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RESUMO

A remocédo de micro-organismos patogénicos de efluentes sanitarios € crucial para proteger a saide humana.
Atualmente, os wetlands construidos tém sido recomendados ndo apenas para a remocao de carbono organico
e nutrientes, mas também para remocdo de patogenos de efluentes sanitdrios; no entanto, ha poucas
informacBes sobre os mecanismos e fatores que podem influenciar a remocdo destes micro-organismos. O
objetivo principal deste estudo foi avaliar a remocdo dos micro-organismos modelos Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Colifago somatico e bacteri6fago RNA F-especifico, em diferentes arranjos
tecnoldgicos de wetlands construidos empregados para o tratamento de efluente sanitario. Para atingir o
objetivo proposto, cinco amostras do afluente e efluentes gerados por um wetland construido vertical
descendente de fundo saturado, e um sistema hibrido (wetland construido vertical descendente de fundo
saturado seguido de wetland construido de fluxo horizontal), foram coletadas e submetidas a analises
microbioldgicas entre os meses de setembro de 2022 a novembro de 2022. A caracterizagdo microbiologica do
afluente indicou uma concentragdo média de 4.15E+04 UFC.ml* (4,62 logio) para Escherichia coli, 6.04E+03
UFC.ml* (3,78 logio) para Enterococcus faecalis, 3.60E+03 UFP.ml! (3,56 logio) para Colifago somatico e
1.25E+04 UFP.mI (4,10 logio) para RNA F-especifico. Globalmente, o arranjo hibrido alcangou maiores
remogdes dos modelos do que o arranjo individual (até 4,62 logs para os indicadores bacterianos e 1,02 logs
para os indicadores virais). Além disso, observou-se que os modelos bacterianos tiveram uma maior remogao
do que os modelos virais independentemente do arranjo tecnoldgico. Ademais, este estudo também demonstra
o potencial dos wetlands construidos para remocéo de contaminacdo microbiolégica e, consequentemente para
gerar efluentes mais seguros para serem descarregados no meio ambiente

PALAVRAS-CHAVE: Pat6genos, Remocdo microbioldgica, Wetlands construidos, Efluente sanitario,
Saneamento.
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INTRODUCAO

A falta de acesso a 4gua potavel, coleta e tratamento de efluentes esta diretamente associada a incidéncia de
doengas de veiculagdo hidrica, isto é, doencas que tem como principal via de transmissdo agua contaminada
com micro-organismos patogénicos (COLIER et al., 2021; WANG; FENG, 2021). Atualmente, as doengas de
veiculagdo hidrica representam um fardo significativo para a satde publica, sendo umas das principais causas
de morbidade e mortalidade da populagdo em paises de baixa e média renda (GOWDA et al., 2022;
MORGAN et al., 2021). Globalmente, estima-se que cerca de 1,8 bilhdes de pessoas fazem uso de agua
contaminada por fezes e 2,1 milhdes de pessoas perdem suas vidas em decorréncia de doencas de veiculacao
hidrica (BUCCl et al., 2017).

Os micro-organismos patogénicos sdo inseridos no ambiente aquatico principalmente através das descargas de
efluentes ndo tratados e/ou inadequadamente tratados (SLEYTR et al., 2007). Em todo o mundo, os sistemas
de saneamento centralizados sdo a opgdo mais comum para o0 gerenciamento de efluentes sanitarios
(WERKNEH; GEBRU, 2023). Os sistemas centralizados estdo associados a alto investimento financeiro para
implantagdo e manutencdo, limitagbes topograficas (GARCIA; PAREDES; CUBILLOS, 2013), elevado
consumo de energia (FERNANDEZ DEL CASTILLO et al., 2022), grandes instalacBes de bombeamento e
extensas redes de tubulagdes, o que podem ser fatores limitantes para sua utilizacdo em paises de baixa e
média renda.

Os sistemas de saneamento descentralizados apresentam-se como uma opcdo factivel e vidvel para o
gerenciamento de efluentes, especialmente, para localidades onde os sistemas centralizados sdo uma limitacéo
(MUZIOREVA et al., 2022; GEETHA VARMA et al., 2022). Os sistemas descentralizados se destacam
devido a eficiéncia, flexibilidade, beneficios econémicos e ambientais (OLIVEIRA et al., 2021; EZEAH;
REYES; GUTIERREZ, 2015; HORN et al., 2014). Ainda, sio reconhecidos pela possibilidade de fornecer
beneficios além da protecdo da qualidade da dgua e a saude publica, como por exemplo, a recuperacdo de
recursos (MASSOUD; TARHINI; NASR, 2009).

Existem varios sistemas de saneamento descentralizados que, se projetados e operados adequadamente,
fornecerdo tratamento adequado. Os wetlands construidos sdo uma das tecnologias descentralizadas mais
comumente conhecidas para tratamento de efluente sanitario. Esses sistemas tém como componentes meio
filtrante, vegetacdo e micro-organismos e, processos fisicos, quimicos e biolégicos como os responsaveis pela
remocgdo de poluentes (SHARMA; MALAVIYA, 2022). Os wetlands construidos removem uma grande
variedade de poluentes, incluindo micro-organismos patogénicos. No entanto, o entendimento sobre o destino
e remocdo de tais micro-organismos nos wetlands construidos ainda é limitado devido a complexidade dos
mecanismos de remocgédo e fatores de influéncia (STEFANAKIS et al., 2019; WU et al., 2016). Outra
fragilidade existente nos estudos é a avaliacdo microbioldgica de patégenos limitada ao uso de coliformes
totais e termotolerantes ou Escherichia coli, 0s quais ndo sdo bons indicadores do comportamento de bactérias
patogénicas mais resistentes ou virus entéricos.

Neste contexto, o objetivo principal desse estudo foi avaliar a remocdo de micro-organismos
modelos/indicadores em diferentes arranjos tecnoldgicos de wetlands construidos: (1) wetland construido
vertical descendente de fundo saturado, e (2) sistema hibrido - wetland construido vertical descendente de
fundo saturado, seguido de wetland construido de fluxo horizontal. Para demonstrar a aplicabilidade e a
confiabilidade dos wetlands na elimina¢do de micro-organismos patogénicos presentes em efluente sanitério,
os diferentes arranjos tecnoldgicos foram avaliados quanto a remocdo de Escherichia coli e Enterococcus
faecalis, como modelos bacterianos; e Colifago somatico e bacteri6fago RNA F-especifico, como modelos
virais.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no sul do Brasil, em Florianopolis, municipio do estado de Santa Catarina (27° 35’ 49”
Sul e 48° 32’ 58" Oeste). O clima de Floriandpolis é classificado como subtropical mesotérmico Umido,
equivalente a classificacdo Cfa de Képpen-Geiger. A temperatura média anual é de 21 °C, a umidade média do
ar é de 82% e a precipitacao fica em torno de 1500 mm por ano.

e Descrigdo dos wetlands construidos
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Dois arranjos tecnoldgicos de wetlands construidos empregados para tratamento de esgoto sanitarios, operados
em paralelo, foram investigados. O arranjo 1 consiste em um wetland construido vertical descendente de fundo
saturado (WCV-FS,), e o arranjo 2 em um wetland construido vertical descendente de fundo saturado (WCV-
FS,), seguido de um wetland construido de fluxo horizontal (WCH), também chamado de arranjo hibrido.
Ambos os arranjos foram utilizados como unidades de tratamento secundario, precedidas por tratamento
primério via tanque séptico. Na Figura 1 apresenta-se um esquema representativo dos arranjos tecnoldgicos 1
e 2 estudados.

Rede publica coleta
de esgoto sanitario

Casa de bombas

Tanque
Equalizador

Tanque Séptico

WCV-FS;

WCV-FS;

Figura 1: Esquema representativo dos arranjos tecnoldgicos 1 e 2. (Fonte: Acervo GESAD).

Todos os wetlands foram construidos acima do nivel do solo, em alvenaria e com impermeabilizagdo das areas
internas, e foram dimensionados para operar sob um carregamento organico médio de 41gDQO.m2.d*. Os
wetlands foram alimentados com esgoto sanitario proveniente da rede coletora de esgoto municipal. Ambos os
arranjos foram operados de forma intermitente (3 a 4 pulsos por dia), e seguindo um ciclo operacional que
inclui 3,5 dias de operacdo (alimentacdo) e 3,5 dias em descanso (sem alimentacdo). A espécie vegetativa
adotada foi a Typha domingensis, ou mais popularmente conhecida como Taboa.

O WCV-FS; tinha uma érea superficial de 7,5 m?, profundidade do meio filtrante de 0,75 m e altura de
saturacdo de 0,40 m. J& o arranjo hibrido, tinha &rea superficial de 7,5 m2? e 16 m? para, respectivamente,
WCV-FS; e WCH. Para 0 WCV-FS; e WCH, a altura de saturacdo era de 0,40 m e 0,50 m, respectivamente.
Ambos os arranjos tecnoldgicos tinham brita n°1 na zona de entrada ou distribuigdo, areia grossa (dio = 0,29
mm; deo = 1,16 mm; deo/d10 = 4,05) na zona filtrante principal e brita n°1 na zona de saida do efluente, como
meio filtrante.

e Procedimento de amostragem

Um total de cinco amostras foram coletadas quinzenalmente entre os meses de setembro de 2022 a novembro
de 2022. As amostras foram coletadas sempre no momento da alimentacdo dos wetlands (por volta de 11 horas
da manhd). Os pontos de amostragem foram: afluente aos sistemas wetlands (pds-tratamento por tanque
séptico), efluente tratado do WCV-FS;, efluente tratado do WCV-FS; e efluente tratado do WCH. Os
recipientes utilizados para as coletas foram frascos de vidro de boca larga, previamente esterilizados em
autoclave e com capacidade para 200 ml. Todas as amostras foram acondicionadas em caixa térmica e
mantidas sob refrigeracdo até 0 momento dos ensaios em laboratdrio.

e Andlises microbiologicas

Amostras do afluente e efluentes dos dois arranjos tecnoldgicos foram analisadas para Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Colifago somatico e bacteri6fago RNA F-especifico. As analises microbiolégicas
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resumiam-se em diluigBes decimais seriadas de 1 ml das amostras em 9 ml de solugdo salina peptonada estéril,
seguida pelo plaqueamento e quantificagdo dos micro-organismos. Selecionou-se para as analises, uma
sequéncia de 3 dilui¢des de cada amostra.

Para as bactérias Escherichia coli e Enterococcus faecalis, aliquotas de 0,1 ml foram semeadas em placas de
agar MacConkey e SlaBa (Slanetz and Bartley Agar), respectivamente. As placas de agar MacConkey foram
incubadas a 37°C + 2°C por 24 horas, enquanto as placas de agar SlaBa foram incubadas a 41°C + 2°C por 48
horas, em estufa bacterioldgica. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de colénias por
mililitro (UFC.mlIY).

A deteccdo e a enumeracdo dos bacteriéfagos foram realizadas de acordo com o método da dupla camada de
sobreposicdo de dgar de Adams (1959), e seguindo os requisitos da 1SO 10705-1:1995, para 0 RNA F-
especifico; e da ISO 10705-2:2000, para o Colifago somético. Para o bacteriéfago RNA F-especifico foi
utilizado o meio de cultura TYGA (Tryptone-Yeast extract-Glucose Agar) e a bactéria hospedeira Salmonella
enterica (WG49 NCTC12484). Logo, para o Colifago somético foi utilizado o meio de cultura MSA (Modified
Scholtens’ Agar) e a bactéria hospedeira Escherichia coli (ATCC 13706).

Resumidamente, as bactérias hospedeiras foram cultivadas nos respectivos meios e incubadas a 37°C + 2°C
por 3 a 5 horas, para crescimento e propagacdo. Em tubos de ensaios foram combinados um volume de 1 ml
de amostra diluida, 1 ml de bactéria hospedeira e 2 ml de meio de cultura semi-sélido. Os tubos foram
homogeneizados com o auxilio de um agitador do tipo Vortex e entdo, a mistura foi depositada em placas
previamente preparadas e contendo os respectivos meios. Apos a solidificagdo, as placas foram incubadas a
37°C + 2°C por 18 horas e quantificadas em unidades formadoras de placas por mililitros (UFP.ml?).

e Analise dos dados

No software Microsoft Excel, uma analise estatistica descritiva foi realizada para sumarizar e descrever 0s
conjuntos de dados obtidos. Os dados foram apresentados em tabela, com médias e desvios padrdo. Para
calcular a remoc¢&o microbiolégica, os dados microbiol6gicos foram transformados em logio e posteriormente,
foram calculadas a diferenca entre as log-concentracdes obtidas para o afluente e efluentes tratados gerados.

RESULTADOS OBTIDOS

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados da caracterizagdo microbioldgica (concentracdes médias e desvios
padrdo) do afluente aos sistemas wetlands construidos (pds-tratamento por tanque séptico), e dos efluentes
tratados gerados (efluentes gerados por WCV-FS;, WCV-FS; e WCH); além disso, sdo apresentados na
sequéncia os resultados de remocdo microbioldgica média alcancada, em termos de unidades logaritmicas
(Log1o).

Tabela 1: Caracterizacdo Microbiol6gica do Afluente e Efluentes Gerados por WCV-FSi, WCV-FS2 e
WCH (n =5). (N.D, ndo detectado pelo método analitico utilizado).

Afluente Efluentes
Parametros Dados P6s-TS WCV-FS; WCV-FS, WCH
Escherichia coli Média 4.15E+04 5.67E+02 1.14E+03 N.D
(UFC.mlh) Desvio Padréo 1.90E+04 2.08E+02 1.23E+03 -
Enterococcus faecalis Média 6.04E+03 2.00E+02 4.00E+02 N.D
(UFC.mlh) Desvio Padréo 3.75E+03 7.07E+00 4.08E+02 -
Colifago somatico Média 3.60E+03 2.98E+03 1.87E+03 2.32E+03
(UFP.mIY) Desvio Padréo 3.33E+03 2.44E+03 2.43E+03 1.80E+03
RNA F-especifico Média 1.25E+04 6.09E+03 6.73E+03 6.38E+02
(UFP.mIY) Desvio Padrdo 2.29E+04 8.08E+03 8.94E+03 8.78E+02

Durante o periodo de estudo, o arranjo tecnoldgico 1 (WCV-FS;) alcancou uma remocéo logaritmica média de
Escherichia coli de 1,86 logio, enquanto a remocdo logaritmica média de Enterococcus faecalis foi de 1,48
logio. Para os bacteridfagos, os resultados revelaram uma remogéo logaritmica média de 0,08 e 0,31 logio para
os bacteriofagos Colifago somatico e RNA F-especifico, na respectiva ordem.
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Para o arranjo tecnolégico 2 (WCV-FS; + WCH), os resultados obtidos indicam para WCV-FS; uma remocéo
logaritmica média para as bactérias Escherichia coli e Enterococcus faecalis de 1,56 e 1,18 logo,
respectivamente; enquanto para WCH, as concentragdes das bactérias estavam abaixo do limite de detec¢éo do
método analitico empregado e, por isso, foram consideradas ndo detectadas. A remocao logaritmica média de
Colifago somatico e bacteriéfagos RNA F-especifico para WCV-FS; foi de 0,28 e 0,27 logio; € para WCH foi
de 0 e 1,02 logao, respectivamente.

ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados descritos na secdo anterior mostram que ambos os arranjos tecnolégicos possuem potencial para
remogao de micro-organismos patogénicos. A reducdo das concentracdes de micro-organismos observada nos
efluentes pode ser resultado de uma agdo combinada de varios mecanismos fisicos (filtracdo, adsor¢do e
sedimentacgdo), quimicos (oxidacao e exposicdo a biocidas excretados pela vegetacéo) e bioldgicos (predagéo e
morte natural) que ocorrem no interior dos wetlands construidos (RAMPURIA et al., 2021; WU et al., 2016).

De modo geral, observou-se que os bacteriéfagos foram mais resistentes a eliminacdo do que as bactérias, tal
como mencionado por Torrens et al. (2009). Um estudo disponivel na literatura apresenta a diferenca entre os
mecanismos de remog¢do de bactérias e virus nos wetlands construidos como uma justificativa para esse
comportamento (TORRENS et al., 2010). Além disso, os resultados mostram que as bactérias Escherichia coli
e Enterococcus faecalis, utilizadas frequentemente como modelos bacterianos para testar a qualidade sanitaria
de efluentes, foram os micro-organismos removidos mais eficientemente no presente estudo.

O WCV-FS; removeu parcialmente os micro-organismos patogénicos estudados, com remocéo logaritmica
média variando de 0,08 a 1,86 logio. Esses resultados sdo comparaveis aos relatados por outros estudos. Por
exemplo, Torrens et al. (2010) registraram remocdo logaritmica inferior a 2 unidades logaritmicas para
Escherichia coli, Colifago somético e RNA F-especifico, em um sistema similar. Enquanto, Bohérquez,
Paredes e Arias (2017) alcancaram reducdes entre 0,03 e 2,6 unidades logaritmicas para Escherichia coli. Em
contrapartida, o sistema avaliado neste trabalho apresentou valores inferiores aos descritos por Sleytr et al.
(2007). Ao avaliar sistemas de fluxo vertical subsuperficial, plantados com Miscanthus gigantea e preenchidos
com cascalho na camada principal (0,06-4 mm), esse autor obteve uma remog¢do media de 4,35 logio para
Escherichia coli e 4,80 logio para Enterococcus faecalis.

Imagina-se que, a ampla faixa de remocéo logaritmica registrada para wetlands de fluxo vertical na literatura
possa ser uma consequéncia da diferenca de condi¢cdes operacionais e ambientais, tais como: regime
hidraulico, da granulometria do meio filtrante, das caracteristicas do efluente tratado ou até mesmo das
caracteristicas climaticas (WU et al., 2016). E bem documentado pelo estudo realizado por Alufasi et al.
(2017), que essas diferentes condi¢cdes que afetam a remocdo de micro-organismos patogénicos dificultam a
comparacao de resultados e a identificagdo dos mecanismos de remocdo exatos que ocorrem em um wetland
construido, independentemente do arranjo tecnoldgico adotado.

No arranjo hibrido (WCV-FS; + WCH), as concentragdes dos micro-organismos também foram menores no
efluente do que no afluente. Em termos globais, o arranjo hibrido alcangou remocdes logaritmicas mais
elevadas em comparacdo as obtidas no arranjo individual. Diferengas na remocdo de micro-organismos
patogénicos entre os dois arranjos eram esperadas. 1sso porque, ja é de conhecimento que os arranjos hibridos
sustentam maiores remog@es de poluentes, quando comparados a sistemas individuais (LOPEZ et al., 2019). A
melhor atuacéo do arranjo hibrido pode ser atribuida ao fato de que séo explorados os beneficios individuais
de cada uma das configuragBes de wetlands adotadas; destacando-se o expressivo aumento do tempo de
detencdo hidraulica promovido no sistema horizontal (ELFANSSI et al., 2018).

A maioria dos micro-organismos estudados foram parcialmente e/ou totalmente removidos a medida que
passava pelo sistema; exceto os Colifagos somaticos, que os resultados indicaram um pequeno aumento da
concentracdo do bacteriéfago no interior do wetland. Pode-se supor que esse aumento da concentracdo € uma
consequéncia do recrescimento bioldgico, o que neste caso é dependente da presenca de bactérias hospedeiras
dos virus. Observou-se que a maior parte dos micro-organismos avaliados foi removida na segunda etapa do
arranjo tecnoldgico. Isto esta de acordo com Zurita e Carreén-Alvarez (2015), que afirmou que o alto tempo
de detencdo nos wetlands horizontais expde os micro-organismos patogénicos a um ambiente hostil durante
um maior periodo de tempo €; consequentemente, favorece a sua remogao.
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Para efeito comparativo, o arranjo tecnoldgico 2 apresentou bons resultados na redugdo das concentragGes das
bactérias Escherichia coli e Enterococcus faecalis, assim como foi obtido por Lavrni¢ et al. (2020). Os
resultados obtidos para os bacteriéfagos foram inferiores aos apresentados Carlon et al. (2018), que avaliando
0 mesmo sistema obteve remogGes de 2 a 4 logl0 para os bacteri6fagos Colifago somatico e RNA F-
especifico, respectivamente.

Vale ressaltar que, embora a auséncia dos modelos bacterianos objetos de estudo no efluente do arranjo
hibrido, a deteccdo dos bacteriéfagos Colifago somatico e RNA F-especifico pode representar a presenca de
outras bactérias e de virus do grupo entérico. Portanto, sugere-se um periodo experimental mais longo e
ampliar o monitoramento de outros grupos de micro-organismos, para além da Escherichia coli e
Enterococcus faecalis.

CONCLUSOES

Em conclusdo, os resultados obtidos com o presente estudo ressaltam que os wetlands construidos podem
verdadeiramente representar uma solucédo eficaz para o tratamento de efluente sanitario. Foi possivel reduzir as
concentragcdes de micro-organismos indicadores e, consequentemente gerar efluentes mais seguros para serem
descarregados no meio ambiente. O tipo de arranjo tecnoldgico teve efeito claro na redugdo de micro-
organismos, sendo que os resultados obtidos mostraram que o arranjo hibrido (WCV-FS; + WCH) reduziriam
micro-organismos patogénicos mais eficientemente em comparagdo com arranjo individual (WCV-FS;).
Porém, fica claro que independentemente do arranjo tecnolégico os modelos bacterianos foram removidos
mais facilmente que os modelos virais.
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