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RESUMO

A eutrofizacdo é um dos principais problemas que afetam os corpos aquaticos
ocasionando altera¢Ges na qualidade da dgua e na biota existente e devido a isso,
pesquisas biotecnoldgicas que visem reduzir essas altera¢gdes tem aumentado. O
objetivo da presente pesquisa foi avaliar se a colocacao de uma plataforma que
permita o aumento do biofilme em um trecho de um ecossitema ldotico em
Braganca-Portugal, contribui para melhoria da qualidade da dgua. Foram inseridas
5 estruturas no rio Fervencga para servir de substrato para o biofilme e realizadas
andlises quimicas e fisicas a montante e a jusante das estruturas. Os resultados
mostraram que a jusante ocorreu aumento no pH e no oxigénio e redugdo do
nitrato e nitrogénio total na maioria dos meses analisados, sugerindo a
interferéncia positiva do biofilme. O biofilme agregado &s estruturas de
biorremedia¢do estavam bem verde em apenas duas semanas e sua analise revelou
que em todos os meses o peso livre de cinzas esteve sempre superior as cinzas,
sendo caracterizado como organico-inorganico (25% - 50%). O biofilme evidenciou
ser de natureza heterotrofica—autotrofica ou heterotréfica. A classe
Bacillariophyceae superou a chlorophyceae em todos os meses, com maior
densidade para o género Nitzschia sp na maioria dos meses. Em relacdo aos
macroinvertebrados bentonicos, os chironomideos foram quantitativamente mais
numerosos a montante e os Hirudineae a jusante na maioria dos meses sugerindo
a ocorréncia de polui¢do organica. A técnica com a utilizagdo de plasticos mostrou-
se eficiente na criacdo de habitats para o biofilme, visto que em apenas 15 dias o
biofilme ja se encontrava com boa coloniza¢do, entretanto, sugere-se a utilizagao
de material permanente (como ceramica, tijolo, vidro, dentre outros) que ndo
liberem substancias toxicas de forma a criar habitats permanentes no local. A
utilizacdo do biofilme mostrou alteracdes a montante e a jusante em relacdo a
algumas analises, sugerindo-se aumentar a quantidade de estruturas no local de
estudo para maior eficiéncia do biofilme no melhoramento da qualidade de agua
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ABSTRACT

A eutrofizagdo é um dos principais problemas que afetam os corpos aquaticos,
ocasionando alteracbes na qualidade da agua e na biota existente, como
consequéncia, pesquisas que visem reduzir essas alteracdes tém aumentado.
Biotecnologias sdo métodos eficientes e de menor custo para reverter esse
problema. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar se a colocacdo de uma
plataforma que permita o aumento do biofilme natural em um trecho de um
ecossistema lético em Bragancga-Portugal, contribui para melhorar a qualidade da
agua. Foram inseridas 5 conjuntos de estruturas (mddulos) no Rio Fervenca para
servir de substrato para o biofilme e foi avaliada a sua eficacia. Os resultados
mostraram que a jusante ocorreu aumento no pH e no oxigénio e redugdo do
nitrato e nitrogénio total na maioria dos meses analisados, sugerindo a
interferéncia positiva do biofilme. O biofilme agregado as estruturas de
biorremediacdo estava verde em apenas duas semanas e sua analise revelou que
em todos os meses o peso livre de cinzas esteve sempre superior ao de cinzas,
sendo caracterizado como organico-inorganico (25% - 50%). O biofilme evidenciou
ser de natureza heterotréfica—autotrofica ou heterotréfica. A classe
Bacillariophyceae superou a Chlorophyceae em todos os meses, com maior
densidade para o género Nitzschia na maioria dos meses. Em relacdo aos
macroinvertebrados bentdénicos, os Chironomideae foram quantitativamente mais
numerosos a montante e os Hirudineae a jusante na maioria dos meses, sugerindo
a ocorréncia de poluicdo organica mais forte a montante. A técnica com a utilizacdo
de plasticos mostrou-se eficiente na criagdo de habitats para o biofilme, visto que
em apenas 15 dias o biofilme ja se encontrava com boa colonizac¢do, entretanto,
sugere-se a utilizacdo de material permanente (como ceramica, tijolo, vidro, dentre
outros) que nao seja degradavel, de forma a criar habitats permanentes no local. A
utilizacdo do biofilme mostrou alteracGes a jusante em relacdo a algumas andlises,
melhorando a qualidade de d4gua, mas sugere-se aumentar a quantidade de
estruturas para maior eficiéncia do biofilme.

Keywords: Biorremediation, Biofilm, Artificial substrates, Water quality,

Eutrophication
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Como é do conhecimento geral, a degradacdo dos ecossistemas aquaticos tem-se
intensificado muito nas uUltimas décadas devido ao mau ordenamento do territorio,
as mas praticas agricolas e florestais e ao aumento da poluicdo em parte devida ao
mau funcionamento das Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE/ETAR).
Consequentemente a capacidade de auto-depuracdo destes ecossistemas tem sido
afetada drasticamente. Devido ao mencionado anteriormente os processos de
eutrofizacdo tem sido também fortemente acelerado.

O fésforo é um nutriente limitante, influenciando, a produg¢do primaria. Assim, a
reducdo/prevencdo dos efeitos da eutrofizacdo passa pela diminuicdo deste
nutriente e também do nitrogénio (nutriente co-limitante da produgdo primaria)
nos ecossistemas aquaticos (Wetzel, 2001). Em vista disso, pesquisas visando a
restauracdo da capacidade de auto-depuragdo dos ecossistemas aqudaticos tem
aumentado e processos relacionados com a biorremediagdo vém ganhando
destaque, principalmente em ambientes eutrofizados.

Uma das metodologias de biorremediacdo que pode ser utilizada é o aumento da
area de ocupacdo do biofilme, utilizando substratos artificiais, com o objetivo de
promover o crescimento e o aumento da biomassa desta comunidade (Crispim et
al., 2009; Morashashi et al., 2019), incrementando, assim, a capacidade de
autodepuracdo dos ecossistemas aquaticos.

O biofilme é um consdrcio de organismos autotréficos e heterotréficos que
coexistem numa matriz extracelular hidratada constituida por substancias
extracelulares poliméricas. Os principais componentes biolégicos do biofilme sdo
as microalgas e cianobactérias (autotroficos) e bactérias fungos e protozodrios
como heterotrdficos (Freixa et al., 2023).

Dadas estas caracteristicas, diversos autores tém enfatizado as vantagens do
biofilme em compara¢do com outras tecnologias, em rela¢do a sua constituicdo por
varios tipos de organismos no qual ocorrem processos de producdo, consumo e
decomposicdo, tornando o tratamento mais eficaz pelo fato de ser encontrado em
qualquer zona do curso de agua e de ter um papel importante no processo de
reciclagem e transferéncia de nutrientes; a fixacdo a um dado substrato e ser
facilmente incorporado em bioreactores, além de ser uma tecnologia de baixo
custo e ecolégica, fazem com que o biofilme possa vir a ser uma ferramenta
interessante para promover a biorremediacdo de sistemas aquaticos eutrofizados
(Vymazal, 1988; Crispim et al., 2009; Lu et al., 2014; Wu et al., 2014; 2017; Ma et
al., 2018). Por outro lado, a colocacdo de substratos artificiais nos cursos de agua
ao promover um aumento da area do biofilme também melhora o habitat de outros
grupos como macroinvertebrados e peixes, podendo incrementar a biodiversidade
existente (Crispim et al., 2009; Morashashi et al., 2019).

Na Europa, em alguns trabalhos de investigacdo pioneiros, realizados na Alemanha
e Poldnia (Jobgen et al., 2004; Szlauer-tukaszewska, 2007) foram colocadas em
lagos bandas de polietileno (plastico) e polipropileno com o objetivo de aumentar
o habitat disponivel para o biofilme. Estes revelaram resultados promissores na
melhoria da qualidade da agua destes ecossistemas.
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No Brasil, mais propriamente em rios localizados no estado da Paraiba, tém sido
realizadas abordagens semelhantes as mencionadas por Jobgen et al. (2004), e;
Szlauer-tukaszewska (2007), evidenciando resultados promissores no que diz
respeito a melhoria da qualidade da 4gua e da integridade dos ecossistemas visados
por estas pesquisas (Pérez, 2015; Souza, 2015; Vieira, 2018; Oliveira, 2020; SOUSA,
2020; Sousa et al, 2023).

Contrariamente, em Portugal, s3o desconhecidos estudos similares aos
mencionados. Assim, o objetivo da presente investigacdao é testar a eficacia desta
metodologia num trecho eutrofizado de um rio urbano localizado em Braganca
(Portugal). Para atingir o objetivo proposto foram avaliados: (1) a evolugdo da
colonizacgdo e caracteristicas do biofilme e (2) a qualidade da dgua a montante e a
jusante das estrutura.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

O Rio Fervenga pertence a Bacia Hidrogréafica do Rio Douro; nasce na Serra da
Nogueira (Aldeia de Fontes Barrosas- 41248’N; 6250'W), a 1300 m de altitude,
percorre cerca de 25 Km, atravessa a cidade de Braganca, sendo, por isso,
classificado como um rio urbano e desagua no Rio Sabor, cerca de 7 Km a jusante
de Braganca (Fig. 1). Esta regido apresenta clima mediterranico, com as fortes
variagOes intra e inter-anuais de precipitacdo (IPMA, 2018). Consequentemente, o
rio desenvolve um regime hidroldgico torrencial, com grandes varia¢des de caudal
em consonancia com o regime de precipitacdes.

Na sub-bacia hidrografica do Rio Fervenca existem fontes de contaminacdo difusa
e pontual. No interior da cidade, observa-se um aumento da contaminagdo
organica proveniente de fontes pontuais, sendo este fendmeno particularmente
forte a jusante da Estac3o de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR), onde as dguas
residuais da cidade apds tratamento secundario sdo lancadas diretamente no rio.

Foi selecionado um local de amostragem a jusante da ETAR denominado PE o qual
localiza-se préxima da aldeia de Alfaido (41246°33”N; 6243’09”; altitude 513 m) nas
coordenadas 41°48’05”N e 06°44’47”W. E importante salientar, que neste local
verifica-se a presenca de mata ciliar degradada.

A profundidade da dgua do rio varia entre 0,3 a 1,0 m, sendo que as zonas de menor
profundidade sdo predominantemente colonizadas pelas espécies de macréfitas
aquaticas Alisma lanceolatum, Potamogeton natans e Potamogeton sp.
Relativamente ao estado do canal, a aplicacdo do indice do Grau de Qualidade do
Canal - GQC (CORTES et al., 1999) indica a ocorréncia de alteracGes importantes,
sobretudo devido a acumulacdo de sedimentos finos (assoreamento) que
provocam a colmatacao do leito do rio, impedindo a normal instalacdo de biofilme
dai que este trecho tenha sido escolhido para implantar estas estruturas que
facilitam a colonizacdo do biofilme. Neste trecho de rio ndo foram detectadas
espécies piscicolas.
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Figura 1. Localizagdo do Curso do Rio Fervenga, Portugal (azul), evidenciando a
localizagdo do ponto PE (circulo vermelho) e da ETAR (circulo preto). (mapa criado
em https://snig.dgterritorio.gov.pt/)
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Instalagao de Estruturas Fixadoras de Biofilme

Foram construidas 5 estruturas feitas com plastico cristal de espessura 0,30, canos
de PVC, cordas de nylon e pedras pequenas. As estruturas sdo quadradas e medem
1,5m de largura x 1,5m comprimento e contém 6 cortinas de plastico de 1,5m de
comprimento. Cada plastico possui uma pedra pequena ou chumbo de pesca em
cada extremidade para possibilitar a verticalidade do plastico no rio, visto que por
se tratar de um rio, deve-se levar em conta a correnteza e o fato do pldstico tender
a flutuar. As estruturas estdao demonstradas na Figura 2.

Figura 2: Esquema das cortinas de plastico utilizadas como substrato para a
instalacdo de biofilme, no Rio Fervenca, Portugal, como ferramenta de
biorremediacdo e estruturas inseridas no Rio (direita).
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Vista de cima Vista na coluna

Fonte: Elaborado pela autora.
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COLONIZACZ\O DAS ESTRUTURAS PELO BIOFILME
Avalia¢do da natureza tréfica e orgdnica/inorganica da comunidade do biofilme

Foram realizadas coletas e andlises do biofilme bimensais. A drea do biofilme
recolhida para analise foi de 50 cm? (25cm? de frente e 25 cm? do verso), foi raspada
com uma escova e foi diluido em 100ml de dgua destilada. Fizeram-se 3 réplicas. A
amostra foi homogeneizada sendo retirado 25 ml da diluicdo para a andlise da
densidade do fitoplancton, correspondendo a uma area de 12,5 cm?, 25ml da
diluicdo para a analise da biomassa através da determinacdo da concentragdo
clorofila a e 25ml para a quantificagao peso seco livre de cinzas.

Para a determinacdo da clorofila g, utilizou-se 25ml da diluicdo mencionada acima
que foi filtrada em filtros GF/C e seguiu-se a metodologia da acetona 90% segundo
a féormula proposta por Lorenzen (1967).Para a quantificacdo do peso seco livre de
cinzas, utilizou-se 25ml da diluicdo mencionada acima, filtrada em filtros GF/C e
seca em estufa a 1052C (aproximadamente 3 dias) até atingir peso constante. Apds,
utilizou-se a mufla a 5502C (combustdo) por cerca de 2h até que a matéria organica
estivesse queimada e eliminada, restando apenas cinzas.

A diferenca do peso inicial e o peso apds a combustdo constitui o peso livre de
cinzas (Hambrook-Berkman e Canova, 2007; Schwarzbold 1990 e APHA (EATON et
al., 2005). Os valores obtidos de clorofila a permitiram estimar o indice autotréfico
(IA). Este indice é o quociente entre os valores do peso livre de cinzas e de clorofila
a, permitindo a avaliacdo da natureza tréfica da comunidade do biofilme. Por seu
turno, o peso livre de cinzas permitiu avaliar se a comunidade é do tipo
inorganica/organica (Rodrigues et al., 2001; Esteves e Fernandes 2003 (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo do biofilme (perifiton) em relacdo as variagdes da biomassa

Tipo Conteddo de Cinzas (Vo)
| penliton tipo norsimes =T
11 penfiton tpe NerEANee-ONEATHoD S —-T%
1] penfiton Upo OreAnee-monsineo 255
v penfiton Upo orsdnico <25

Conteiido de clorofila a

| penfiton tipo auwtotrifico = [).60
11 perifiton tipo ante-heterotrofico 025 — a0
I perifiton tipo hetero-autotrdfion 0L10 - 025
v penfiton tipo heteroirdfico < [1.10

Fonte: Rodrigues et al, 2001.

Determinagao da densidade e identificagdao dos principais grupos da comunidade
fitoplanctonica do biofilme
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As amostras de biofilme foram coletadas do forma aleatoria a cada 2 meses e foram
preservadas com lugol. Para andlise da densidade fitoplanctonica foram realizada
contagens das amostras utilizando-se o microscépio invertido, seguindo-se a
metodologia de Utermohl (1958) e as densidade foram expressas em Ind.L-1. Para
a identificacdo dos principais grupos taxondmicos utilizaram-se as seguintes chaves
dicotémicas: GERMAIN (1981) para Bacyllariophyceae, DESIKACHARY (1959) para
Euglenphyceae KUMAR (1961) para Chloropyceae.

AVALIAGCAO DA QUALIDADE DA AGUA

Determinagdo da qualidade fisica e quimica da agua a montante e a jusante das
estruturas

Com o objetivo de aferir se o crescimento do biofilme teria impacto na qualidade
da dgua as varidveis fisicas e quimicas avaliadas no presente estudo foram
determinadas a montante (dgua ndo tratada) e a jusante (dgua que passou
previamente pelas cortinas que serviram de substrato ao biofilme) mensalmente.
Antes da instalacdo das estruturas a qualidade da 4gua foi avaliada neste ponto de
amostragem.

As concentracdes dos nutrientes presentes na agua foram determinadas através da
anadlise dos compostos nitrogenados (nitrogénio total, amonia, nitrato e nitrito) e
fosfatados (ortofosfato e fésforo total) e foram determinadas seguindo os padrées
estabelecidos em APHA - Standard Methods for examination of water and
wasterwater (EATON et al, 2005).

Para além dos nutrientes, foram determinados “in-situ”, em todas as coletas os
seguintes parametros: a temperatura (°C), o oxigénio dissolvido (mg.L?), a
condutividade elétrica (uS.cm™), o pH, os sélidos dissolvidos totais (ppm), utilizando
para o efeito uma sonda multiparamétrica da marca HANNA HI9828. Também foi
determinada a velocidade da dgua a montante e a jusante da estrutura, dentro da
estrutura e fora da estrutura (lateral).

Determinagao da qualidade bioldgica da agua
Determinacdo da clorofila-a e feofitina

Para a determinacdo bioldgica da qualidade da 3agua foi determinada a
concentracdo da clorofila a e da feofitina. Mensalmente foram filtrados 800mL, e
apos, seguiu-se a metodologia da acetona a 90%, segundo a férmula proposta por
Lorenzen (1967). As analises foram realizadas em tréplicas e as coletas foram
mensais.

Caracteriza¢do da comunidade de Macroinvertebrados bentdnicos

Complementarmente foram realizadas entre Maio e Novembro de 2018 a cada dois
meses, as coletas de macroinvertebrados de forma a analisar potenciais alteracdes
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na qualidade ecoldgica deste local apds a colocagdo das estruturas para fixacdo do
biofilme

A metodologia de amostragem dos macroinvertebrados benténicos tem por base
o protocolo estabelecido em Portugal no dmbito da implementacao e transposicao
para o direito nacional da Directiva Quadro da Agua (INAG 2008). As amostras
coletadas foram inicialmente congeladas, posteriormente triadas, com o auxilio de
uma bandeja iluminada e uma lupa e posteriormente mantidas em dlcool a 70%.

A identificacdo dos individuos efetuou-se até ao nivel taxonémico de Familia, com
excecdo dos individuos pertencentes as Classes Oligochaeta e Hydracarina, A
identificacdo realizou-se mediante o uso do microscépio estereoscépico OLYMPUS
SZX10 de 10-230x. As chaves dicotdmicas utilizadas foram as elaboradas por
TACHET et al., (1981; 2010).

Andlise Estatistica

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para saber se os dados eram
paramétricos ou ndo. Nas andlises comparando os pontos a Montante e Jusante
das estruturas da biorremediacdo, foi realizado o test T para dados paramétricos e
qguando os dados eram ndo paramétricos foram aplicados testes de Wilcoxon,
através do programa RStudio (2018). O grau de confiabilidade é de 95%, sendo
considerado diferenca significativa quando o valor de p<0,05.

Os dados analisados na analise estatistica foram: temperatura, o oxigénio
dissolvido, a condutividade elétrica, o pH, os sélidos dissolvidos totais, nitrogénio
total, amonia, nitrato, nitrito, fésforo total e ortofosfato.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Variagdao da temperatura do ar e da precipitagao durante o periodo de estudo

No periodo em estudo, o maior valor da temperatura média do ar ocorreu em
ago/18 com 23,6 °C, enquanto a mais baixa ocorreu em nov/18 com 8,1°C (Fig. 3 -
A). Neste mesmo periodo verificou-se o inverso com a precipitagdo, ndo havendo
ocorréncia de chuvas em ago/18 e com a mais alta precipitacdo em nov/18 (196,9
mm) (Figura 3B), situac¢do tipica do clima mediterraneo.

Figura 3. Média da Temperatura do Ar e da Agua (Montante e Jusante) (A) e
Precipitagdo total (B) em Braganca — Portugal, no periodo de mai/18 a nov/18.
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Fonte: Temperatura do ar e precipitagdo (IPMA, 2018).

Dinamica Temporal das caracteristicas do biofilme

A colonizagdo das estruturas pelo biofilme ocorreu em apenas duas semanas
evidenciando um rapido processo de colonizagdo demonstrando que o substrato
utillizado é adequado para a fixagdo do biofilme (Figura 4). Os valores da clorofila a
atingiram o maior valor em jul/18 com 36,6ug/L seguido de set/18 com 33,9 ug/L,
tendo o menor valor ocorrido em out/18 com 15,5ug/L (Fig. 5 - A). A biomassa do
biofilme foi classificada como hetero-autrotrofico (tipo Ill) em relacdo ao conteudo
de clorofila-a, em todos os meses, exceto em out/18 que foi classificado como tipo
IV (heterotréfico).

Figura 4. Biofilme aderido aos plasticos da estrutura de biorremediagdo em 15 dias
de experimento.
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Em relacao ao peso livre de cinzas do biofilme, verificou-se que os menores valores
ocorreram em jul/18 e set/18 com 14mg/cm? em ambos, aumentando em out/18
(25 mg/cm?) e tendo uma leve reducdo em nov/18 (22 mg/cm?) (Figura 5B). A
biomassa do biofilme foi classificada como tipo Il (organico-inorganico) de acordo
com o contetdo de cinzas (Tab. 1) em todos os meses estudados, tendo jul/18 e
nov/18 apresentado percentuais mais elevados com 46,15% e 46,34% de cinzas,
respectivamente, enquanto que, em set/18 (36,36%) e out/18 (35,89%)
apresentaram menores percentuais. O IA evidenciou que o biofilme possui
associacGes heterotréficas em todos os meses, tendo menor valor de 388 ocorrido
em Jul/18 e o maior de 1.666 em out/18.

Figura 5: Variacdo média da clorofila-a (ug/L) do biofilme (A) e do peso seco-PS,
Cinzas e peso livre de cinzas-PLC do biofilme (B) de Jul/18 a Nov/18.

2 .
(ug/L) Clorofila-a A (mg/cm?) PS, Cinzas e PLC B
a5
e 40 -
4 35
30 25 ]
25 20 B —
20 15 — —
10 I I
15 -
5
10 0
(5) jul/18 set/18 out/18 nov/18
jul/18  set/18 out/18 nov/18 PE - Cinzas PE - Peso Seco
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Fonte: Elaborados pela autora

Varios fatores como a hidrologia (PAN et al 2021) e a disponibilidade de nutrientes
(FERNANDES e ESTEVES 2003; FREIXA et al, 2023) interferem no tipo de biofilme.
Devido ao elevado input de nutrientes provenientes da ETAR seria de esperar que
0s organismos atroficos fossem predominantes a semelhanca dos resultados
obtidos por (FERNANDES e ESTEVES, 2003). No entanto, os resultados obtidos no
presente trabalho mostram que os organismos autotréficos ndo sdo dominantes,
sendo provavelmente dominantes os fungos e bactérias. De fato, dadas as
caracteristicas mediterraneas da regido onde decorreu o presente estudo, verifica-
se a ocorréncia de caudais reduzidos nos meses de verao (junho-setembro) devido
a quase auséncia de precipitacdo (Fig. 1), ocorrendo assim um cenario de baixos
caudais e composto essencialmente por aguas residuais provenientes da ETAR.

Calapez et al. (2020) construiram experimentalmente um cenario semelhante ao
descrito e verificaram que nestas condi¢cGes o biofilme é constituido por 31% de
algas, por 28% de fungos e 41% de bactérias. Assim é plausivel que a constitui¢ao
do biofilme que colonizou as estruturas colocadas no Fervenca seja semelhante.
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Em outubro, com o inicio das primeiras chuvas a componente heterotrdfica do
biofilme foi ainda mais favorecida. Em relacdo a composicdo fitoplancténica do
biofilme, verificou-se a predominancia das Bacillariophyceae em todos os meses
analisados com um total de 16 géneros, sendo observado a menor densidade em
out/18 (4,12ind/mL?) e maior em nov/18 com 10,31ind/mL?, seguida das
Chlorophyceae em todos os meses com apenas 3 géneros (Figura 6).

Figura 6. Variacdo média da densidade fitoplanctonica do biofilme, por classe
taxondmica de Jul/18 a Nov/18.
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Fonte: Elaborados pela autora

O género com maior densidade da classe Bacillariophyceae em jul/18 e nov/18 foi
Nitzschia com 2,25 ind.mL? e 2,81 ind.mL?, respectivamente e com Meridion em
set/18 (2,58 ind.ml?) e Surirella em out/18 (0,19 ind.mL?). Dentre as
Chlorophyceae, o género com maior densidade foi Chlorococcum sp com 6,24
ind.mL* em Set/18 (Tabela 2).

De acordo com Feio et al (2022) as diatomaceas sdo o grupo de algas mais ubiquo,
abundante e diversificado nos rios europeus temperados e por isso sdo utilizados
no monitoramento ecoldgico. As densidades mais elevadas desta classe em Jul/18
e Nov/18 coincidem com valores mais baixos da condutividade (até 430 pS.cm-1),
de TDS (até 215) e valores baixos para o nitrogénio total e compostos fosfatados,
revelando que este grupo é beneficiado em dguas com menos nutrientes. Em
outros estudos envolvendo biofilmes também se verificou a dominancia das
Bacillariophyceae (Pan et al., 2021)
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Tabela 2. Densidade fitoplanctonica do biofilme por espécie de jul/18 a nov/18.

IND/mL Jul/18 |[Set/18 |Out/18 |Nov/18
Bacillariophyceae

Achnanthes (Bory, 1822) 0,17 0,37 0,05 0,39
Amphora (Ehrenberg) Kitzing) 0,17 0,15 0,08 -
Cocconeis (Ehrenberg) 2,18 - - -
Cymbella (Agardh) 0,01 - - -
Diatoma sp 0,04 - - -
Diploneis (Ehrenberg) Cleve 0,61 0,07 0,04 0,95
Fragillaria Isp 0,01 - - -
Frustulia (Rabenhorst) 0,55 0,37 0,18 1,01
Gomphonema (Ehrenberg) 0,19 0,94 1,12 0,49
Meridion sp 0,69 2,58 0,86 1,65
Navicula (Bory de Saint-Vincent) 0,04 0,34 0,18 1,35
Nitzschia (Hassall) 2,25 1,21 1,14 2,81
Pinnularia (Ehrenberg) - - 0,01 0,57
Stauroneis (Ehrenberg) 0,84 1,35 0,11 0,60
Stephanodiscus sp 0,22 - 0,16 -
Surirella (Turpin) 0,45 0,34 0,19 0,49
Total 8,44 7,72 (4,12 10,31
Chlorophyceae

Chlorococcum 0,88 6,24 3,17 0,99
Rhoicosphenia 0,14 0,02 - -
Scenedesmus 0,22 0,24 0,09 -
TOTAL 1,24 6,49 3,26 0,99
Euglenophyceae

Phacus sp 0,014 0,05 - -
Trachelomonas 0,028 0,09 - -
Total 0,043 0,13 - -
Dinophyceae

Cystodinium sp - 0,13 - 0,05
TOTAL - 0,13 - 0,05
Total 9,72 14,47 7,38 11,35

Variaveis ambientais e caracteriza¢dao dos parametros fisicos e quimicos da agua
a jusante e a montante das estruturas

Em relacdo a temperatura da agua, ndo se verificou diferencas a montante e a
jusante das estruturas da biorremediac¢do variando entre 19,4 °C (Jul/18) e 11,5 °C
(Nov/18) e entre 19,5 °C (Jul/18) e 11,5 °C (Nov/18) respectivamente. A velocidade
média da 4gua a montante das estruturas foi de 0,04 + 0,01 m/s, a jusante 0,100 m
s, na zona lateral 0,04 + 0,01 m/s e no interior das estruturas a velocidade média
foi sempre 0,005 m/s. Assim, velocidade da agua dentro das estruturas é menor do
que fora e essa particularidade é importante, tendo em vista que com maior tempo
de contato entre a 4gua e o biofilme, o biotratamento sera mais eficaz. O fato da
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velocidade da agua ser muito reduzida no interior das estruturas podera facilitar a
absorcao de nutrientes por parte da comunidade de biofilme estabelecida nas
bandas de polietileno (Marifielarena e di Giorgi, 2001).

Foram analisados alguns parametros antes e apds as estruturas, porém, os dados
relacionados ao més de mai/18 foi feita em apenas 1 ponto, visto que, sendo a
coleta inicial, ainda n3o havia sido inserido o sistema da biorremediacdo. Na
maioria dos meses foi observada diferengas entre os valores de pH a montante e a
jusante das estruturas tendo na primeira, apresentado valores mais baixos do que
na ultima na maioria dos meses, sendo observada a maior diferenca entre eles no
més de out/18 com 8,0 a montante e 8,5 a jusante (Figura 7A).

As baixas concentragdes de OD observadas durante o periodo de estudo podem ser
uma consequéncia das elevadas taxas de decomposicdo, em virtude da grande
carga organica que o rio recebe neste trecho, por receber o efluente da ETAR.
Rodrigues (2013) em pesquisa realizada no Rio Fervenga, também verificou
diminui¢cdo do oxigénio a jusante da ETAR (no verdo) ndo tendo sido registrado
valor abaixo de 5,0 mg.L™, ao contrdrio dos valores registrados no presente estudo
em que se registraram valores sempre abaixo de 3,0 mg.L no periodo de jul/18 a
set/18 (altura em que se verificaram as menores concentragées) (Figura 7B). Houve
diferenca significativa apenas em jul/18 com p=0,049 (Figura 7C).

Figura 7: Variagdo do pH (A) e do OD (B) a montante e a jusante das estruturas de
biorremediacdo de Mai/18 a Nov/18. A estrela mostra o més em que ocorreu
diferenca significativa nos valores. Boxplot do OD em Jul/18 (C).
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A reducdo do OD ocorreu apds as chuvas em jul/18, e se manteve a partir de ago/18
(sem chuvas) provavelmente devido a decomposicdo e entrada de nutrientes
advindos da superficie, por escorréncia, assim como do efluente da ETAR, que por
ter menos agua no rio, fica € menos diluido, o que é confirmada pelos valores de
condutividade elétrica crescentes a partir de jul/18 (353 uS/cm) e com registro de
583uS/cm em ago/18, assim como também pelos valores crescentes dos sélidos
dissolvidos totais a partir de jul/18 (214ppm) e atingiu valores de 292ppm em
ago/18.

Dados do Plano Verde de Bragancga (2008) corroboram com os valores encontrados
no presente estudo para este ponto, visto que a jusante da ETAR o minimo foi de
360 pS.cm™ e o méaximo foi de 847 uS.cm™) demostrando a interferéncia dos
efluentes da ETAR no aumento de sais minerais no Rio Fervenca. No entanto, a
jusante das estruturas observou-se sempre concentragdes ligeiramente mais
elevadas. Verificou-se que a maior diferenca entre os pontos ocorreu em jun/18
com 4,01 mg.L't a montante, enquanto que, a jusante foi de 4,77 mg.L™.

Foram observados valores mais elevados do nitrato (Na) a montante na maioria dos
meses, sendo observada a maior diferenca entre eles em jul/18 com 7,4 mg.L*! a
montante e 1,93 mg.L? a jusante, seguido de ago/18 no qual foi registrado 3,95
mg.L™? a montante e 2,3 mg.L a jusante do biofilme (Figura 8A). Ocorreu diferenca
significativa em ago/18 com p=0,035 (Fig. 8 - C).

O nitrogénio total (NT) registrou os menores valores sempre a jusante do biofilme
em todos 0s meses, exceto em set/18, sendo a maior diferenca, registrada em
ago/18 com 105mg.L ! a montante enquanto que, a jusante foi de 65,45 mg.L* (Fig.
8 — B). Ocorreram diferencas significativas em jul/18 (p=0,0006) e ago/18
(p=0,0006) (Fig. 8 — D e E). A aménia registrou valores acima de 3mg.L™ em todo o
periodo.

No geral, em relagdo aos nutrientes verifica-se que as analises comparativas entre
montante e jusante do biotratamento mostraram maior eficiéncia (com reducgao)
nos meses de Julho e Agosto, verificando-se um aumento nas médias dos
compostos nitrogenados e fosfatados apds passar pelo sistema de biorremediacao
em outubro e novembro.

Isso pode ser o resultado de processos dinamicos diferenciados no ecossistema
aquatico. Enquanto o fdsforo é absorvido pelas plantas e depende das taxas
fotossintéticas, o nitrogénio total depende de processos de decomposicdo e
nitrificacdo, que sdo determinados por bactérias. Ou seja, em setembro, inicio do
outono, havia menos insolagdo e as temperaturas estavam menos elevadas, o que
afeta diretamente a fotossintese, e consequentemente os processos afetados
diretamente por ela, como as concentracGes de fésforo e de nitrato, enquanto que
0s processos que sdo dependentes das bactérias dependem menos da luz, e podem
manter efeitos positivos mesmo com o inicio do outono, como o nitrogénio total,
qgue apesar de apresentar menos efeito da biorremediacdio em setembro,
continuou mostrando efeito positivo em outubro e novembro.
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Figura 8: Variagdo média do Na (A) e do NT (B) a montante e jusante das estruturas
de biorremediacdo de Mai/18 a Nov/18 A estrela mostra os meses em que
ocorreram diferencas significativas nos valores. Boxplot do Na em Ago/18 (C) e do
NT em Jul/18 (D) e em Ago/18 (E).
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Fonte: Elaborados pela autora

Analisando o biofilme, verifica-se que o peso livre de cinzas aumentou nos meses
de outubro e novembro, demonstrando que estaria mais rico em organismos vivos,
gue podem estar metabolizando estes nutrientes. Em outubro tinha menos
concentragOes de clorofila no biofilme, revelando que pelo menos neste més o
mesmo era mais rico em organismos heterotrdéficos.

O fésforo total (P) registrou o menor valor de 0,78mg.L™ em mai/18 em ambos os
pontos e as concentra¢des mais elevadas ocorreram em set/18 tanto a montante
(5,4 mg.L't) quanto a jusante (5,76 mg.L') das estruturas de biorremediac3o.
Verificaram-se diferencgas entre os valores a montante e a jusante das estruturas na
maioria dos meses, tendo a maior dela ocorrido em set/18 com 5,4mg.L?
(montante) e 5,8mg.L? (jusante) (Fig. 9 - A).

O foésforo reativo (ortofosfato - PO) também registrou suas maiores concentragdes
em set/18 com 4,2 mg.L! (montante) e 4,3 mg.L? (jusante), entretanto foi
observado valores mais elevados a jusante do biofilme na maioria dos meses, tendo
ocorrido a maior diferenca entre os pontos em set/18 com 2,7 mg.L'? a montante e
3,1 mg.L? a jusante (Fig. 9 - B). Ocorreram diferencas significativas em ago/18 com
p=0,022 e nov/18 com p=0,022 (Fig. 9—Ce D).
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Figura 9: Variacdo média do P (A) e do PO (B) a montante e jusante das estruturas
de biorremediacdo, entre mai/18 e nov/18. A estrela mostra os meses em que
ocorreram diferencas significativas. Boxplot do PO em Ago/18(C) e Nov/18 (D).
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Fonte: Elaborados pela autora.

Em relacdo ao nitrogénio total e nitratos verifica-se, com excecdo de setembro,
uma reducdo das suas concentragdes a jusante das estruturas. No caso do fosforo
total e do ortofosfato essa reducdo ndo segue um padrdao tdo constante. Estes
resultados poderdo estar relacionados com a natureza mais heterotréfica do
biofilme.

Biomassa do fitoplancton presente na agua

As concentracgdes da clorofila-a presentes na agua foram baixas, tal como seria de
esperar num sistéma ldtico, na maioria dos meses a montante e a jusante do ponto
de amostragem, sendo o maior valor encontrado no més de mai/18 com 5,46ug.L°
! entretanto foi observado diferencas entre os 2 pontos, sendo a maior delas em
ago/18 com 1,60pg.L’t a montante e 0,62ug.L* a jusante (Figura 10A). Ocorreu
diferenca significativa na clorofila-a em ago/18 com p=0,006.

A feofitina, resultante da degradacdo da clorofila-a e que representa algas em
senescéncia, registrou concentra¢des mais elevadas em mai/18, sendo importante
salientar valores mais elevados a jusante, tendo o més de ago/18 registrado a maior
diferenca entre eles com 4,32ug.L™ a montante e 6,92pg.L!a jusante (Figura 10B).
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Figura 10: Variagcdo média da clorofila-a (ug/L) do Fitoplancton (A) e da Feofitina
(ug/L) (B) a montante e jusante das estruturas de biorremediacdo, entre mai/18 e
nov/18. A estrela mostra o més em que ocorreu diferenca significativa nos valores.
Boxplot da Clorofila-a (Ago/18) (abaixo).
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Fonte: Elaborados pela autora

Diversidade da comunidade de macroinvertebrados

No que diz respeito aos macroinvertebrados benténicos, verificou-se que a maior
quantidade de organismos foi encontrada em julho tanto a montante das
estruturas com 561 ind, quanto a jusante com 623 ind. (Figura 11). A maior
abundancia foi de diptera, da familia Chironomidae, a montante, em todos os
meses, exceto em set/18 quando foi ultrapassado pelos hirudineos da familia
Erpobdelidae (79 ind.).

A maior abundancia de chironomideos a montante pode estar associada a
uma pior qualidade de dgua neste ambiente, visto que estas larvas sdo indicadoras
de dguas mais eutrofizadas. Segundo o indice Biological Monitoring Working Party
(BMWP) modificado por Junqueira e Campos (1998), os Chironomidae estdo entre
0s grupos que indicam piores qualidades de agua, recebendo pontuacdo 2,
enquanto que Glossiphoniidae e Erpobdelidae apesar de serem também
indicadores de aguas poluidas, tém uma maior pontuac¢do no indice BMWP, com
pontuacdo 3 (Quadro 1), revelando que indicam dguas menos poluidas. O quadro 2
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apresenta a classificacdo da qualidade de dgua baseado no indice BMWP (SOUZA,
2020).

Figura 11: Variagdo do numero de individuos totais das diferentes taxas de
Macroinvertebrados observados a montante (M) e a jusante (J) do biotratamento
entre mai/18 e nov/18.
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Fonte: Elaborado pela autora

Quadro 1. Valores atribuidos as familias de macroinvertebrados benténicos a partir
do indice Biological Monitoring Working Party (BMWP) modificado por Junqueira e
Campos (1998).

FAMILIAS VALOR
Siphionuridae, Gripoptenidae, Odontocendae, Helicopsychidae, Hidrosaphidae 10
Leptophlepiidae
Perlidae, Philopotamidae, Psephenidae, Microsporidae, Pyralidae, Noctuidae, R

Calopterygidae, Aeshnidae, Hebridae, Leptohyphidae
Polycentropodidae, Hydrobiosidae, Leptoceridae, Staphilinidae, Coenagrionidae, Vellidae, 7
Glossomatidae, Hydroptilidae,

Nepidae, Abeylidae, Unlonidae, Dixidae, Hidropsychidae, Libelulidae* &
Elmidae, Gomphidae, Naucoridae, Gerridae, Belostomatidae, Corixidae, Mesovelidae, 5
Notonectidae*, Gyrinidae, Hydrophilidae, Dugeslidae, Simulidae, Tipulidae, Baetidae

Dysticidae, Chrysomelidae, Corydalidae, Psicolidae, Ceratopogonidae, Empididae, 4
Celastocoridae, Polymirtacyidae*, Ampullariidae®

Physidae, Shaeridae, Planorbidae, Glossiphoniidae, Athericidae, Tabanidae, Erpobdelidae, 3
Caemidae®, Thiaridas*

Chirenomidae, Psychodidae, Stratiomydae, Syrphidae, Ephidridae, 2
Oligochaeta (todas), Sciomyzidae, Culicidae 1 |

* Familias de Macroinvertebrados bentonicos acrescentadas no presente trabalho.

Fonte: Adaptado de Junqueira e Campos (1998).

A maior quantidade de animais a jusante ocorreu em jul/18 com 401
individuos hirudineos da familia Glossiphoniidae (Helobdella) seguido pelos familia
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Erpobdelidae com 141 individuos. O fato de ter mais individuos destes dois grupos
citados acima a jusante, é um sinal que a qualidade de dgua melhorou um pouco,
apds passar pelo sistema de biorremediagdo. Hirudinea do género Glossiphonia
foram registrados apenas em nov/18.

Quadro 2. Qualidade da agua de acordo com o valor obtido no indice BMWP

BMWTP CLASSIFICACAO
=81 Excelente
80-61 Boa
6-41 Regular
40-26 Ruim
<25 Péssima

Fonte: Junqueira e Campos (1998).

Ao longo de todo o periodo também foram encontrados 1 Bivalve, 7 Ancylidae, 6
Physidae e 3 Chydoridae. Rodrigues (2013) e Portela (2014) verificaram igualmente
uma predomindncia de grupos tipicos de areas com elevada degradacdo da
qualidade da agua e da sua integridade ecoldgica (Erpobdellidae, Hirudinae e
Chironomidae) neste trogo do rio, tendo classificado a qualidade bioldgica neste
local como mediocre. De acordo com Esteves (1998), os Chironomidae conseguem
suportar longos periodos em condi¢des anaerdbias, estando, portanto, adaptados
as baixas concentracdes de OD registradas no presente estudo. Ao longo do
periodo em que decorreu o estudo ndo se observou o aparecimento de taxa de
macroinvertebrados indicadores de ambientes menos poluidos.

Varios autores tém reportado que promover o aumento do habitat do biofilme,
utilizando substratos artificiais tem como efeito a redugdo do fésforo e de algumas
formas de nitrogénio na coluna de agua, tendo assim um impacto positivo na
qualidade da dgua e, em Ultima instancia, na qualidade ecoldgica dos sistemas
aquaticos (e.g. JOBGEN et al., 2004; SZLAUER-tUKASZEWSKA, 2007; CRISPIM et al.,
2009; CAO et al., 2012; HE et al., 2017; WU, 2017; MA et al., 2018). Os resultados
obtidos no presente trabalho também indicam que a instalagdo de substratos para
aumentar a densidade do biofilme contribuiu para a melhoria da qualidade da agua
e integridade ecoldgica no troco do Rio Fervenca analisado, rio que tem
caracteristicas mediterranicas afetadas por fenédmenos de polui¢do organica.

CONCLUSOES
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A técnica com a utilizagdo de plasticos mostrou-se eficiente na criagdo de habitats
para o biofilme, visto que em apenas 15 dias o biofilme ja se encontrava com boa
colonizacdo. Em relacdo a composicado fitoplanctonica do biofilme, verificou-se a
predominancia das Bacillariophyceae em todos os meses analisados com um total
de 16 géneros, seguida das Chlorophyceae em todos os meses com apenas 3
géneros. O biofilme foi caracterizado como hetero-autrotrofico (tipo Ill) em relagao
ao conteldo de clorofila-a, em todos os meses, exceto em out/18 que foi
classificado como tipo IV (heterotréfico).

A biomassa do biofilme foi classificada como tipo Ill (organico-inorganico) de
acordo com o conteudo de cinzas em todos os meses estudados. Esta pesquisa
permitiu verificar a reducdo de nitrogénio total (com diferencas significativas em
julho e agosto) e nitrato (com diferenca significativa em agosto), na maior parte dos
meses analisados, com excecdo de setembro, quando se iniciaram as chuvas.
Redug¢do de clorofila-a (com diferenca a partir de ago/18, com diferenca
significativa neste més) e o aumento de concentragdo de oxigénio dissolvido em
todos os meses analisados (com diferenca significativa em julho).

Em relagdo a bioindicacdo por macroinvertebrados bentonicos todos os organismos
registrados caracterizam ambientes aquaticos poluidos, mas foi possivel verificar a
presenca em maior abundancia de grupos que indicam menos polui¢do a jusante
gue a montante, revelando uma pequena melhoria na qualidade de agua, apds esta
passar pelo sistema de biorremediacao.

Sugere-se a insercdo de mais estruturas organizadas de forma continua de uma
margem a outra e formando no minimo 3 linha consecutivas, de forma a que possa
haver mais contatos entre a dgua circundante e o biofilme, de forma a tornar esse
efeito mais forte.

Apesar das cortinas de pldstico terem sido eficientes, sugere-se a utilizacdo de
material permanente (como ceramica, tijolo, vidro, dentre outros) que nao liberem
substancias tdxicas, de forma a criar habitats permanentes no local. Outros
materiais, ndo plasticos, como tecido de algodao, estdo sendo testados pela equipe
de pesquisa, para ndo haver degradacgao e inser¢do de nanoparticulas de plastico
no ambiente. No entanto, verificou-se que no periodo de 6 meses ndao ocorreu a
degradacdo ou quebra das bandas de polietileno podendo ser usado sem risco de
degradacdo por esse periodo.
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