado demonstra como o sistema de filtro de pedra foi eficaz na remocéo do
fitoplancton apresentando uma eficiéncia média de reducdo de nimero total de células de aproximadamente de
98 %.

O resultado para o Teste t entre as 14 observacdes dos efluentes dos filtros de pedra foi de (t = 0,195),
significa que as médias dos valores ndo diferem entre os tratamentos, ou seja, os filtros de pedra para este
parametro ndo apresentaram diferencas significativas.

Alguns autores (Stutz-Mc Donald & Williamson, 1979; Agust & S&nchez, 2002) argumentam que a remoc¢ao
do fitoplancton pode estd relacionada por sedimentacdo, perda da vitalidade celular ocasionada &reas
sombreadas e escuras. Os filtros de pedra apresentam &reas sombreadas no que se refere ao material suporte
dispostas no sistema

As condigdes advesas para o fitoplancton apresentado pelo material suporte e o fluxo horizontal encontrados

nos filtros de pedra proporcionaram uma elevada reducdo de fitoplancton por tais microrganismos
apresentarem distintas formas, proporcionando adsorcdo pelo material suporte.

Remogdo do nimero total de células do fitoplancton

1,E+05

8,E+04

Cel/mL

4E+04 -

1,E+03 . = | = | =
Afluente Ponto 2 Ponto 5 Ef. Filtro 1 Ef. Filtro 2

-25% B50% 90% 10% *Min xMax ~75% Méd |

Figura 5: Variac@o do numero total de células do fitoplancton no afluente, ponto médio dos filtros de
pedra e efluentes dos filtros de pedra.

Ap6s a passagem pelo sistema de filtros de pedra, a cianobactéria Merismopedia tenuissima continuou muito
frequente (MF), enquanto que as cinaobactérias Microcystis aeruginosa, Planktothrix mougeotii, esteve pouco
frequente (PF), podendo ser observado na Figura 6.
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10 pm

C
Figura 6: A - Merimospedia tenuissima; B - Microcystis (Fonte: Martins, 2012); C - Planktothrix
mougeotii

De acordo com Short (2008), a velocidade da sedimentacédo de particulas em suspensdo tende a aumentar com
o tamanho. Sendo assim, uma célula de tamanho menor confere a desvantagem de diminuir a velocidade de
sedimentacdo. Este fato pode explicar a frequéncia das espécies no efluente, visto que a Merismopedia
tenuissima possui células muito pequenas (1,5 a 2,0 um de didmetro) quando comparadas com 0s outros
géneros de cianobactérias.

De acordo com Dunck et al. (2013) o género Merismopedia pode dominar ambientes por determinadas
caracteristicas, tais como, a capacidade de permanecer em suspensdo na coluna de agua por meio da bainha de
mucilagem, apresentando baixas velocidades de decantacdo. Segundo Kruk et al. (2010) o género
Merismopedia é 6tima coletora de luz, desenvolvem-se em baixas concentra¢fes de nutrientes e tém baixa
velocidade de decantagcdo em relagdo a outros géneros de cianobacteérias.

Correlacao de Pearson (r)

Temperatura x Fitoplancton

O resultado do teste estatistico de Pearson para o parametro de temperatura em relagdo ao fitoplancton exibiu
uma correlacdo positiva bem fraca (r = 0,098) para o afluente. O efluente do filtro 1, apresentou uma
correlacdo positiva bem fraca (r = 0,046), entretanto para o efluente do filtro 2, observou-se uma correlagéo
positiva forte (r = 0,748), podendo ser observada na Tabela 6.

Este resultado pode estar relacionado com a redugdo do fitoplancton no efluente, ja que a temperatura é
reconhecida como um parametro que pode influenciar na. Temperaturas proximas a 25°C, a taxa de
fitoplancton de &gua doce geralmente eucaridtica estabiliza ou diminui, enquanto as taxas de crescimento de
muitas cianobactérias aumentam, proporcionando uma vantagem competitiva (PAERL & HUISMAN, 2009).

A temperatura mais elevada diminuira a viscosidade da dgua de superficie e aumentard a difuso de nutrientes
para a superficie da célula, um processo importante quando ha competicdo por nutrientes entre espécies
(PEPERZARK, 2003). Por estas razdes, geralmente conclui-se que floragbes de cianobactérias podem
aumentar em distribuico e intensidade, quando as temperaturas globais sobem (PAERL & HUISMAN, 2009).

pH X Fitoplancton

A correlacdo entre fitoplancton e pH no afluente apresentou-se positiva fraca (r = 0,319). No efluente do filtro
1, a correlacdo apresentou-se positiva fraca (r = 0,316) e para o efluente do filtro 2, a correlacéo apresentou-se
também positiva fraca (r = 0,101), podendo ser observada na Tabela 6

O resultado apresentado no afluente corrobora com valores altos de pH pelas condi¢des abioticas encontradas
na lagoa de estabilizacdo. De acordo com Mara e Pearson (1992), devido a baixa entrada de matéria organica
na lagoa, hd uma menor producéo de CO, nos processos de degradacdo da matéria organica. Em contrapartida,
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existe um elevado consumo de CO, a partir da atividade fotossintética, gerando um saldo negativo de CO, na
massa liquida.

Sdlidos suspensos x Fitoplancton

A correlacéo entre fitoplancton e s6lidos suspensos totais no afluente apresentou-se positiva fraca (r = 0,156).
No efluente do filtro 1 a correlago apresentou-se positiva bem fraca (r = 0,085) e para o efluente do filtro 2, a
correlagdo demonstrada foi positiva fraca e (r = 0,122), podendo ser observada na Tabela 6.

Este resultado pode estar relacionado a problemas operacionais nas coletas de periodo chuvoso, ja que o filtro
de pedra encontrou-se alagado em alguns pontos. Como discutido anteriormente, os filtros de pedra
promoveram uma boa remog¢do média de sélidos suspensos totais, ja que existe uma grande densidade de algas
no afluente, e posteriormente esta densidade perde sua vitalidade em ambientes sombreados pela acdo do
material suporte, sendo assim mais facilmente adsorvido por este.

A correlagdo encontrada nos efluentes dos filtros de pedra de fluxo horizontal pode estar relacionada a
nitrificacdo, pois é responsavel pelo decréscimo de pH, ja que gera como produto final ions de H*, e esse
decréscimo depende da capacidade de tamponamento do meio (METCALF&EDDY 2003).

Turbidez x Fitoplancton

Em relagdo ao fitoplancton e turbidez, a correlacdo do afluente manteve-se positiva moderada (r = 0,567). Em
relacdo ao efluente do filtro 1, o resultado da correlacdo apresentou-se forte positiva (r = 0,834) e filtro 2
apresentou-se positiva moderada (r = 0,591), respectivamente, podendo ser observada na Tabela 6.

Este parametro é um indicador de presenca algal e pode estar relacionada com a decomposicdo das algas por
acdo do material suporte.

As algas perdem sua vitalidade em areas sombreadas proporcionado pelo material suporte. O colapso das
vesiculas de gas em floracGes de cianobactérias por pressdo provoca uma diminuicdo da turbidez (PORAT et
al., 1999). A diminuicdo da turbidez é proporcional a quantidade de vesiculas de gas em colapso (WALSBY,
1994).

Ortofosfato x Fitoplancton

A correlagdo apresentada pelo ortofosfato no afluente foi positiva bem fraca para o afluente (r = 0,063),
enquanto para o efluente do filtro 1 foi positiva moderada (r = 0,536) e para o efluente do filtro 2 a correlagdo
foi positiva fraca (r = 0,321). O aumento no efluente pode corroborar com a informagdo que cianobactérias
podem utilizar o polifosfato durante a deficiéncia do fosfato, podendo ser observada na Tabela 6.

Tal resultado pode estar relacionado por cianobactérias (Planktothrix, Pseudonabaena,) filamentosas que
apresentam até 20 divisdes celulares em condicdes adversas de fosforo, como também, a estratégia de assimilar
tal elemento, além da sua necessidade momentanea, fendmeno chamado de consumo luxuriante. (SIGEE,
2005). Cianobactérias podem ser capazes de dominar tanto em condi¢do de baixa ou alta concentracdo de
fésforo. De acordo com Posselt et al. (2009), em baixas condi¢des de nutrientes com elevada afinidade por
fésforo Ihe permite competir com outro fitoplancton.

Nitrogénio amoniacal x Fitoplancton

Em relacdo ao afluente, a correlacdo do nitrogénio amoniacal foi positiva fraca com o valor de (r = 0,170). Em
relacdo ao efluente do filtro 1, o valor de r (r = 0,336) e para o efluente do filtro 2 (0,289), deste modo o a
correlacdo do nitrogénio amoniacal foi positiva fraca para ambos efluentes dos filtros de pedra, podendo ser
observada na Tabela 6.

Este resultado pode estar influenciado ao passo que as algas ficam aderidas ao material suporte e
posteriormente havendo a morte celular podera resultar na liberagdo do ion amoniacal por decomposicdo da
biomassa algal. Formas inorganicas de nitrogénio, principalmente nitrogénio amoniacal e nitrato séo
preferencialmente assimiladas pelo fitolancton, embora nitrogénio orgénico dissolvido possa aparecer
ocasionalmente (CAREY et al., 2012).
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Tabela 6 — Correlacéo de Pearson (r) do fitoplancton em relacdo aos parametros de temperatura, pH,
SST, turbidez, nitrogénio amoniacal e ortofosfato.

Parametro | Afluente Categoria Efluente do Categoria Efluente do Categoria
Filtrol Filtro 2

°C 0,098 (+) bem fraca 0,046 (+) bem fraca 0,748 (+) forte

pH 0,319 (+) fraca 0,316 (+) fraca 0,101 (+) fraca

SST 0,156 (+) fraca 0,085 (+) bem fraca 0,122 (+) fraca
NTU 0,567 (+) moderada 0,834 (+) forte 0,591 (+) moderada

N-NH," 0,170 (+) fraca 0,336 (+) fraca 0,289 (+) fraca

P-PO,” 0,063 (+) bem fraca 0,536 (+) moderada 0,321 (+) fraca

Biologia molecular

DGGE de bactéria e cianobactéria
Houve dindmica em determinadas populacdes nas amostras na DGGE das bactérias podendo ser influenciadas
pelas condicdes abidticas e bioticas nos filtros de pedra. Em alguns casos foi capaz de observar uma
diminuicdo na intensidade de bandas ap6s o tratamento do afluente nas amostras (J, N) resultando clara
reducdo de intensidade nas bandas do efluente nas amostras (M, P), o que indica a alta eficiéncia do filtro de
pedra na remocdo de microrganismos.

Também cianobactérias foram detectadas pelo método da DGGE em varias amostras dos filtros de pedra. Os
padrdes das bandas foram idénticos para a maioria das amostras. Contudo nas amostras (H, 1) e (L,M) pode-se
notar a eliminacdo quase por completa de cianobactérias pelo sistema de tratamento (Figura 7).

Na amostra (E, F) ndo houve eliminaco de cianobactérias, provavelmente devido & ocorréncia das chuvas que
ocorreu esporadica no periodo de estiagem realizada neste estudo. Deste modo, diminuiram o tempo de
residéncia do afluente no filtro. Apds a realizacdo da técnica da DGGE foram recortadas véarias bandas e
enumeradas, como podem ser observado na Figura 07 e Tabela 02. Estas bandas serdo enviadas para
sequenciamento.
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Figura 7: Geis de DGGE para Bacteria (A) e Cianobacteria (B). Os humeros indicam as bandas
recortadas para reamplificacdo e posteriormente a serem sequenciadas
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Tabela 7 - Amostras utilizadas no determinado periodo do estudo e pontos caracterizados na formacao

do gel de ureia e formamida para a DGGE A (bactéria) e B (cianobactéria).

Microcistina

Datas Periodo Pontos
02 Dez. 2013 Estiagem A — Afluente
02 Dez. 2013 Estiagem B — Meio do Filtro
02 Dez. 2013 Estiagem C — Efluente
18 Dez. 2013 Estiagem D — Afluente
18 Dez. 2013 Estiagem E — Meio do Filtro
18 Dez. 2013 Estiagem F — Efluente
16 Jan. 2014 Estiagem G — Afluente
16 Jan. 2014 Estiagem H — Meio do Filtro
16 Jan. 2014 Estiagem I — Efluente
21 Mai. 2014 Chuvoso J — Afluente
21 Mai. 2014 Chuvoso L — Meio do Filtro
21 Mai. 2014 Chuvoso M — Efluente
10 Jun. 2014 Chuvoso N — Afluente
10 Jun. 2014 Chuvoso O — Meio do Filtro
10 Jun. 2014 Chuvoso P — Efluente

No determinado trabalho a amplificacdo com os primers mcyE-F2 e MicmcyE-R8 (Vaitomaa et al., 2003)
demonstrou-se negativa para todas as amostras durante o periodo do estudo. Contudo no mesmo gel foi
adicionado um controle positivo da espécie Microcystis sp., e este se amplificou, podendo ser observado na

Figura 8 e Tabela 7.

Entdo, apo6s o tratamento pode-se notar que no efluente continha cianobactérias, contudo os determinados
géneros ndo apresentaram gene produtor de toxina.

Este resultado corrobora com Paiva (2012) que apesar da existéncia de taxons potencialmente produtores de
toxinas na ETE-Rio Formoso (Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Anabaenopsis) e elevada biomassa de
cianobactérias, nao foram detectado presencas de microcistinas-LR, através da andlise por HPLC
(cromatografica liquida de alta preciséo).

& o e
A B C. D'

e .
Figura 8: Eletroforese dos produtos de PCR utilizando os primers mcyE-F2 e MicmcyE-R8, realizada
nas amostras baseada na Tabela 02, controle positivo (CP) e controle negativo (CN)
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CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Os filtros de pedra promoveram uma excelente remo¢do da matéria organica, deste modo completando a
remocdo efetuada pelo reator UASB e pela lagoa de polimento. As concentragcdes médias dos filtros 1 e 2
atenderam aos padrdes de efluentes em corpos d’agua pela legislacdo 357/05, ou seja, o valor limite de 120
mg/L em termos de DBO.

Os resultados médios foram excelentes em relacdo a remocédo de sélidos suspensos totais. A eficiéncia média
de remocéo de SST foi 65 % e 66% para o filtro 1 e 2, respectivamente, atingindo os valores de 33+£17,4 mg/L
e 32+15,3 mg/L para os filtros 1 e 2, respectivamente. Em relacdo a remocéo de nitrogénio amoniacal os filtros
de pedra apresentaram eficiéncia média de 25%, as concentragdes médias no afluente, efluente do filtro 1 e
efluente do filtro 2 foram 16 mg N-NH,*/L, 12 mg N-NH,"/L e 12 mgN-NH,"/L, respectivamente Os filtros de
pedra apresentaram oscilacdo elevada durante o periodo do estudo, que podem ser explicado pelo
desprendimento de algas presentes no material suporte. Vale salientar que o sélido em suspenséao, a demanda
bioquimica de oxigénio e o nitrogénio amoniacal sdo parametros fundamentais na caracterizacdo da poluicdo
dos corpos hidricos.

Em termos de remogdo de cianobactérias nos filtros de pedra, os resultados apresentados para remocao média
do ndmero total de células do fitoplancton foi de 98% para ambos os filtros, e a densidade média de
cianobactérias no efluente do filtro 1 foi de 2.464+766 cel/mL e para o filtro 2 foi de 2.448+728 cel/mL
ficando muito abaixo dos limites da legislagdo CONAMA 357/05, que é de 50.000 cel/mL.

Os resultados da DGGE de cianobactérias apoiaram os dados de contagem de fitoplancton. O sistema de
tratamento conseguiu uma grata eliminacéo das cianobactérias no periodo de estiagem. No periodo chuvoso o
sistema foi sobrecarregado, assim provoca reducao da eficiéncia.

N&o houve no periodo do estudo género de Microcystis capazes de produzir microcistina através detecgdo por
PCR especifica. 1sso coincide com resultados das pesquisas realizadas anteriormente na ETE Rio formoso
onde ndo se detectou microcistina-LR via cromatografia liquida.
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