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RESUMO

Os Leitos de Plantas ou Leitos de Macrdfitas constituem o
tratamento secundério de agua residual, dos sistemas de
baixa tecnologia conhecidos por FitoETARs. Em casos
concretos, as FitoETARs apresentam vantagens relevantes
em relacao aos sistemas de tratamento de aguas residuais
mais conhecidos. Com vista ao estudo das biocenoses
rizosféricas de uma FitoETAR localizada na Unidade de
Turismo de Habitacdo do Paco de Calheiros (concelho de
Ponte de Lima), andlises microbiol6gicas de amostras de
agua e analises microscopicas de amostras de substrato e
raizes do leito foram acompanhadas pela monitorizagcdo de
parametros fisico-quimicos e bioquimicos, tais como
temperatura, pH, Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBOs)
e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO). A eficiéncia de
remocao da CBOs e da CQO foi em média de 96% e 92%,
respetivamente. Nas amostras analisadas ao microscépio
observaram-se alguns metazoarios e foram identificados 20
taxa de protozoarios, 15 dos quais ciliados. Foi também
constatada uma certa variacdo espacial e temporal da
densidade e diversidade dos eucariotas. Sendo ja
reconhecido o importante papel dos diferentes grupos
funcionais de protozoarios nos sistemas de lamas ativadas
onde sdo utilizados como Dbioindicadores, a sua
monitoriza¢do em FitoETARs adivinha-se muito vantajosa.
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1 INTRODUCAO

Em Portugal, desde o estabelecimento da Directiva-Quadro
da Agua da UE (2000/60/EC), os Leitos de Plantas para
tratamento de dguas residuais domésticas estéo a receber
mais atengdo. Para resolver os problemas de saneamento
basico de pequenas e isoladas localidades rurais, varios
municipios ou empresas responsaveis tém optado pela
integracdo de “Leitos de Macrofitas” como tratamento
secundario em estacfes de tratamento de aguas residuais
(FitoETARS).

As inUmeras tecnologias de tratamento de aguas residuais
domeésticas, mais ou menos eficientes e econdmicas
guando utilizadas em grande escala, quando usadas para
pequenos aglomerados populacionais s&o inviabilizadas
pelos elevados custos de instalagdo e de manutencédo. Por
este motivo é entdo conveniente recorrer ao uso de “baixas
tecnologias” — técnicas simples, de baixo custo de
instalacdo e de manutencdo - como é o caso das
FitoETARSs.

A eficiente concecdo destes sistemas de baixa tecnologia
muito singulares, exige a escolha correta dos seus
principais componentes: substrato do leito, plantas e
regime hidraulico (Mina e Ferreira, 2011). O substrato é um
componente determinante neste tipo de tecnologia. E nele
gue as plantas se sustentam, e é ele que vai determinar a
eficiéncia do fluxo hidraulico para o tempo de residéncia
pretendido. Os problemas de colmatagdo geralmente



registados nos leitos construidos de acordo com outras
tecnologias tém sido ultrapassados pela utilizacéo de argila
expandida (AE) como meio de enchimento. Apresentando
boa condutividade hidraulica e capacidade inicial de
remocao de fosforo por adsorcao (Galvao, 2009), a AE tem
sido utilizada como suporte de varias plantas,
nomeadamente para tratamento de efluentes industriais
(Calheiros et al., 2007).

A escolha das plantas a colocar no(s) leito(s) é outro fator
relevante para o bom desempenho do sistema. As plantas
terdo de suportar a variabilidade da agua residual
considerada e, quando presente, altos niveis de agentes
toxicos (Calheiros et al., 2007). Devem ainda ser tidos em
conta os fatores ambientais propicios a aclimatizacdo e
desenvolvimento das plantas, como por exemplo a
temperatura e a humidade. Na Europa, a espécie
Phragmites australis tem sido amplamente utilizada, no
entanto também tém sido utilizadas outras plantas tais
como, Typha spp., Scipus spp. e Phalaris arundinacea,
tanto para tratamento de aguas residuais domésticas como
industriais (Vymazal, 2005; Calheiros et al., 2009; Vymazal,
2011).

Adicionalmente, o0 conhecimento das biocenoses
associadas a(s) rizosfera(s) presente(s) nos leitos ndo é de
menosprezar. Os estudos bioldgicos realizados em Leitos
de Plantas tém-se centrado essencialmente no papel
destas e das bactérias no tratamento das aguas residuais.
Contudo, protistas e pequenos metazodarios (organismos
pluricelulares heterotréficos) terdo também um importante
papel, se ndo crucial, no sucesso destes sistemas de baixa
tecnologia. Assim sendo, uma visdo holistica dos
processos que ocorrem em Leitos de Plantas, s6 é possivel
conhecendo toda a comunidade bidtica ou biocenose (Mina
e Ferreira, 2011). Além das bactérias, fundamentais a



degradacdo da matéria organica, 0s organismos mais
facilmente encontrados no substrato dos Leitos de Plantas
sdo protozoarios. Estes sao eucariotas unicelulares
heterotréficos, de entre os quais se destacam os ciliados
por serem mais complexos, holozdicos e particularmente
bacteri6fagos. De acordo com Przybos (2011), a
distribuicdo de protozoarios em lagoas naturais ndo resulta
de fendbmenos puramente aleatdrios. A distribuicdo destes
organismos é altamente influenciada por vérios fatores, tais
como, a concentracdes de nutrientes e matéria organica e
da temperatura, resultando numa variagdo sazonal de
determinados géneros, como por exemplo Paramecium.
Além disso, sendo ja reconhecido o importante papel dos
diferentes grupos funcionais de protozoarios nos sistemas
de lamas activadas, onde também s&o utilizados como
bioindicadores (Nicolau et al., 1997), a sua monitorizacao
em FitoETARs adivinha-se muito vantajosa. Contudo, é
escassa a informagéo sobre as comunidades de eucariotas
em Leitos de Plantas pois a amostragem do substrato e
sua analise microscopica ndo esta ainda otimizada (Mina e
Ferreira, 2011).

Tendo em vista o estudo ecoldgico das comunidades
(biocenoses) destes sistemas, o principal objectivo do
presente trabalho consistiu na concecdo de metodologias
para adequada andlise microscopica das amostras do
substrato dos Leitos de Plantas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caraterizacdo e amostragem da FitoETAR

A FitoETAR localizada na propriedade do Paco de
Calheiros no concelho de Ponte de Lima iniciou operacao
em setembro de 2010. A FitoETAR compreende uma fossa



sética (unidade de tratamento primario) e um leito de
macrofitas emergentes de fluxo sub-superficial horizontal.
O leito, de aproximadamente 45m? de area e com uma
profundidade de 0,4m, tem uma geometria
aproximadamente retangular com um pequeno desnivel
inferior para jusante. A comunidade microbiologica e as
raizes das macréfitas sdo sustentadas por um substrato de
argila  expandida (LECA®M), de granulometria
compreendida entre 2 e 12,5 mm. As plantas do leito
pertencem as espécies: Canna indica, Canna flacida,
Agapanthus africanus, Zantedeschia aethiopica e Watsonia
borbonica (Figura 1). A recolha de amostras foi realizada
mensalmente, de fevereiro a junho de 2012.

Figura 1. Leito de Plantas da FitoETAR do Paco de Calheiros -
unidade de Turismo de Habitacdo (TH), Ponte de Lima.

As amostragens consistiram na recolha de 1000ml de 4gua
residual nas caixas de visita situadas a entrada e a saida
do leito, para determinacdo laboratorial da CBOs e da
CQO. Foram também recolhidas a montante e a jusante do
leito, amostras compostas (aproximadamente 750ml) de
substrato (AE), para recuperacdo dos eucariotas,
posteriormente identificados e quantificados por analise
microscopica.



Para a andlise microbiologica da agua residual - estimativa
dos teores de heterotréficos recuperaveis (HR) e de
coliformes totais (CT) e fecais (CF) - foram recolhidas
amostras de 250ml de agua residual, nas caixas de visita
de entrada e de saida do leito.

De forma a proceder a monitorizagdo da comunidade de
eucariotas da rizosfera de cada espécie de macrdfita
presente no leito, um exemplar de cada espécie foi
recolhido em trés das amostragens realizadas, e a sua
manutencdo no laboratério em hidroponia permitiu a
analise regular dos respetivos microcosmos.

2.1.1 Andlise da agua residual

Em cada uma das sete amostragens realizadas foram
determinados os valores de temperatura, pH, CBOs e CQO
da agua residual recolhida a entrada (ARE) e a saida
(ARS) do Leito de Plantas. A determinacdo da CBOs foi
feita pelo método manométrico utilizando “OxiTop®” e a
determinacdo da CQO foi realizada pelo método de refluxo
fechado de acordo com os métodos padrédo (APHA, 2008).

As analises microbiolégicas para quantificacdo de HR, CT
e CF foram realizadas pelo método de espalhamento em
placa, em meios de cultura apropriados.

2.1.2 Anélise do substrato

No laboratdrio, as amostras compostas de cerca de 750ml
de substrato recolhidas a montante (LM) e a jusante (LJ)
do leito da FitoETAR para frascos de plastico, foram
pesadas antes da adicdo a cada amostra de uma
quantidade definida de 4gua desionizada. A mistura assim
obtida permaneceu no laboratério a temperatura ambiente
de um dia para o outro, e a “agua de lavagem do substrato”



foi recolhida por filtracdo através de uma gaze com
porosidade de aproximadamente 1mm. A suspensao
recuperada foi sujeita a centrifugacdo a 500rpm (459)
durante 1 minuto (Eppendorf Centrifugue 5804 R, rotor A-4-
44), concentrando os eucariotas presentes no volume de
agua recolhido. Por observacdo de preparacdes
temporérias das amostras assim tratadas, em microscépios
oOticos - Motic®BA 200 e LEICA® DM 5000B — utilizando as
técnicas de campo claro (cc), campo escuro (ce) e
contraste de fase (cf), a identificagdo das formas
encontradas foi realizada com a ajuda de chaves de
identificacdo apropriadas (Fitter e Manuel, 1995; Madoni et
al., 1996; Canler et al., 1999; Lee et al., 2000).

3 EFICIENCIA DO SISTEMA

3.1 Parametros fisico-quimicos e bioquimicos

Durante o periodo experimental as amostras ARE e ARS
foram numeradas de 1 a 7 de acordo com o dia da
amostragem: (1) 23 fevereiro, (2) 14 de marco, (3) 18 de
abril, (4) 23 de maio, (5) 14 de junho, (6) 21 de junho e (7)
30 de junho.

A temperatura e o pH das amostras analisadas variaram
dentro de limites esperados, mas os valores quer da CBOs
guer da CQO determinados nas amostras ARE, foram
geralmente bastante mais elevados do que € habitual para
aguas residuais domésticas (Vymazal, 2009). Contudo
estes valores nao contribuiram para a diminuicdo da
eficiéncia do sistema, que nunca foi inferior a 90% e 87%,
respetivamente para a remocdo da CBOs e da CQO
(Quadro 1). A eficiéncia de remocdo dos grupos de
microrganismos enumerados — HR, CT e CF (dados nao



apresentados) corrobora a elevada eficiéncia do Leito de
Plantas considerado.

Quadro 1. Valores médios (n=7) dos parametros fisico-quimicos
e bioguimicos determinados na agua residual recolhida a entrada
(ARE) e a saida (ARS) do leito nos dias de amostragem

Parametro Amostra Média + DP
pH ARE 7,24 +0,29
ARS 6,82 +0,34
Temperatura (°C) ARE 173+3.1
ARS 15,5 +3.3
CBOs (mg I ARE 544 +266
ARS 18 +8
CQO (mg I) ARE 1045 +485
ARS 60 +49

3.2 Biocenoses de Eucariotas

A recuperacdo de organismos eucariotas das amostras LM
e JM recolhidas no Leito de Plantas ao longo do periodo
experimental foi facilitada pelo tipo de substrato utilizado no
leito. A técnica desenvolvida para a concentracdo das
suspensfes obtidas mostrou-se favoravel a identificacdo
dos eucariotas recuperados e de confianca para a
determinacdo das densidades das diferentes formas
consideradas, tendo em conta que as formas de dimenséao
inferior a 20pm conjuntamente identificadas como
microeucariontas, ndo foram contabilizadas. A observacao
das amostras ao microscépio revelou a presenca de uma
consideravel diversidade de organismos eucariotas, quer



pluricelulares quer unicelulares (Figuras 2, 3 e 4). Destes
ultimos foram identificados grandes grupos de protistas
sobretudo heterotréficos, mas algumas formas de
fitoflagelados essencialmente euglendides foram também
observadas com bastante regularidade. Os 20 taxa de
protozoarios identificados incluiram 15 géneros diferentes
de ciliados (Figura 2), de abundéancia variavel ao longo do
periodo experimental.

a)

Figura 2 Observacgdes em microscopia 6tica de campo escuro
(ce) de ciliados recuperados de amostras do Leito de Plantas. a)
Metopus (ce 200x) b) Paramecium (ce 400x) c) Urostila (ce 200x)
Microscopio LEICA® DM 5000B

Amebas nuas e com teca (Figura 3 a) foram identificadas
em grande numero a partir do més de maio.

b)

Figura 3. Observag6es ao microscopio LEICA® DM 50008
(Leica) e Motic®BA 200 (Motic) de protozoarios recuperados de
amostras do Leito de Plantas. a) Arcela e Ameba (cc Leica 200x)
b) Vorticella (cc Motic 400x) ¢) Colpidium (cc Leica 400x).

Entre os metazoarios foram identificadas algumas formas
de anelideos, gastrotricos, nematodes, platelmintes e



rotiferos, mas os mais frequentes durante o periodo
experimental foram os rotiferos, neméatodes (Figura 4).

a) b)

Figura 4. Observacdes ao microscopio 6tico de alguns grupos de
metazoarios recuperados de amostras do Leito de Plantas. a)
NEMATODA (cf 200x) b) ROTIFERA (cf 200x). Microscépio
LEICA® DM 5000B.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, com a duragdo de cinco meses, foram
identificados o0s principais grupos taxondémicos que
compdem a biocenose de eucariotas dum leito de
macrdfitas, que exibiram uma distribuicdo diferenciada ao
longo do leito. As metodologias concebidas para a
recuperacao, observacao e guantificacédo de
microrganismos eucariotas demonstraram uma eficacia
consideravel tendo fornecido resultados reprodutiveis. De
entre 0s grupos de eucariotas identificados em amostras
do substrato do leito de macréfitas o0s protozoarios,
sobretudo ciliados, foram o0s mais abundantes. A
abundéancia e diversidade destes eucariotas variou
consideravelmente ao longo do periodo experimental tendo
apresentado valores mais elevados a montante do que a
jusante do leito de macrdfitas. Esta variacdo espacial esta
provavelmente relacionada com a previsivel reducdo de
matéria organica, nomeadamente nutrientes e bactérias, ao
longo do leito plantado. Analises preliminares da rizosfera
das varias plantas presentes no leito apontam para a



existéncia de relacbes especificas de certos eucariotas, 0
gue sugere a potencial importancia destes microrganismos
como bioindicadores.
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