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RESUMO

Considerando a problematica da eutrofizagcdo em corpos receptores, as lagoas de lemnas tém demonstrado um
grande potencial para remocéo de nutrientes (N e P) de efluentes domésticos. Pois as macréfitas lemnaceas
apresentam elevadas taxas de absor¢do de nutrientes, além de produzirem uma biomassa passivel de
valorizacdo. Porém, a influéncia da dindmica microbiana nestes sistemas de tratamento € pouco estudada.
Deste modo, o presente estudo visou avaliar o potencial de lagoas de lemnas para o polimento do esgoto
domeéstico, com enfoque na dindmica da microbiota associada as lemnas. Para isso, foi desenvolvido um
experimento em escala piloto, composto por duas lagoas de lemnas (L1 e L2) em série (10,8m? e TDH de 17
dias cada) para o tratamento de esgoto doméstico. O sistema foi operado com uma vazéo de 200 L.dia, carga
organica de 2,5 g DQO.m2.d! e monitorado por meio de parametros fisicos e quimicos (OD, pH, N-NHs, NT,
N-NO2, N-NOg, PT, P-POq4, SST e DQO). A avaliacdo microbiologica foi feita por meio da caracterizagdo e
contagem de zooplancton, e do sequenciamento genético, realizado para identificagdo e quantificacdo de
grupos bacterianos. Como resultados, observou-se uma eficiéncia de remocdo de nutrientes de NT =91% e PT
= 93%, produzindo um efluente com concentragGes de 5,3 e 0,5 mg.L™? para NT e PT respectivamente. As
analises do zooplancton revelaram uma elevada densidade de microcrustaceos chegando a aproximadamente
30.000 ind.L*. O sequenciamento genético revelou diversidade de géneros bacterianos, incluindo organismos
patogénicos, nitrificantes, desnitrificantes e fixadores de nitrogénio. Conclui-se que as lagoas de lemnas
operadas sob as condicGes avaliadas atingiram remocdo de nutrientes enquadrando o efluente nos padrdes de
langamento da legislacéo vigente. E que os organismos associados as macroéfitas desempenham uma importante
fungdo no sistema, com variagbes sazonais, principalmente na remocdo de sélidos suspensos e na
transformacéo de nutrientes.

PALAVRAS-CHAVE: Lagoas de lemnas, tratamento de efluentes, esgoto doméstico, microbiota, biologia
molecular.

INTRODUCAO

O esgoto doméstico pode apresentar elevadas concentracfes de nutrientes, como nitrogénio e fésforo, além da
contaminacao fecal, por agentes patogénicos, mesmo apos o tratamento. Quando 0s nutrientes sdo langados nos
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ecossistemas aquaticos podem induzir o processo de eutrofizacdo causando diversos danos aos corpos
receptores.

Como alternativa para efetivar a remocdo de nutrientes dos esgotos domésticos estd o uso de lagoas de
tratamento com macréfitas aquaticas. Estes sistemas tém sido propostos e utilizados no tratamento terciario de
aguas residuarias, tais como as domésticas, industriais e de suinocultura. Este tipo de configuracdo de lagoas
de estabilizacdo é caracterizado pela presenca de uma espécie de planta aquatica que cobre totalmente a
superficie da lagoa trazendo beneficios como: a reducdo de algas, a absorcdo direta dos nutrientes, a reducdo
de odores e superficie para fixacdo de biofilme, entre outros.

As lagoas que utilizam macrdéfitas lemnaceas para o tratamento de efluentes domésticos tém sido aplicadas com
sucesso em diversos paises, como Brasil, China, EUA e india (BRUGNAGO, 2014; ZHAO, 2015; IQBAL,
1999). E uma tecnologia promissora, visto que alia a eficiéncia para o polimento de efluentes com o baixo
custo e baixa complexidade operacional do sistema.

Considerando a potencialidade do uso das lagoas de lemnas para o tratamento e valorizacdo de efluentes e o
restrito conhecimento desta tecnologia no Brasil, o presente estudo visou compreender a relacdo entre a
comunidade bioldgica e a eficiéncia do tratamento de esgoto doméstico em lagoas de lemnas.

MATERIAIS E METODOS

Descricdo e operacéo do sistema piloto

O estudo foi desenvolvido em um sistema experimental, em escala piloto, instalado no campus da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no municipio de Floriandpolis, SC, Brasil Este sistema era
formado por tanques de equalizagdo (TE’s) e duas lagoas de lemnas, todos em fibra de vidro. A capacidade
total de armazenamento dos 3 tanques de equalizagdo é de 11 m®. As lagoas de lemnas (L1 e L2) estdo
dispostas em série e possuem as mesmas dimensoes (4,20 x 2,40 x 1,00 m) ocupando uma area total de 10,08
m2 e area Util de 8 m2. A altura da coluna d’agua é de 42 cm em ambas as lagoas, totalizando um volume Util
de aproximadamente 3500 L.

O esgoto doméstico era proveniente de um condominio residencial, sendo coletado apés o tratamento
preliminar (gradeamento e caixa de gordura) e transportado por caminhdes limpa-fossa. Na unidade piloto, o
esgoto era armazenado e aplicado no sistema de tratamento por meio de uma bomba peristaltica. A populagdo
de macrofitas lemnaceas da espécie Landoltia punctata utilizada neste estudo estava adaptada ao sistema ha
mais de 3 anos. A retirada da biomassa durante a operagdo foi feita duas vezes por semana, com o intuito de
preservar a densidade da populagédo entre 500 e 800 g.m,

O sistema operava em fluxo continuo a uma vazdo de 200 L.d.Apods os TE’s o esgoto seguia por gravidade
para L1 e L2. O esgoto ficava armazenado durante 25 dias nos TE’s, sendo que o tempo de detencédo hidraulico
(TDH) era de 17 dias nas lagoas de lemnas. O elevado tempo de armazenamento nos tanques foi dimensionado
para proporcionar um efluente com caracteristicas terciarias, ou seja, baixa relagdo C:N.

O dimensionamento das lagoas foi feito com base na carga de aménia a ser aplicada, pois, segundo Caicedo
(2005), a concentragdo de amdnia pode ser um fator limitante para o funcionamento das lagoas de lemnas,
cargas muito elevadas podem causar efeito toxico nas macrofitas. A carga média aplicada nas lagoas deste
experimento foi de 12,3 kg N-NHz.ha’.dt, com média de concentragéo de 49,2 mg N-NH;.L1. Considerando a
carga organica, a taxa superficial aplicada foi de 25 kgDBO.ha*.d%.

Monitoramento e anélises

O periodo de monitoramento foi de setembro de 2014 a julho de 2015, totalizando 314 dias. As analises fisicas
e quimicas foram realizadas semanalmente para os pontos de entrada e saida de cada lagoa. Os parametros
analisados foram nitrogénio amoniacal (N-NHs), nitrogénio total (NT), fosforo total (PT), N-NO,, N-NOs, P-
PO4, demanda quimica de oxigénio (DQO), solidos suspensos totais (SST) segundo a metodologia padrdo
APHA (2005), além de oxigénio dissolvido (OD), pH e ORP por meio de sondas portateis.
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Para a caracterizagdo do zooplancton nas lagoas de lemnas, as amostras foram coletadas em pontos de
superficie e meio da coluna d’agua, com volume conhecido (200mL). As amostras do meio liquido foram
filtradas em copos de separacdo de plancton, com malha de abertura de 30um, para concentrar 0s organismos
presentes no meio. Conforme a metodologia descrita pela CETESB (2012), cada amostra foi preservada em
solucdo de formol 4%, e posteriormente, em camara de Sedgwick-Rafter, foram contados todos os organismos
presentes em 1mL, para a obtencdo do nimero de organismos presentes na amostra por litro de efluente
analisado. As andlises aqui descritas foram realizadas quinzenalmente.

Com o intuito de identificar e quantificar os grupos bacterianos presentes nas amostras, foi realizado o
sequenciamento de DNA através da tecnologia lllumina MiSeq®, com a amplificacdo da regido V3-V4 (341-
806) do gene ribossomal 16S. O sistema garante a leitura de 100.000 sequéncias por amostra, com a
identificacdo taxondmica e a quantificacdo do nimero de sequéncias obtidas de cada tdxon. O sequenciamento
de DNA foi realizado em amostras de pontos de superficie e pontos do lodo de cada lagoa de lemna,
totalizando 4 pontos no sistema. As amostras foram coletadas em Mar¢o/2015 (verdo), Junho/2015 (inverno) e
Setembro/2015 (primavera).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Eficiéncia das lagoas de lemnas durante o periodo experimental

De modo geral o sistema de lagoas de lemnas apresentou elevadas eficiéncias, principalmente para a remocéo
de nutrientes. A tabela 1 apresenta os valores médios e eficiéncias do sistema ao longo do periodo
experimental.

Tabela 1. Valores médios, desvio padréo e eficiéncia de remocéo dos parametros avaliados, em todas as
etapas do sistema de tratamento.

Parametros Afluente  Efluente  Efluente Eficiéncia Cargas

n=41 L1(AL1) L1(EL1) L2(EL2) (%)  (kg.hald?)
pH 70+02 70402  6,8+03 - -
OD (mg.L?)  1,3+13  15+15  1,3+12 - -
DQO(mg.L?Y) 997+526 37,4+11,6 32,9+137 67,0 24,9
NT (mg.LY)  59,4+19,1 20,6+109 5350 91,1 148
N-NHs (mg.LY) 49,2+#16,2 155+63  2,1+28 95,6 123

N-NOz(mg.L?) 0,07+0,3 01%0,2 0,101 - -

N-NOs (mg.L?) 0,02#0,1  0,3+05  0,4%0,7 - -
PT(mgL?)  67+1,9  21%12  05+0,7 92,7 16

P-PO.(mg.Ll) 3,819  12+08  0,3%0,5 93,1 0,9

Como era esperado, o esgoto afluente ao sistema apresentou uma baixa relacdo C:N. O pH manteve-se
préximo a neutralidade durante o periodo experimental (entre 6,5 e 7,5) propiciando a estabilidade dos
processos bioldgicos. Para o oxigénio dissolvido (OD) observou-se que durante o verdo, outono e inverno, as
médias variaram entre 1,5 e 2,8mg OD.L™* em EL1, e 1,2mg OD.L™* em EL2. Contudo, em alguns momentos
do monitoramento o OD aproximava-se de zero devido aumentos de carga. O aumento da carga de esgoto
aplicada propicia 0 aumento do nimero de comunidades microbianas e a formacdo de biofilme nas raizes das
lemnas, sendo assim, o consumo de OD por microrganismos pode ter sido maior que a incorporacdo de
oxigénio na agua pela fotossintese das lemnas (BRUGNAGO, 2014).

A presenca de OD em lagoas de lemnas é um ponto divergente entre os autores, conforme descreve Mohedano
et al., (2012, 2014), ao mesmo tempo em que a atividade fotossintética favorece a oxigenacdo, a cobertura
vegetal diminui a superficie de contato com a atmosfera reduzindo a difusdo do oxigénio. Contudo, o OD foi
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suficiente para promover a degradacdo da matéria organica a uma eficiéncia superior a 60%, mesmo com as
baixas concentracdes afluentes.

Remocé&o de nutrientes (N e P)

Durante o periodo experimental, pode-se perceber uma elevada remogdo dos compostos fosfatados e
nitrogenados. Na Figura 1 estdo apresentados os valores obtidos para fosforo total (PT), P-PO4, nitrogénio
total (NT) e N-NHs, ao longo do periodo estudado. Para o fosforo total a eficiéncia de remogédo das lagoas
alcancou 93%, sendo que a maior parte da remogao ocorreu em L2 (77%), as maiores eficiéncias de remogéo
ocorreram durante o verdo e o outono. Destaca-se que durante todo o periodo experimental, a remogdo de PT
foi satisfatdria, atendendo a legislagdo estadual (Lei 14675/2009 - SC) que estabelece o limite de 4mg PT.L™!
para o langamento de efluentes em corpos d’agua.
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Figura 1. Variagdes das concentracdes de NT, N-NHs, PT e P-POq e eficiéncia de remocéo ao longo do
periodo experimental, no afluente e efluente de cada lagoa (L1 e L2).

Os valores de remocdo de fosforo obtidos no presente trabalho sdo superiores a maioria dos trabalhos
encontrados na literatura, como é o caso de Priya (2012), que obteve uma remogdo de 79% utilizando Lemna
minor. El-Shafai et al. (2006) com um sistema de lagoas por lemnas como p6s-tratamento de um reator UASB
relataram remocdo de 78% de fosforo, ja Zhao et al. (2015) destacaram a obtengdo da maior remogdo de PT
durante o verdo e o outono, trabalhando com concentragGes iniciais médias de 3,5mg PT.L. Igbal (1999)
esclarece que quanto maior a taxa de crescimento das lemnas, maior serd a remogdo de fésforo por
mecanismos de absorcdo do PO.* pelas lemnas, e ressalta a importancia da colheita periodica para
maximizacdo da eficiéncia de remocéo.

Para o nitrogénio total a concentragdo média de entrada na lagoa 1 foi de 59,7 mgNT.L™" e saida do sistema de
5,3 mg NT.L?, com 91% de eficiéncia de remocdo. Tanto para N-NH; quanto para NT a maior parte da
remogdo ocorreu em L2, 86% e 74%, respectivamente. Os valores encontrados estdo de acordo com outros
estudos, como Xu e Shen (2011) que utilizaram S. oligorrhiza para tratamento de dejetos suinos, com
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concentragdo inicial de 52,1 mgN-NH,.L™, obtiveram remocdes de 85,3% e 100% apds uma e duas semanas,
respectivamente. Brugnago (2014) obteve remocdo de 88% aplicando uma concentracdo média de 49 mg N-
NHs.L™? no sistema. Em relagdo ao nitrito e nitrato, os valores foram muito baixos nas amostras analisadas
(sempre inferiores a 0,5 mg.L™?). Este fato pode ser explicado devido a taxa de consumo pelas plantas ser maior
do que a velocidade de nitrificagdo. Deste modo, acredita-se que a absorcédo direta de nutrientes pelas plantas
(fito extracdo) é a principal via de remocéo.

Avaliacédo da Microbiota

A maioria dos organismos zooplactdnicos encontrada (Ostracoda, cladoceras e copepodas) séo
microcrustaceos. O grande beneficio de densas populagdes de zooplancton que persistem em lagoas é o
aumento da eficiéncia de processamento de &aguas residuais, resultante da alimentacdo realizada pelos
organismos, que ajudam na remocdo das particulas de matéria orgénica presentes no meio (DAWIDOWICZ;
OZIMEK, 2013).

Como resultados obtidos na contagem dos organismos de superficie, apresentados na Figura 2, notou-se que na
L1, a Alona sp (cladocera) apareceu em maior quantidade nas amostras analisadas na primavera, tendo como
média 2.144 organismos/100mL, no verdo e outono, os organismos da classe Ostracoda foram os mais
recorrentes, com média de 1.630 organismos/100mL. J& no inverno o rotifero Lepadella sp apareceu em maior
quantidade (1.525 org./100mL). A maioria dos cladoceros sdo filtradores, se alimentam de algas, detritos,
biofilmes e material organico suspenso (DOLE-OLIVER et al., 2000).

L00% Lagoa de Lemnas 1 Lagoa de Lemnas 2
b
80% I - . l
60%
40%
20%
0%
Primavera Verdo Outono Inverno Primavera Verdo Outono Inverno
= Naupho (Estagio Larval ND*) ® Rotifera (Lepadela sp) B Rotifera (Lecane sp) W Paramecium sp
Cladocera (Mona sp) Cladocera (Alona sp) B Copepoda (Cyclops sp) Rotifera (Family Philodinidac)
Ostracoda

*Nao Definido
Figura 2. Representagdo gréafica da abundancia relativa de zooplancton na rizosfera das Lagoas de Lemnas.

Ansa et al. (2012) explica que os ostracodas agem como filtradores e podem se alimentar de bactérias e
protozoarios ligados as frondes das lemnas, o que justifica a principal ocorréncia desses organismos na
superficie das lagoas de lemnas. Os rotiferos, claddceras e copépodas consomem bactérias, algas, protozoarios
e detritos organicos contribuindo dessa forma para a clarificacdo do efluente.

Para as amostras do meio da coluna d’agua da DP1 destaca-se o protozoario ciliado - Paramecium sp sendo o
organismo mais frequente nas lagoas de lemnas com média de 883 org./100mL durante o periodo estudado. Os
protozoarios, especialmente os ciliados, desempenham importante papel nos processos bioldgicos de
tratamento de esgotos contribuindo na remocéao de bactérias patogénicas, DBOs e dos SS. No meio da coluna
d’dgua na DP2 os organismos mais abundantes foram rotiferos da familia Philodinidae (691
organismos/100mL), durante o verdo.

Em comparagdo ao estudo de ANSA et al. (2012) que avaliaram uma sequéncia de 4 lagoas de lemnas e
registraram uma média de 29.954 ostracodas/100mL na primeira lagoa, e nas lagoas sequenciais esse valor foi
diminuindo gradativamente até chegar em 1749 individuos/100mL na ultima lagoa, enquanto os cladoceras
foram mais presentes nas lagoas 2 e 3, com média de 62 individuos/100mL nessas lagoas, pode-se perceber
que a quantidade e variabilidade de organismos presentes nas lagoas sdo influenciadas tanto pelas variaveis
fisicas e quimicas em que o sistema é submetido, quanto pelas varidveis climaticas da regido do estudo.
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Por meio dos resultados do sequenciamento de DNA foi possivel identificar 341 géneros de bactérias,
totalizando 45.993 sequéncias de genes bacterianos, adquiridos a partir de 12 amostras. Com a figura 3
percebe-se que o verdo foi a estacdo com maior presenca de bactérias entre as amostras, 0 que pode estar
relacionado com o aumento da temperatura.
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Figura 3. Numero total de sequéncias encontradas no sequenciamento de DNA. LL1: Lodo da L1; RL1:
Rizosferada L1; LL2: Lodo da L 2; RL2: Rizosfera da L2.

Destaca-se que a comunidade bacteriana é bem heterogénea em todas as amostras. A maioria das bactérias
encontradas é heterotrofica, que degradam matéria organica. Foram detectadas algumas bactérias patogénicas,
como a salmonela e a Escherichia coli, que estava presente em todas as amostras, porém em quantidades muito
baixas (inferiores a 0,01% das sequéncias). Provavelmente o elevado TDH juntamente com a predacéo foram
responsaveis pela elevada remocao de coliformes termotolerantes.

As bactérias nitrificantes (Figura 4) foram encontradas em frequéncias relativas inferiores a 4%, pois sendo
organismos autotroficos de crescimento lento sua baixa concentracdo é esperada. Em estudo similar, Zhao et
al. (2015) relatam uma abundéancia de bactérias nitrificantes de aproximadamente 1,5% na rizosfera com niveis
significativos de nitrificacdo. Contudo, foram observadas bactérias fixadoras de nitrogénio (Figura 4), como o
Rhizobium sp., Agrobacterium sp. e Afipia sp. (somando 30% em alguns periodos), as quais podem ter grande
influéncia na dindmica deste nutriente no sistema.

A diversidade de bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio encontradas nas amostras analisadas é um
indicador das mdaltiplas possibilidades de transformacdes bioldgicas de nitrogénio nas lagoas de lemnas.
Porém, é importante destacar que as porcentagens aqui expressas para apresentar as proporgoes das bactérias,
foram considerando-se 100% das bactérias identificadas de cada amostra a nivel taxondmico de género.
Portanto, outras bactérias ndo identificadas podem estar participando dos processos de remocdo e
transformacdes de compostos poluentes.

Como nesse sistema de tratamento o foco € a remocdo de nutrientes pelas lemnas, as lagoas foram operadas
com baixo carbono, sendo assim a relagdo de alimento para sustentar a biomassa de bactérias é baixa,
dificultando seu crescimento. Neste contexto, as lemnas tém um papel mais importante que o papel dos
microrganismos.
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Figura 4. Porcentagem de organismos nitrificantes e fixadores de nitrogénio em relacao ao total de
bactérias. RL1: Rizosferada L1; LL1: Lodo da L1; RL2: Rizosfera da L2; LL2: Lodo da L2.

CONCLUSOES

O sistema de lagoas de lemnas realizou um eficiente tratamento de esgoto doméstico. Na remoc¢do de
nutrientes, destacou-se a remocao de fésforo de 93%, bem como a remocdo de nitrogénio amoniacal de 96% e
nitrogénio total de 91%, produzindo um efluente com concentragdo de 5,3 mg NT.L, 2,1 mg N-NH3.L2e 0,5
mg PT.L?, atendendo a todos os padrdes de lancamento de efluentes estabelecidos pelas legislagdes vigentes
(CONAMA 430 e SC).

A comunidade de microcrustaceos como claddceras (Alona sp) e ostracodas estavam presentes em altas
concentracdes, com média de 2.815 org./100mL na L1, resultando em baixa turbidez e SST (<10 NTU e <30
mg SST/L) durante todas as estagdes.

As lagoas de lemnas apresentaram alta diversidade de grupos bacterianos, totalizando 341 géneros
identificados, dentre eles: organismos patogénicos, nitrificantes, desnitrificantes e fixadores de nitrogénio, com
médias de 9,2%, 0,9%, 33,7% e 16,7%, respectivamente, no entanto, uma forte dindmica das populacdes pode
ser destacada ao longo do periodo, sendo esta esperada em amostras ambientais (coletadas em campo aberto).
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