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RESUMO

Floragdes de cianobactérias tdéxicas vém ocorrendo frequentemente em varios
reservatorios de abastecimento publico no Brasil. O tratamento convencional da
agua pode propiciar a lise celular de cianobactérias, promovendo a liberagao de
cianotoxinas para agua que nao sado removidas por esse tipo de tratamento.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como proposta avaliar o processo de
degradacdo de microcistinas dissolvidas sob diferentes condi¢bes ambientais,
assim como avaliar a eficiéncia de remogao de células de Microcystis aeruginosa
(cepa NPLJ-4) e microcistinas através do processo de filtragdo lenta e de
adsorcao em carvao ativado granular. Os resultados dos testes de degradacao de
microcistinas em diferentes condi¢gdes de pH (3,0; 5,0 e 7,0) e temperaturas (12,
22 e 30°C) evidenciaram que o processo de degradagdo dessas moléculas foi
extremamente lento, no entanto, em meio mais acido e temperaturas mais
elevada a degradagcao mostrou-se mais intensa. A aplicacdo de diferentes
concentracdes de FeCls (3,5; 7,5 e 10,1 mg.L") e de Alx(SO4); (5,14 e 28 mg.L™")
favoreceu a lise das células da cepa NPLJ-4. Entretanto, ndo foi detectada
microcistinas na fragcao dissolvidas dos tratamentos. Além disso, pode-se verificar
que a qualidade da agua influenciou nas analises quantitativas das microcistinas
dissolvidas. Aguas com alta condutividade e concentracdo de Fe e Al
promoveram uma reducao significativa na quantificagcdo dessas moléculas bem
como na sua atividade bioldgica. Por outro lado, aguas com alta concentragcao de
carbono organico dissolvido favoreceram o crescimento bacteriano e a
degradacdo de microcistinas dissolvidas, ficando evidente a influéncia da
comunidade bacteriana na biodegradagcdo de microcistinas. Quanto aos
experimentos de remogao, os resultados apontaram que o sistema de filtragcédo
lenta foi efetivo para a remocado completa de células da cepa NPLJ-4 em
concentracdes de até 10° células.mL™ com taxa de filtracdo de 2 m*/m?.dia. Nessa
condi¢do, nao foram detectadas microcistinas intracelulares nem extracelulares
na agua efluente. Os testes para verificar a capacidade de adsor¢cao de
microcistinas por diferentes tipos de carvdo ativado granular, normalmente
utilizados nos sistemas de purificagao de agua de centros de dialise, revelaram a
nao eficiéncia desses carvoes para a adsor¢gao completa das concentragdes de
microcistinas dissolvidas testadas (1, 10 e 18 pg.L™). Consequentemente, a agua
filtrada foi considerada impropria para a produgao de injetavel e para o tratamento
dialitico.



ABSTRACT

Toxic cyanobacterial blooms have been frequently occurring in several reservoirs
and water supplies in Brazil. The conventional water treatment train generally
leads to break of cyanobacteria cells, promoting release of cyanotoxins to the
water, which are poorly removed by that treatment. Taking this into account, this
work had as proposal to investigate degradation process of dissolved microcystins
under different environmental conditions as well as to investigate the removal of
Microcystis aeruginosa cells (NPLJ-4 strain) and microcystins by slow sand
filtration and granular activated carbon. The results of the microcystins
degradation experiments using different conditions of pH (3,0; 5,0 and 7,0) and
temperatures (12, 22 and 30° C) showed that the degradation of these molecules
was extremely slow. However, in acidic medium and higher temperatures, the
degradation was more intense. The application of different concentrations of ferric
chloride (3,5; 7,5 and 10,1 mg L ™) and aluminum sulfate (5,14 and 28 mg L)
favored the breakage of NPLJ-4 cells. Nevertheless, microcystins were not
detected in the dissolved fraction. It could be also verified that the water quality
influenced on the quantitative analyses of dissolved microcystins. High
conductivity water, Fe and Al concentrations promoted a great deal of reduction on
the detection of these molecules, as well as on its biologic activity. On the other
hand, water with high dissolved organic carbon concentrations favored the
degradation of dissolved microcystins and bacteria growth, which makes evident
the influence of the bacteria community on the biodegradation of microcystins.
Concerning the removal experiments, the results indicated the slow sand filtration
system was effective to the complete removal of NPLJ-4 cells in concentrations up
to 10° cells.mL™" with ration flow rate of 2 m*/m?.day. Under these conditions, either
intracellular and extracellular microcystins was not detected in filtered water. The
experiments carried out to verify the microcystins adsorption capacity of different
types of granular activated carbon, commolly used in the purification systems of
dialysis centers in Brazil, reveled that those activated carbons were ineffective to
complete the adsorption of the dissolved microcystins on the concentrations tested
(1,10 e 18 pg L™"). Consequently, the filtered water was considered unsuitable to
production of injectable solutions and to the dialysis treatment.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Consideracdes Gerais

As cianobactérias ou cianoficeas, também conhecidas popularmente
como algas azuis, fazem parte de um grupo de microrganismos que possui
organizagado celular procariotica, uma das formas mais primitivas de vida.
Diferem dos eucariotos por ndo apresentarem uma estrutura organizada do seu
material genético e demais organelas (Whitton & Potts, 2000), no entanto, séo
de grande importancia para o ecossistema devido a sua capacidade de realizar
fotossintese oxigénica, como os vegetais superiores, contribuindo para o inicio
do acumulo de O, na atmosfera terrestre.

A capacidade de crescimento nos mais diferentes meios € uma das
caracteristicas marcantes das cianobactérias. Entretanto, os ambientes de agua
doce sao os mais favoraveis para o crescimento das cianobactérias, visto que a
maioria das espécies apresenta melhor crescimento em aguas neutro-alcalinas
(pH 6-9), com temperatura entre 15 a 30°C e alta concentragédo de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo (Fogg & Thake, 1987).

Normalmente, um grande numero de espécies faz parte da comunidade
fitoplanctdnica. Entretanto, o acelerado processo de eutrofizacdo que os corpos
d’agua vém sofrendo, devido principalmente a grande descargas de esgotos
industriais e domésticos, tem favorecido o crescimento intenso de poucos
géneros ou espécies, levando a formagao de floragdes.

As cianobactérias também sao conhecidas por produzir uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios, que incluem compostos que agem como
horménios, antibioticos, aleloquimicos e cianotoxinas (Gleason & Wood,1987).

Dentre esses, as cianotoxinas tém sido investigadas por diferentes
grupos de pesquisas, devido a seus efeitos danosos em células e organismos.
As cianotoxinas mais frequentemente reportadas fazem parte do grupo das
neurotoxinas e das hepatotoxinas.

As neurotoxinas de cianobactérias ja caracterizadas sao alcaldides
produzidos principalmente pelos géneros Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya,
Oscillatoria, Trichodesmium e Cylindrospermopsis (Landsberg, 2002). Essas



neurotoxinas foram quimicamente ja definidas como: anatoxina-a, a anatoxina-
a(s) e as saxitoxinas.

As hepatotoxinas sdo as toxinas mais comumente produzidas pelas
cianobactérias, principalmente dos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Gloeotrichia e
Coelosphaerium (Carmichael, 1992; Landsberg, 2002). Essas toxinas sé&o
oligopeptideos ciclicos, como as microcistinas e nodularinas ou alcaléide como
a cilindrospermopsina.

As hepatotoxinas mais frequentemente encontradas sdo as microcistinas
que comprovadamente agem como inibidoras potentes e especificas de
proteinas fosfatases dos tipos 1 e 2A (PP1 e PP2) (Falconer & Buckey, 1989).
Essas hepatotoxinas causam danos aos hepatécitos através dos receptores dos
acidos biliares, promovendo uma desorganizagao dos filamentos intermediarios
e dos microfilamentos de actina, que sao os polimeros protéicos do
citoesqueleto. Assim, ocorre uma diminuicdo do tamanho dos hepatdcitos.
Consequentemente, o figado perde a sua arquitetura e passa a desenvolver
graves problemas hepaticos (Yu, 1994.; Clalysseus et al., 1995).

Os sinais clinicos das hepatotoxicoses observados em animais incluem:
fraqueza, anorexia, vomito, extremidades do corpo frias, palidez e diarréia. A
morte pode ocorrer de poucas horas a poucos dias, apos a exposi¢ao inicial a
toxina, resultado de hemorragia intra-hepatica e choque hipovolémico,
caracterizado com o aumento de cerca de 100% do peso do figado (Carmichael,
1994).

A estrutura das microcistinas foi determinada como sendo um
heptapeptideo monociclico, composto de trés D-aminoacidos, dois L-
aminoacidos e dois aminoacidos nao usuais: N-metildehidroalanina (Mdha) e 3-
amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4, 6-acido  diendico, conhecido
abreviadamente como Adda (Figura 1) (Harada et al., 1996).

A diferenca estrutural das mais de 60 microcistinas ja descritas depende
principalmente da variagdo de pelo menos um dos dois L-aminoacidos e da
presenca ou auséncia de grupos metilados em [-Me-Asp e/ou Mdha. As
variagcbes dos L-aminoacidos podem gerar combinag¢des conhecidas como
microcistina-LA (leucina-alanina); -LR (leucina-arginina); -YR (tirosina-arginina);

-YA (tirosina-alanina); -RR (arginina-arginina). Outra caracteristica importante



da molécula das microcistinas € a presengca do [B-aminoacido Adda. Este
aminoacido aumenta a hidrofobicidade dessas moléculas e é considerado
essencial para sua atividade bioldgica (Sivonen & Jones, 1999).

As microcistinas tém peso molecular de aproximadamente 1000 daltons e
sao consideradas quimicamente estaveis, podendo permanecer biologicamente

ativas na coluna d’agua durante varias semanas a meses (Park et al., 2001).

Figura 1 — Estrutura geral das microcistinas, X (2) e Z (4) representam os dois
aminoacidos que podem variar e R' e R? s&o os locais de possiveis metilacdes.
(Carmichael, 1994).



1.2 - Fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que atuam na degradacéo e

remocao das microcistinas

Os estudos do tempo de residéncia na coluna d’agua e da degradagéao
das microcistinas sdo de extrema importancia, devido a grande freqiéncia de
floracbes de cianobactérias produtoras dessas hepatotoxinas em mananciais
utilizados como fonte de abastecimento publico. Essas hepatotoxinas tém sido
comumente detectadas em varios reservatérios de abastecimento em todo o
mundo (Watanabe et al.,1989; Sivonen, 1990; Azevedo, 1998; Carmichael et al.,
2001). Este fato sugere que essa toxina pode causar sérios riscos a populagao
através da agua potavel.

Usualmente, a agua bruta €& tratada seguindo-se uma série de
procedimentos que pode resultar na lise celular das cianobactérias (Tsuiji et al.,
1995). As microcistinas sdo endotoxinas e, portanto, somente uma pequena
proporgao é liberada naturalmente para coluna d’agua. Entretanto, quando
ocorre a lise celular devido a um tratamento quimico, as microcistinas sao
substancialmente liberadas para a agua (Watanabe, 1996).

Os estudos ja realizados relatam que a degradacao total de microcistinas
em ambientes aquaticos ira depender da sua concentracdo inicial, dos
microrganismos presentes, da temperatura da agua, do pH e das
disponibilidades de outras fontes de carbono organico (Jones et al.,1994;
Bourne et al., 1996).

O trabalho de Harada et al. (1996) relata a temperatura e o pH como as
variaveis limitantes para a degradacdo das microcistinas. Segundo estes
autores, a degradacao dessa molécula foi mais eficaz em meio acidificado a
40°C, mas foram necessarios 80 dias para que 99% das microcistinas fossem
degradadas, e os produtos da degradagao detectados ndo apresentaram efeitos
téxicos. Bourne et al. (1996) também relataram a atividade biolégica de
microcistina-LR na agua durante 2 semanas, até a ocorréncia de uma endemia
de bactérias que degradaram esta molécula, sendo ainda possivel detectar uma
pequena concentracdo apdés 30 dias. O mesmo foi observado por Watanabe
(1996), que verificou a rapida degradagéo de microcistina-LR e YR na presenca

de bactérias.



Além disso, Tsuji et al. (1995) verificaram que a irradiagcdo solar nas
células de cianobactérias era um fator atuante na decomposicdo de
microcistinas, no entanto, a degradacdo dessa molécula purificada exposta a
irradiacao solar foi bastante lenta. Estes autores concluiram que os pigmentos
fotossintéticos contidos nas células aceleraram o processo de degradacgao e
isomerizagao para 6(z)- Adda microcistina.

Estudos realizados tém mostrado que o tratamento convencional da
agua, que inclui os processos de coagulagdo, por exemplo, com sulfato de
aluminio ou cloreto de ferro, sedimentacgao, filtracdo em areia e cloracdo, nao
sdao suficientes para remogao das hepatotoxinas, principalmente das
microcistinas. As microcistinas dissolvidas podem dispersar-se ou serem
diluidas no corpo d’agua, mas nao sao removidas através dos processos
convencionais de tratamento (Hrudey et al., 1999; Drikas et al., 2001).

Mouchet e Bonnélye (1998) verificaram que a dosagem necessaria de um
agente coagulante durante o processo de tratamento de agua, para a remogao
de células de cianobactérias é dependente da concentracdo de células, da
alcalinidade da agua e da fase de crescimento das células. Estes autores
também verificaram que o processo de coagulagdo nao é eficiente para a
remocao das microcistinas. Somente 17% das microcistinas dissolvidas foram
removidas apés um tratamento com sulfato de aluminio.

A utilizagao de algicidas nos mananciais onde é feita a captagdo de agua
para o tratamento é uma pratica relativamente comum, mas indesejada, pois
afeta a vida aquatica e exige aplicagdes frequentes favorecendo a proliferagao
de organismos altamente resistentes ao algicida, o que faz com que, ao longo
do tempo, seja necessaria aplicacbes de doses cada vez maiores para ter o
efeito desejado (Hrudey et al., 1999). Jones e Orr (1994) recomendam a nao
utilizagdo de agua tratada com algicidas durante um determinado periodo para
que ocorra a degradagao das microcistinas e de outras substancias que liberam
gosto e odor. Entretanto, pouco se sabe a respeito do tempo necessario para
que ocorra a degradagao dessas moléculas.

Kenefick et al. (1992) estudaram a liberagdo de microcistinas apos um
tratamento com sulfato de cobre e com hidréxido de calcio dado as células de
cianobactérias. O primeiro tratamento mostrou que sulfato de cobre promoveu

lise da célula, ocorrendo a liberagdo de microcistinas para a agua. No



tratamento com hidroxido de calcio, as células tenderam a precipitar sem que
houvesse a lise das células e liberagdo dessa cianotoxina.

Com relagao ao cloro, que é o oxidante mais utilizado nas estacbes de
tratamento de agua, Jones et al. (1993) verificaram a ocorréncia de remogao
das microcistinas dissolvidas somente quando a concentragao de cloro livre era
superior a 0,5 mg.L'1, com tempo de contato variando entre 60 a 120 minutos e
valores de pH entre 7 e 8; uma vez que a velocidade das reagdes € reduzida em
pH alcalino.

Quanto aos fatores biologicos, tém sido demonstrado um importante
papel das bactérias no processo de degradacao das microcistinas. Bactérias do
género Sphingomonas foram capazes de degradar microcistina-LR e o produto
de degradagdo mostrou-se 200 vezes menos toxico (Jones et al.,, 1994). A
espécie Pseudomonas aeruginosa, isolada de um lago no Japao, também é
conhecida por degradar microcistinas. Estas bactérias atacaram o aminoacido
Adda que é considerado essencial para a atividade bioldégica da molécula de
microcistina (Takenaka e Watanabe, 1997).

Outro exemplo da importancia de microrganismos na remogéao de células
de cianobactérias e suas cianotoxinas pode ser observado com os resultados
obtidos com o sistema da filtragdo lenta. A utilizacdo desse sistema € uma
pratica antiga de tratamento de agua, mas pouco utilizada devido ao pequeno
volume de agua obtido durante o tratamento, sendo possivel aplica-la somente
em regides com baixa densidade demografica. Esse sistema se assemelha ao
que ocorre na natureza, quando a agua da chuva atravessa as diversas
estratificagbes do solo até encontrar um aquifero (Vargas, 1992 — citado em S3,
2002)

A efetividade da filtragdo lenta é atribuida principalmente a acao
biolégica localizada no biofilme, “schumutzdecke”, formado na interface agua e
areia. Neste filme biolégico ocorrem o0s processos oxidativos da matéria
organica.

Este tratamento ndo envolve o uso de coagulante e &€ amplamente
reconhecido por produzir agua de boa qualidade, mostrando-se bastante efetivo
para a remogao de bactérias patogénicas, virus e cistos de Giardia e oocistos

de Cryptosporidium (Hendricks et al., 1991).



Alguns trabalhos ja foram realizados para verificar a capacidade desse
tratamento para a remocg&o de células de cianobactérias e de suas toxinas. Os
trabalhos de Mouchet & Bonnelye (1998) e Melo (1998) - citado em Brandao e
Azevedo (2001) indicam que este sistema de tratamento apresentou remogao
média de 98% das células de cianobactérias. Entretanto, é importante enfatizar
que o potencial desse sistema esta relacionado as condi¢cdes operacionais,
assim como a qualidade de agua afluente.

Keijola et al. (1991) relataram resultados satisfatérios para a remogéao de
microcistinas dissolvidas através da filtragao lenta.

Por outro lado, a utilizagdo de carvao ativado em estacdes de tratamento
de agua tem sido uma pratica cada vez mais frequente, devido principalmente a
necessidade da remogéo de gosto e odor na agua causados muitas vezes por
floracbes de cianobactérias no manancial. Entretanto, poucos sdo os estudos
visando compreender o processo de adsor¢cao das microcistinas pelo carvao
ativado. Porém, ja é sabido que a eficiéncia do carvao ativado granular (CAG)
na adsor¢cdo de microcistinas esta relacionada a diferentes fatores, sendo a
concentragcdo de matéria organica bastante relevante. Lambert et al. (1996)
verificaram reducdao de 40-60% na capacidade de adsor¢édo do CAG para a
remocao de 0,6-1,2 pg.L'1 de microcistinas dissolvidas em agua contendo 20
mg.L™ de carbono organico dissolvido. Ou seja, 4guas com altas concentragdes
de matéria organica podem apresentar outras substancias preferencialmente
adsorvidas ao carvao ativado.

A condi¢cdo considerada otima para a adsorgdao de microcistinas pelo
carvao ativado granular (CAG) é que a agua apresente concentragdes baixas de
carbono organico dissolvido, o que nao reflete as condigbes das aguas
normalmente encontradas nos reservatorios brasileiros, particularmente quando
sujeitos a floragoes.

De acordo com os dados apresentados pela Secretaria de Saude do
Estado de Pernambuco, o grave caso de intoxicagcdo humana por microcistinas
ocorrido em Caruaru -PE (Brasil), em 1996 foi decorrente da utilizagao de agua
sem o tratamento convencional. Esta foi apenas clorada e, consequentemente,
esse processo acarretou a lise das células de cianobactérias e liberagao das
toxinas para a fragdo dissolvida. Essa agua contaminada com microcistinas

dissolvidas, com dose estimada de 19,5 pg.L'1, foi utilizada por uma clinica de



didlise nos periodos de falha no abastecimento publico. O sistema de
purificacdo de agua desta clinica, que incluia processos de filtragcdo em areia,
carvao ativado e troca-ibnica, nao foi eficiente para remocéo das microcistinas,
deixando a agua imprépria para a utilizacdo no tratamento dialitico. Tal fato,
ocasionou a morte de pelo menos 52 pacientes devido a uma intoxicagéo por
microcistinas, que foi confirmada através da detecgcdo de microcistinas nos
sangue e figado dos pacientes (Jochimsen et al., 1998; Carmichael et al.,
2001).
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1.3 - Relevancia do Estudo Proposto

Como ja enfatizado, nas ultimas décadas vem ocorrendo um aumento na
frequéncia de floragdes de cianobactérias em reservatérios de abastecimento
publico, lagos artificiais, lagoas salobras, rios e outros corpos d’agua brasileiros
devido ao crescente processo de eutrofizagéo.

A equipe do Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias
(LETC), IBCCF, UFRJ, tem confirmado a ocorréncia de floragbes toxicas de
cianobactérias em diversos corpos d’agua localizados nas varias regides
brasileiras. O género mais frequentemente identificado nessas floragdes toxicas
€ Microcystis, sendo as microcistinas as cianotoxinas mais comumente
detectadas (Oliveira et al., 1998).

Em face desses dados, acreditamos ser de extrema importancia estudos
visando verificar o efeito de fatores fisicos, quimicos e biolégicos tais como:
temperatura, pH, concentracdo de cloreto férrico, sulfato de aluminio e
comunidade bacteriana no processo de degradacdo das microcistinas. Assim
como, analisar a eficiéncia do sistema de filtracdo lenta para a remocgao de
células de M. aeruginosa e de microcistinas e também avaliar a remogao
dessas moléculas através do processo de adsorgéo por carvao ativado granular
utilizados em sistemas de purificacédo de agua de centros de didlise brasileiros.

A partir dos conhecimentos adquiridos teve-se o objetivo de estabelecer
as condi¢des mais apropriadas para promover a degradagao e/ou remocgao das
microcistinas, disponibilizando os resultados de forma a torna-los aplicaveis nas
estacbes de tratamento de agua, a fim de melhorar a qualidade da agua

fornecida a populacéo.
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1.4 - OBJETIVOS

Geral

- Estudar a influéncia de processos fisicos, quimicos e bioldgicos na

degradacéo de microcistinas, procurando também estabelecer condi¢des

eficazes para a remocéo destas moléculas.

Especificos

Verificar o efeito de diferentes valores de temperatura e de pH na

degradacao de microcistinas dissolvidas;

Verificar o efeito de diferentes concentracbes de cloreto férrico e
sulfato de aluminio na lise celular da cepa NPLJ-4 da espécie
Microcystis aeruginosa e na degradagcdo das microcistinas

extracelulares;

Verificar o efeito da qualidade de agua na deteccdo e atividade

biolégica de microcistinas dissolvidas;

Relacionar o processo de degradacédo das microcistinas dissolvidas

com diferentes concentragdes de carbono organico dissolvido;

Verificar a influéncia de bactérias de grupos morfolégicos diferentes

no processo de degradagao da microcistina;

Avaliar a eficiéncia do processo de filtracdo lenta em areia para a
remocdo de células da cepa NPLJ-4 da espécie de Microcystis

aeruginosa e de microcistinas dissolvidas;

Avaliar a capacidade de adsor¢ao de microcistinas por diferentes tipos
de carvdo ativado granular normalmente utilizados em sistemas de

purificacdo de agua de centros de dialise brasileiros.
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2 - EFEITO DA VARIACAO DE pH, TEMPERATURA E USO DE
FLOCULANTES EM MICROCISTINAS DISSOLVIDAS (HEPATOTOXINAS
DE CIANOBACTERIAS)
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RESUMO

Cianobactérias toxicas vém ocorrendo em varios reservatorios de abastecimento
publico no Brasil. O tratamento convencional da agua geralmente propicia a lise
das células de cianobactérias promovendo a liberagédo de cianotoxinas para a
agua. As microcistinas, que sdo as cianotoxinas mais comumente encontradas,
sao moléculas estaveis e sdo pouco removidas através do processo convencional
de tratamento da agua. Este estudo teve como objetivo verificar o efeito de
diferentes valores de pH e temperatura no processo de degradagdo de
microcistinas dissolvidas e o efeito de diferentes concentragdes de cloreto férrico
e sulfato de aluminio na lise das células da espécie Microcystis aeruginosa (cepa
NPLJ-4) produtora de microcistinas e na estabilidade das moléculas de
microcistinas dissolvidas. As analises de quantificacdo destas toxinas foram
realizadas através da técnica de HPLC. A condicao de pH 3,0 foi a que propiciou
uma maior redu¢ao nas concentragdes de microcistinas. Entretanto, apds 42 dias
ainda foi possivel detectar-se 9% da concentracao inicial (11 pg.L™). No teste
com diferentes temperaturas pode-se verificar que a 30°C o processo de
degradacao das microcistinas foi mais acentuado. As maiores concentragcbes de
cloreto férrico (7,1 e 10,1 mg.L'1) favoreceram a lise celular. Entretanto, nao foi
possivel detectar-se microcistinas na fragao dissolvida. O mesmo foi verificado no
tratamento com sulfato de aluminio. Pode-se inferir que altas concentracbes de
ferro na agua favoreceram uma redugcdo na concentragdo de microcistinas
dissolvidas analisadas, seja devido a degradag&o da molécula de microcistinas ou
a uma mudanga conformacional em sua estrutura quimica, tornando-a
indetectavel pelo método analitico utilizado. Outros ions, como o aluminio,
comumente utilizados nas estagcbes de tratamento de agua também podem

favorecer essa reagdo quimica.
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1 - INTRODUCAO

A ocorréncia de cianobactérias téxicas em ambientes aquaticos ja foi
verificada em quase todo o mundo. As hepatotoxinas sdo as toxinas mais
comumente produzidas pelas cianobactérias, principalmente dos géneros
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon, Gloeotrichia e Coelosphaerium (Sivonen & Jones, 1999), sendo
as microcistinas as hepatotoxinas mais freqientemente encontradas nos
ambientes aquaticos (Lahti, 1997; Oliveira et al., 1998; Schmidt et al., 2002). A
estrutura quimica das microcistinas foi determinada como sendo um
heptapeptideo monociclico, composto por trés D-aminoacidos, dois L-
aminoacidos e dois aminoacidos n&o usuais: N-metildehidroalanina (Mdha) e 3-
amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8 — trimetildeca-4, 6-acido diendico, conhecido
abreviadamente como Adda (Luukkainen et al., 1994). Este aminoacido é
considerado essencial para a atividade biologica da molécula (Carmichael, 1994,
Harada et al., 1996).

As microcistinas sao conhecidas como compostos estaveis, possivelmente
devido a sua estrutura ciclica (Chorus & Bartram,1999).

Estas toxinas podem provocar sérios danos no figado por promoverem
uma desorganizagdo dos microfilamentos de actina que compde parte do
citoesqueleto (Runnegar e Falconer, 1986), sendo também reconhecidas como
inibidoras potentes e especificas de proteinas fosfatases dos tipos 1 e 2 A (PP1 e
PP2) (Ward et al.,, 1997; Heresztyn & Nicholson, 2001). Testes de toxicidade
determinaram a DLsy de microcistina-LR em concentragdes variando de 36 a
122 ug/kg via intraperitonial (i.p) ou venosa (i.v.) em camundongos ou ratos,
podendo-se verificar também toxicidade similar via inalagao (Dawson,1998).

O processo de degradagao das microcistinas pode levar de varias semanas
a meses, sendo que a degradagao total das microcistinas ira depender de sua
concentragéao inicial, dos microrganismos presentes, da temperatura da agua, do
pH e da disponibilidade de outras fontes de carbono organico (Takenaka &
Watanabe, 1997; Robertson et al., 1999; Park et al., 2001).

A estabilidade e toxicidade das microcistinas indicam que estas moléculas
podem causar sérios riscos a populagao através do consumo da agua potavel. As

intoxicagdes humanas podem ser causadas pelo contato direto com células
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téxicas ou pelo consumo de agua contaminada com cianotoxinas. A utilizagao de
agua com cianobactérias toxicas, sem o tratamento adequado para a remogéo
das células ou das cianotoxinas, pode ser a causa de doengas agudas e crdnicas,
dependendo da dose e tempo de exposigao (Falconer, 1998).

Usualmente, a agua bruta €& tratada seguindo-se uma série de
procedimentos que pode resultar na lise celular das cianobactérias. As
microcistinas s&o endotoxinas mas quando ocorre a lise celular, seja devido ao
processo de morte natural ou a um tratamento quimico, essas toxinas sao
liberadas para a coluna d’agua. Essa liberacdo pode ser rapida ou pode ocorrer
entre 3 a 24 horas, dependendo do produto quimico utilizado e da dosagem
aplicada. Os procedimentos convencionais de tratamento de agua como:
floculagcdo, sedimentacado e filtragdo em areia ndao sao capazes de remover
eficientemente as microcistinas dissolvidas (Hrudey et al., 1999; Drikas et al.,
2001). A aplicacdo de carvao ativado particulado minimiza a concentragao de
microcistinas na agua, mas nao apresenta 100% de eficiéncia de remogao
(Schmidt et al., 2002). Deste modo, as cianotoxinas (principalmente as
microcistinas) vém representando um desafio as empresas responsaveis pelo
tratamento de agua.

Em alguns paises da Europa, a aplicagdo de produtos quimicos utilizados
como algicidas é proibida ou limitada devido ao grande impacto ambiental, sendo
desfavoravel o uso por longo periodo. A aplicagédo de um determinado produto
nos mananciais deve ser preferencialmente no inicio de  floragbes de
cianobactérias, quando a densidade celular é baixa, para reduzir o potencial de
liberagdo de toxinas intracelulares (Hrudey et al.,1999). No Brasil, o uso de
produtos quimicos ainda € uma pratica comum nas estagdes de tratamento de
agua, embora a portaria 1469/MS, em seu artigo 19, vete o uso de algicidas para
o controle de crescimento de cianobactérias ou qualquer intervengdo que
provoque a lise das células, quando a densidade de cianobactérias exceder
20.000 células.mL™.

Os produtos quimicos que vém sendo mais utilizados nos processos de
floculacdo nas estagdes de tratamento de agua brasileiras, sdo os que incluem
ions de aluminio e ferro, mas recentemente polimeros organicos também tém sido

utilizados.
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Muito ja se sabe sobre o tratamento convencional de agua, que envolve a
combinagao de varios processos como coagulagédo, sedimentacdo, flotagdo e
filtracdo para a remocdo do material particulado. Entretanto, as pesquisas tém
sido muito limitadas no que se refere a remog¢ao de microcistinas por meio da
combinagdao de processos convencionais, assim como o efeito de produtos
quimicos usados no tratamento sobre as moléculas de microcistinas dissolvidas.

Além disso, os trabalhos relativos ao efeito de condi¢des fisicas, quimicas
e microbiolégicas no processo de degradagdo das microcistinas, assim como a
eficiéncia de produtos quimicos utilizados para promover o processo de
coagulagao/floculacao se referem principalmente a estudos realizados na Europa
e na Australia. Desse modo, faz-se necessario a conducido de estudos no Brasil,
ja que as espécies de cianobactérias assim como as cianotoxinas podem ser
sensiveis as variagbes ambientais, que sdo muito distintas nas diferentes regides
brasileiras em relagao a paises de ambiente temperado.

Portanto, o nosso estudo teve como objetivo verificar o efeito de diferentes
valores de pH e temperatura no processo de degradagdo de microcistinas
dissolvidas e o efeito de diferentes concentracdes de cloreto férrico e sulfato de
aluminio na lise das células de Microcystis aeruginosa e na estabilidade da

molécula de microcistinas.
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2 - MATERIAL E METODOS

A cepa NPLJ-4 da espécie Microcystis aeruginosa, produtora de
microcistinas foi isolada, em 1996, pela equipe do Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia, da Lagoa de Jacarepagua, situada na zona oeste da cidade do Rio
de Janeiro (Lat. 23° 00’ S - Long. 43°20’ W).

2.1 - Condigdes de Cultivo

A cepa NPLJ-4 foi cultivada em condi¢gées unialgais no meio ASM-1
(Gorham et al.,1964 citado em Gibson e Smith, 1982), sob intensidade luminosa
de 55 pE.m?.s”", temperatura de 25 + 2°C, pH 8,0, fotoperiodo de 12 horas. As
células da cepa NPLJ-4 foram concentradas ao atingir a fase exponencial de
crescimento (de 15 a 20 dias de cultivo) e este concentrado de células foi
utilizado nos testes descritos a seguir.

Todos os testes foram realizados em triplicatas.

2.2 — Condicbes Experimentais

- Variacdo do pH

O teste para verificar a influéncia do pH no processo de degradagao de
microcistinas foi realizado utilizando os seguintes valores de pH: 3,0; 5,0 e 7,0.
Para tanto em 09 erlenmeyers de 2 litros, cada um contendo 900 mL de agua
deionizada autoclavada, foi adicionado o concentrado de células da cepa NPLJ-
4 numa concentragdo final de 10° células.mL™, apds sofrer um processo de
congelamento e descongelamento para promover a lise celular. A concentragao
de células.mL™ utilizadas continha 141 ug.L™" de equivalente de microcistina-LR.
Os valores de pH foram ajustados previamente utilizando-se uma solugéo de
HCL 0,1 N ou NaOH 0,1 N.

O teste foi realizado sob temperatura de 25 + 2°C, intensidade luminosa
de 80 pE.m?s™ e fotoperiodo de 12 horas, sendo analisadas as seguintes

variaveis:
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e concentragdo de microcistinas nas fragdes particulada (intracelular) e
dissolvida (extracelular);
e concentragao de clorofila a;
e quantificacdo da populagao bacteriana.
Para tanto, foram retiradas aliquotas de 50 mL nos tempos de 0, 1/2, 1, 2, 4, 8,
13, 17, 21, 27, 34, 42 e 50 dias.

- Variacdo de temperatura

As diferentes temperaturas testadas (12, 22 e 30°C) estdo de acordo com
as normalmente encontradas nos ecossistemas aquaticos de diferentes regides
brasileiras. Essas temperaturas foram obtidas através de um banho
termostatizado. Para cada temperatura foram utilizados 28 tubos de ensaios
contendo agua deionizada autoclavada a pH 7,0, sendo adicionado o
concentrado de células da cepa NPLJ-4 (10° células.mL™), apos sofrer um
processo de congelamento e descongelamento, com concentragao final de 120
ng.L™" de equivalente de microcistina-LR.

As variaveis analisadas foram as mesmas do teste anterior. Para tanto,
foram retirados 3 tubos, de cada condicdo experimental, nos tempos amostrais
de 0,1,5,12, 20 e 27 dias.

- Cloreto férrico (FeCls)

As concentragdes de FeCl; testadas foram de 3,5; 7,1 e 10,1 mg.L™. As
concentragdes utilizadas foram determinadas em teste preliminar que avaliou
quais concentragdes propiciariam o processo de floculagdo das células da
espécie M. aeruginosa (cepa NPLJ-4), e estas estdo de acordo com as
concentragbes normalmente aplicadas nas estagbes de tratamento de agua
brasileiras.

Para cada concentragao testada foram utilizados 28 tubos de ensaio
contendo uma solugédo de agua deionizada autoclavada, FeCls; e o concentrado
de células intactas da cepa NPLJ-4, obtendo-se um volume final de 20 mL com
2x10° células.mL™. A concentracdo total de equivalentes de microcistina-LR

nessa solucdo era de 200 pg.L™".
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O efeito do produto quimico na integridade celular foi analisado através
da determinagdo da concentracdo de clorofila a e das concentracbes de
microcistinas nas fracdes particulada e dissolvida. O tratamento controle foi
realizado sem a aplicagao de cloreto férrico.

O teste foi realizado em banho termostatizado a 22°C, pH entre 6,8 a
7,0, intensidade luminosa de 80 pE.m?.s’ e fotoperiodo de 12 horas. Os
tempos amostrais foram de 1, 24, 48, 96 e 192 horas. No decorrer do teste foi
quantificada a populacdo bacteriana e no ultimo dia amostral determinada a
concentracao de ferro nas fragdes particulada e dissolvida, além das variaveis

anteriormente citadas.

— Sulfato de aluminio (Al(SO4)3)

As concentracdes de Al(SO4)s testadas foram 5, 14 e 28 mg.L™". Essas
concentracdes também foram estabelecidas a partir de teste preliminar que
verificou quais concentragdes propiciariam um melhor processo de floculagao e
as dosagens utilizadas também estdo de acordo com as normalmente aplicadas
nas estagcbes de tratamento de agua brasileiras. As condi¢cbes experimentais
foram as mesmas utilizadas no teste com FeCl;. A concentracdo de células
intactas da cepa NPLJ-4 utilizada foi de 2x10° células.mL, equivalente a 20
pg.L'1 de microcistinas. Os tempos amostrais determinados foram de 0, 2, 6 e
24 horas. No decorrer do teste a populacao bacteriana também foi quantificada,

além das variaveis ja citadas.

2.3 — Variaveis analisadas

- Extracdo e quantificacdo de microcistinas através da técnica de HPLC

Um volume conhecido de cada amostra, aproximadamente 25 mL, foi
fitrado em filtro de fibra de vidro e este foi utilizado para a extracdo das
microcistinas na fragdo particulada de acordo com a metodologia citada em
Krishnamurthy et al. (1986). A extracdo das microcistinas na fragdo dissolvida

seguiu a metodologia descrita por Tsuji et al. (1994).
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A quantificagdo das microcistinas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia foi realizada em um aparelho Shimadzu com detector UV/VIS. SPD
10A, bombas LC-10AT. As analises foram realizadas em condi¢des isocraticas e
fase reversa, utilizando-se uma coluna analitica (Lickrospher 100 RP-18, 125
mm x 4 mm), com fase movel de acetonitrila e acetato de aménio 20 nm, pH 5,0
(28:72 vIv), com fluxo de 1 mL.min™ e absor¢do a 238 nm. O espectro de
absorc¢éao foi analisado numa faixa de 195 a 300 nm, podendo-se, comparar 0s
espectros de absor¢cdo das amostras com o do padrao de microcistina-LR
(Sigma).

A concentracdo das microcistinas foi calculada através dos valores de
area obtidos nos cromatogramas e uma curva padrao de microcistina-LR. O
resultado final da concentragdo de microcistinas esta expresso em equivalente
de microcistina-LR.

Este método apresenta um limite de detecgéo de 0,5 ug.L™".

- Quantificacao de ferro

Fracdo particulada: Um volume conhecido da amostra foi filtrada em filtro de

fibra de vidro e o filtro sofreu um processo de digestdo com 10 mL de uma
solugdo de HNOs:HCI (3:1), até completa digestdo do material particulado,
sendo evaporado em placa aquecedora a 100°C. Apds evaporagdo completa
foram adicionados 15 mL de HCI 0,1 M e a concentracao de ferro determinada
através de analise em espectrofotometro de absorcédo atbmica — Varian, modelo
AA1475.

Fracdo dissolvida: A fracdo filtrada foi evaporada totalmente em placa

aquecedora a 100°C. Durante a evaporagio foi adicionado HNO3; 65% até
completa evaporagao. Apos evaporagcdo completa foram adicionados 15 mL de
HCI 0,1 M e a concentracao de ferro determinada de acordo com o descrito para

a fragao particulada.

- Concentracao de Clorofila a

A concentragcao de clorofila a foi determinada apds filtracdo de um

volume conhecido de cada uma das amostras, em filtro de fibra de vidro. A este
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filtro foram adicionados 6 mL de metanol 100% e, apds a agitagdo em vortex, a
suspensao foi incubada durante 15 minutos no escuro a temperatura ambiente.
Em seguida, essa suspensao foi centrifugada a 2000 g, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi retirado e a detecgdo da clorofila a determinada por
espectrofotometria a 665 nm e 730 nm (Shimadzu, modelo U — 1240).

Para a determinacdo das concentragdes de feofitina foi adicionado ao
sobrenadante, apos a detecgao de clorofila a, 50 yl de HCI 0,18 M e apds 3
minutos a adicdo de 50 uyL NaOH 0,18 M. A deteccéao foi repetida nos mesmos
comprimentos de onda citados acima (Carmouze, 1994).

Para o calculo da concentracao de clorofila a foi determinada a diferenca
entre as absorbancias de clorofila a e de feofitina, utilizando o coeficiente de
extincdo determinado por Mackinney (1941).

Todas as amostras foram analisadas em triplicatas.

- Quantificacao da populacdo bacteriana

A populacao bacteriana de cada um dos testes de degradacéo realizados
foi quantificada através do plaqueamento da amostra em meio de cultura
Mueller Hinton Broth (MARCA) solidificado em agar e contagem das Unidades
Formadoras de Colbénias (UFC) que se desenvolveram nas placas apds 24
horas a 30°C.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Cepa NPLJ-4 ¢é caracterizada por produzir 4 tipos diferentes de
microcistinas. A Figura 1-A,-B,-C e -D evidencia cada um dos 4 sinais de
microcistinas obtidos nos cromatogramas por HPLC apds purificagdo utilizando
uma coluna semi-preparativa. Oitenta por cento da concentragdo total de
microcistinas produzidas por essa cepa corresponde a microcistina-LR com D-
Leucina (Figura 1-A) (Matthiensen et al., 2000).

As demais microcistinas produzidas por essa cepa nao foram

caracterizadas (Figura 1-B, -C e -D).

- Efeito de diferentes valores de pH na degradacéao de microcistinas

As maiores concentragdes de microcistinas foram detectadas na fracéo
dissolvida desde a primeira amostragem (Figura 2-B). Tal fato foi decorrente do
processo de congelamento e descongelamento prévio dado ao concentrado de
células da cepa NPLJ-4, que promoveu a lise celular, comprovada pelas baixas
concentragdes de clorofila a mostradas na Figura 2-C.

As analises realizadas com as fragbes dissolvidas demonstraram que a
condicdo de pH 3,0 foi a que propiciou maior redu¢cdo nas concentracdes de
microcistinas (Figura 2-B). Entretanto, no 42° dia ainda era possivel detectar-se
9% da concentragao inicial de microcistinas, equivalente a 11 pg.L™". Para as
condicoes de pH 5,0 e 7,0 pode-se verificar que 62% e 63%, respectivamente,
da concentragao inicial de microcistinas dissolvidas ainda eram detectados no
502 dia.

A Figura 2-A mostra as concentragdes de microcistinas na fragao
particulada. Na condicdo de pH 3,0 foram detectadas 9,9 pg.L™ de microcistinas
na primeira amostragem, enquanto que, nas condigdes de pH 5,0 e 7,0 as
concentracdes de microcistinas foram de 1,8 e 0,9 ug.L'1, respectivamente. A
maior concentracdo de microcistinas detectada na condicdo de pH 3,0 foi
provavelmente devido a um processo de floculagdo do material particulado
observado por inspegao visual. Este material particulado pode ter adsorvido

parte das microcistinas da fragédo dissolvida.
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Nas condi¢des analiticas utilizadas, nao foi possivel verificar novos sinais
nos cromatogramas que pudessem ser considerados produtos de degradacgéo
das microcistinas. Desta forma, pode-se apenas dizer que ocorreu uma redugao
nas concentracdes das microcistinas dissolvidas, sem aparente formacao de
outros produtos.

Os resultados das concentragdes de microcistinas dissolvidas evidenciam
que o processo de degradacdo foi bastante lento (Figura 2-B). Esses dados
estdo de acordo com os de Lahti (1997) que verificou a redu¢cdo decimal de
microcistinas na fragcado dissolvida em 30 dias e os Jones e Orr (1994) que

detectaram essa molécula ativa na coluna d"agua por mais de 3 semanas.

- Efeito de diferentes valores de temperatura no processo de degradacéao

das microcistinas

Os resultados obtidos evidenciam que embora o processo de degradagao
desta molécula seja lento, é diretamente proporcional a temperatura da agua.

As maiores concentracdes de microcistinas foram detectadas nas fracdes
dissolvidas (Figura 3-B). A condigdo de 12°C apresentou uma redugdo de 28,6%
da concentracgao inicial de microcistinas em 12 dias, enquanto que as condi¢des
de 22°C e 30°C a redugéo foi de 15,5% e 10,2%, respectivamente. No 50° dia
amostral, a condicdo de 30°C foi a que apresentou a maior redugdo de
microcistinas dissolvidas (42% da concentragao inicial). Na fragao particulada
(Figura 3-A), nas trés condicdes, foram detectadas baixas concentragbes de
microcistinas na primeira amostragem, variando de 2,06 a 1,42 ug.L”", sendo
observado um declinio constante até o 12° dia amostral, quando a partir dai ndo
foi mais possivel detectar-se microcistinas, através do método utilizado.

O perfil cromatografico observado nos diferentes cromatogramas também
nao evidenciou sinais que pudessem ser considerados produtos de degradagéao
de microcistinas.

Portanto, fica evidente que em ecossistemas aquaticos que apresentam
temperaturas mais elevadas, o processo de degradacédo das microcistinas pode
ser mais acelerado.

Altas temperaturas favorecem o crescimento da populagao bacteriana que

tem um papel importante no processo de degradacdo das microcistinas. Park et
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al. (2001) verificaram que a taxa de degradagao de microcistinas por bactérias
Gram negativas é dependente da temperatura de incubagdo. A maior taxa de
degradagdo de microcistina-RR foi verificada em temperatura de 30°C. Este
resultado concorda com os obtidos no teste (Figura 3-B).

As concentracbes de clorofila a apresentaram a mesma tendéncia
observada nas amostras do teste de variagcado de pH, evidenciando a lise total das
células a partir do 20° dia amostral (Figura 3-C)

Harada et al. (1996) estudaram o efeito do pH e da temperatura na
degradagdo de microcistinas e verificaram que em meio acidificado a 40° C a
degradagao era mais eficaz. No entanto, foram necessarios 80 dias para que 90%
das microcistinas fossem degradadas. Os produtos de degradagdo também n&o

apresentaram efeitos toxicos.

- Efeito de diferentes concentracfes de cloreto férrico na lise celular de M.

aeruginosa e na estabilidade das moléculas de microcistinas dissolvidas

As maiores concentragées de microcistinas foram detectadas nas fragoes
particulada e dissolvida do tratamento controle, sem a adigdo do cloreto férrico
(Figuras 4-A e -B). A partir de 48 horas de teste, as concentragbes de
microcistinas na fracdo particulada apresentaram concentragdes constantes,
sendo no ultimo dia amostral ainda possivel detectar-se 53,7% da concentragéo
inicial de microcistinas na fragcado particulada (Figura 4-A). Provavelmente, essa
reducdo ocorreu pelas condicbes ndao serem adequadas para a manutencao do
metabolismo normal das células o que deve ter propiciado a lenta liberagao de
microcistinas para o meio, como pode ser verificado na Figura 4-B.

Na fracdo dissolvida, da condicdo controle, foi possivel detectar-se um
aumento crescente nas concentragbes de microcistinas a partir da 2°
amostragem, sendo a maior concentracdo detectada no ultimo dia amostral
(Figura 4-B).

O tratamento com 3,5 mg.L”" de cloreto férrico, dado as células de M.
aeruginosa, promoveu uma leve floculagdo sem alteragdo de cor do meio,
enquanto que os tratamentos com 7,1 e 10,1 mg.L' de cloreto férrico

favoreceram uma intensa floculagao e coloragao amarelada do meio.
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Na primeira amostragem (tempo de contato de 1 hora), o tratamento com
3,5 mg.L'1 de cloreto férrico favoreceu uma reducéo de 26,9% da concentracao de
microcistinas na fragdo particulada. Na maior concentragao de cloreto férrico essa
reducéo foi de 96,9% (Figura 4-A). Na ultima amostragem (192 horas) foram
detectadas 2,65 pg.L"' que representa 2,1% da concentracdo inicial de
microcistinas apenas na condicdo com menor concentragdo de cloreto férrico
(Figura 4-A). Entretanto, na fracdo dissolvida em nenhum tempo amostral foi
possivel detectar-se microcistinas ou sinais que pudessem ser considerados
produtos de degradagao dessa molécula (Figura 4-B).

A eficiéncia de um produto quimico no processo de coagulagao esta
relacionada com as caracteristicas quimica da agua. Himberg et al. (1989)
avaliaram a remoc¢ao de microcistinas utilizando um tratamento consistido de
coagulagao com cloreto férrico seguida de filtragdo em areia e cloragdo. A dose
de 55 mg.L™ de cloreto férrico removeu apenas 16% da concentragdo inicial de 38
ug.L" de microcistinas. Entretanto, Chow et al. (1998) verificaram que as
dosagens de 15 e 30 mg.L™ de cloreto férrico aplicadas em uma cultura de células
de M. aeruginosa nao promoveram lise celular, sendo ainda possivel observar um
estimulo ao crescimento dessas células.

Além disso, a dosagem necessaria de um coagulante para a remogéo de
cianobactérias € dependente da concentracéo células, alcalinidade da agua, fase
de crescimento das células e concentracdo de matéria organica total. Estudos
realizados pelo Water Research Centre de Londres evidenciaram que
microcistinas dissolvidas nao foram removidas apds um tratamento com sulfato de
aluminio e sulfato férrico (WRc, 1996 — citado em Chorus e Bartram,1999).

De acordo com os dados apresentados na Figura 4-A, pode-se verificar
que o tempo de contato das células da cepa NPLJ-4 com o floculante € um fator
importante no processo de lise celular. Entretanto, como ja mencionado, as
microcistinas dissolvidas n&do foram detectadas em nenhum dos tratamentos nos
diferentes tempos amostrais (Figura 4-B).

Estes dados concordam com os de Takenaka e Tanaka (1995) que
verificaram que a molécula de microcistina sofreu um rapido processo de
degradagdo em ambientes aquaticos com alta concentragdo de cloreto férrico.
Esses autores constataram que 50% da concentragao inicial de microcistinas

(100 pg) foi decomposta em apenas 10 minutos de contato com 1 mg de cloreto
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férrico, sendo apdés 16 horas ndao mais detectadas microcistinas na fragao
aquosa. O produto de decomposicdo das microcistinas foi o DmAdda
((2S,3S,8S)-3-amino-2,6,8 trimetil-10-fenildeca-4E, 6E-acido diendico), que néo
apresentou toxicidade em bioensaios realizados com camundongos.

As concentracdes de ferro livre nas fragdes particulada e dissolvida da
condigdo controle e dos tratamentos com diferentes concentragdes de cloreto
férrico dado as células de M. aeruginosa foram determinadas no ultimo dia
amostral e estdo apresentadas na Tabela 1. Pode-se verificar que nas
concentracdes de ferro livre de 0,38 a 1,2 mg.L™" n&o foi possivel a deteccdo de
microcistinas na fracdo dissolvida dos tratamentos (Figura 4-B e Tabela 1),
provavelmente devido a degradagdo da molécula ou a uma mudanga
conformacional da molécula deixando-a de forma indetectavel pelo método
analitico utilizado.

A determinacdo da concentragdo de clorofila a foi possivel somente no
tratamento controle. Nessa condi¢do, os resultados obtidos a partir de 48 horas
mostram que as concentracdes de clorofila a nao apresentaram variagao
quantitativa, indicando a viabilidade das células nesse periodo, mesmo em agua
deionizada. Os resultados das concentragcdes de clorofila a dos diferentes
tratamentos demonstram que todas as concentragdes de cloreto férrico aplicadas
reduziram os valores de clorofila a abaixo do limite de detecc¢do, evidenciando a

lise celular (Figura 4-C).

- Efeito de diferentes concentracdes de sulfato de aluminio na lise celular

de M. aeruginosa e nas moléculas de microcistinas dissolvidas

O tratamento controle foi o que apresentou a maior concentracdo de
microcistinas na fracdo particulada, podendo-se observar um aumento nas
concentragbes de microcistinas nas primeiras 6 horas provavelmente devido
manutencdo do metabolismo celular neste periodo, evidenciada pelo aumento nas
concentragdes de clorofila a (Figuras 5-A e B). Nesta condi¢do, ndo foi detectada
microcistinas na fragcao dissolvida em nenhum tempo amostral. Provavelmente,
esse resultado foi devido ao menor nimero de células.mL™ utilizadas neste teste,
portanto, se ocorreu a lise celular na condicdo controle, a concentracédo de

microcistinas pode estar abaixo do limite do método. Entretanto, cabe ressaltar
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que a duragao deste experimento foi de apenas 24 horas, enquanto que o do
tratamento com cloreto férrico teve duragao de 192 horas.

O tratamento com 5 mg.L'1 de sulfato de aluminio promoveu uma redugao
de 73,7% das microcistinas intracelulares no primeiro contato; apés 6 horas nao
foi mais possivel detectar-se microcistinas nessa condicdo (Figura 5-A). Além
disso, na primeira amostragem, foi possivel verificar que os tratamentos de 14 e
28 mg.L'1 de sulfato de aluminio propiciaram lise das células da cepa NPLJ-4,
evidenciada pela ndao deteccido de microcistinas na fracdo particulada e pelos
dados da determinagao da concentragao de clorofila a (Figuras 5-A e B).

Lam et al. (1995) observaram que a aplicacdo de 200 mg.L™”" de aluminio
na agua bruta favoreceu a liberacdo para a fracdo aquosa de 23% das
microcistinas intracelulares em 48 horas, enquanto que Lambert et al. (1996)
verificaram a remocgdo de até 39% da concentragdo inicial de microcistinas
(~3 pg.L™) durante o processo de floculacéo e sedimentagao utilizando 60 mg.L™
de aluminio .

Drikas et al. (2001) verificaram, em teste piloto, que a aplicagdo de 70
mg.L”" de sulfato de aluminio na agua bruta de um reservatério contendo 10°
células.mL™ de Microcystis aeruginosa promoveu a remogdo de 70 a 85% de
células, sendo na fragao dissolvida detectada concentragdo de microcistinas de 2
a 3 ng.L". Entretanto, essa concentragdo de microcistinas dissolvidas nado foi
removida durante o tratamento convencional, portanto, esse resultado evidencia,
mais uma vez, que o processo de tratamento convencional de agua néo é
eficiente para a remogao de microcistinas dissolvidas.

Na fragdo dissolvida dos tratamentos com diferentes concentragbes de
sulfato de aluminio também nao foi possivel detectar-se microcistinas. Tal fato &
um indicativo de que o ion de aluminio também pode favorecer reacdes
quimicas que alteram a estrutura quimica da molécula de microcistinas,
modificando assim o0 seu espectro de absorcdo e impossibilitando a deteccao
dessa molécula pelo método analitico de HPLC.

Na condicdo controle as concentragdes de clorofila a foram diretamente
proporcionais a concentragdo de microcistinas intracelulares, sendo determinado

o mesmo valor de clorofila a (0,5 pg.L™) de 6 a 24 horas.
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- Efeito da populacdo bacteriana no processo de degradacao das

microcistinas

A populagdo bacteriana pode influenciar no tempo de degradagao de
microcistinas. Jones et al. (1994) observaram que o processo de degradagao de
microcistina-LR dissolvida na agua do rio Murrumbidgee (Australia) foi de 100%
em 8 dias, enquanto que em condigdes assépticas o processo de degradagao foi
de apenas 10% em 14 dias.

Park et al. (2001) verificaram a degradacdo total de 20 mg.L" de
microcistina-RR e -LR por uma bactéria Gram negativa, Sphingomonas
paucimobilis (2,5x10° células.mL™), num periodo de 6 dias. Foi também possivel
verificar que essa bactéria utilizou a molécula de microcistina como fonte de
carbono. Bactérias do género Pseudomonas também degradam microcistina-LR
segundo Takenaka e Watanabe (1997).

Nos testes de variagdo de valores de pH e temperatura, a populagao
bacteriana foi quantificada durante todo periodo. Os mesmos tipos morfoldgicos
de bactérias foram encontrados ao longo dos experimentos. As bactérias isoladas
apresentaram-se na ordem de 10° coldnias.mL™, a partir da 42 amostragem,
podendo-se verificar que n&o ocorreu uma variagdo quali-quantitativa na
populacdo bacteriana que pudesse ser um fator indicador da variagdo da
concentragao de microcistinas no processo de degradacgéao (Figuras 2-A, 2-B e 3-
A, 3-B). O meio de crescimento bacteriano utilizado favoreceu o crescimento
predominantemente de bactérias do grupo das Gram negativas. Entretanto, ndo
se pode deixar de considerar que mesmo a populagao bacteriana apresentando-
se qualitativa e quantitativamente semelhante, podem ter ocorrido variagcdes
importantes em suas taxas metabdlicas que levariam a diferengcas nas
concentragdes de microcistinas determinadas nas diferentes condigdes.

A quantificacdo da populacdo bacteriana presente nos testes com cloreto
férrico e sulfato de aluminio demonstrou que somente na condicdo controle foi

possivel observar o crescimento bacteriano.
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4 — CONCLUSAO

Os parametros analisados evidenciaram que o processo de degradagéo
das microcistinas €& dependente das condicbes fisicas, quimicas e
possivelmente microbioldgicas da agua. Como ja havia sido evidenciado por
outros autores, a degradacao de microcistinas se da de forma mais rapida em
condigbes acidas e em temperaturas elevadas. Entretanto, os dados
apresentados ndo comprovam uma efetiva participacdo da atividade bacteriana
na degradacao dessas toxinas.

Cabe ainda ressaltar que mesmo nas melhores condi¢des de pH e
temperatura a degradagdo das microcistinas ocorreu de forma lenta,
demonstrando a necessidade de um rigoroso monitoramento da concentragao
de microcistinas dissolvidas quando for utilizado o processo de cloracdo como
alternativa para a degradacao dessas toxinas.

A nao deteccdo de microcistinas nas fragdes dissolvidas dos tratamentos
com FeCls e AI(SO4); dado as células de M. aeruginosa (cepa NPLJ-4)
demonstra que estes agentes floculantes mostraram-se bastante eficientes, nas
condigbes utilizadas, para a degradacao e/ou remocdo de microcistinas.
Entretanto, ha a necessidade de estudos mais aprofundados para verificar a
interferéncia dos ions de Fe e Al no processo de quantificagdo de microcistinas,

analisando-se também o seu efeito na atividade bioldgica dessa molécula.
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Tabela 1 — Concentracdes de ferro livre, nas fracbes particulada e dissolvida
(mg.L") do tratamento de cloreto férrico dado as células de M.

aeruginosa, no ultimo dia amostral.

Tratamento com Cloreto férrico (mg.L™) Fracdo particulada Fracdo dissolvida
FeCls Fe Fe (mg.L™) Fe (mg.L™)
Controle - 0,00096 0,015
3,5 1,2 0,081 0,38
71 24 0,034 0,91
10,1 3,5 0,02 1,20
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Figura 1 -

Cromatogramas por HPLC da fracdo metanol 100% dos 4 tipos de
pela Cepa NPLJ-4. (A)

microcistina-LR com D-Leucina, principal microcistina produzida por

microcistinas  purificados  produzidos

essa cepa; (B), (C) e (D) microcistinas ndo caracterizadas.
— Indica sinal toxico de microcistinas, através da comparagcdo no U.V.

com o espectro do padrédo de microcistina-LR.
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Figura 2 — Variagdo das concentracdes de equivalente de microcistina-LR (ug.L™)
nas fracOes particulada (A) e dissolvida (B) e das concentracbes de

clorofila a (C), em diferentes valores de pH.
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RESUMO

A presenca de microcistinas dissolvidas na agua pode representar um Ssério risco a
saude publica. Entretanto, a quantificacdo dessas hepatotoxinas, assim como sua
atividade biolégica podem ser influenciadas pela qualidade da agua, em especial por
agentes quimicos comumente utilizados no processo de tratamento de &gua.
Portanto, esse trabalho visou verificar o efeito da qualidade da agua na quantificacédo
e atividade biologica de microcistinas dissolvidas analisadas por diferentes métodos
analiticos como o de cromatografia liquida de alta eficiéncia, imunoensaio do tipo
ELISA e inibicAo de proteinas fosfatases. As diferentes concentracbes de
microcistinas quantificadas em &gua deionizada estavam de acordo com a
concentracdo inicial adicionada, comprovando a eficiéncia de todos os métodos
analiticos. Todas as concentracdes testadas de microcistinas solubilizadas em agua
da rede de distribuicdo publica apresentaram reducdo na quantificagcdo dessa
molécula através dos diferentes métodos analiticos utilizados. Na agua da rede foi
verificada concentracdo de Fe de 0,45 mg.L™ e condutividade de 69,8 uS, enquanto
que na agua deionizada ndo foi detectada a presenca de Fe e apresentava
condutividade de 1,6 pS. Os testes realizados em &gua deionizada adicionando-se
microcistinas dissolvidas e diferentes concentracbes de Fe e Al comprovaram o0s
resultados obtidos com o teste realizado em agua da rede, demonstrando a
influéncia desses ions na quantificacdo de microcistina. Esses ions metélicos
poderiam promover uma mudanca conformacional da molécula, deixando-a de forma
indetectavel, através dos diferentes métodos analiticos utilizados. Os ensaios de
inibicdo de proteinas fosfatases concordaram com os demais resultados
apresentados, mostrando que a composi¢do quimica da agua da rede além de
alterar o processo de quantificacdo dessa molécula também inibiu a atividade

biolégica das microcistinas.
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1 - INTRODUCAO

O crescente nivel de poluicdo dos ecossistemas aquéticos tem acompanhado
0 aumento da populagdo urbana e o desenvolvimento industrial e da agricultura. O
acelerado processo de eutrofizacdo destes ambientes vem favorecendo o
aparecimento frequente de floracdes de cianobactérias nos corpos d’agua utilizados
como fonte de abastecimento publico em todo o mundo.

Varios géneros de cianobactérias sdo potencialmente produtores de toxinas
(cianotoxinas). As cianotoxinas tém sido identificadas como alcaldides neurotoxicos
(anatoxina-a, anatoxina(s) e saxitoxinas) e sdo produzidas por espécies
principalmente  dos géneros: Anabaena, Aphanizomenon,  Oscillatoria,
Trichodesmium, Lygbya e Cylindrospermopsis. Entretanto, o tipo mais comum de
cianotoxinas sdo as hepatotoxinas (peptideos hepatotoxicos) que séo
frequentemente produzidas pelos géneros Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis,
Nodularia, Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis, Umezakia e Aphanizomenon
(Sivonen & Jones, 1999; Landsberg, 2002).

As microcistinas sdo as hepatotoxinas mais comumente encontradas nas
floracdes téxicas. Estas sdo potentes inibidoras de proteinas fosfatases do tipo 1 2A
e sdo reconhecidas como promotoras de tumores hepaticos (Falconer, 1991).

A utilizacdo de &4gua com a presenca de cianobactérias toxicas, sem o
tratamento adequado para a remocdo das células toxicas ou das cianotoxinas,
pode ser a causa de doencas agudas e cronicas, dependendo da dose e do tempo
de exposicéo (Vasconcelos & Araujo,1994; Hunter,1992).

Varios casos de intoxicagcbes humanas ja foram relatados. Yu (1994)
constatou uma alta taxa de mortalidade por carcinoma hepatocelular na populagéo
gue era abastecida com agua contendo cianobactérias toxicas, predominando o
género Microcystis. Sintomas de intoxicacdo humana também foram observados
em uma populacdo abastecida com a agua do rio Guadiana, em Portugual, onde
surgiram varios casos de dermatites e desordens gastrointestinais, ap0s a ingestao
da agua com intensa floragdo de Aphanizomenon flos-aquae (Vasconcelos,1994).

Falconer (1994) relatou que na Australia a dgua de um reservatério de

abastecimento publico contendo células toxicas de Cylindrospermopsis raciborskii
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teve como Unico tratamento a cloragdo; ap6s uma semana de consumo desta agua
foi notificada uma epidemia de hepatoenterites que levou a hospitalizacdo
aproximadamente 136 pessoas.

No Brasil, dois casos de intoxicacdo humana seguida de morte ja foram
relatados. O primeiro ocorreu na Bahia em 1988, onde uma grave epidemia de
gastroenterite atingiu a regido de Paulo Afonso, logo apds o alagamento do
reservatorio de Itaparica. As 2.392 pessoas infectadas apresentaram sintomas
tipicos de hepatotoxicoses, destas 88 morreram devido a uma intensa diarréia. A
andlise da agua utlizada para abastecimento revelou a presenca de algas
flageladas pigmentadas e cianobactérias dos géneros Anabaena e Microcystis
(Teixeira et al.,1993).

O primeiro caso confirmado de intoxicagdo humana por microcistinas
aconteceu em 1996 na cidade de Caruaru-PE (Brasil), onde foi constatado a
intoxicagdo por essa hepatotoxina via intravenosa. Pacientes hemodializados
apresentaram sintomas tipicos de hepatotoxicoses, sendo detectada a presenca de
microcistinas no sangue e no figado das pessoas intoxicadas (Jochimsen et al.,
1998; Carmichael et al., 2001).

Em decorréncia da gravidade de tais fatos, em 1999, a Organiza¢cdo Mundial
de Salude (OMS) recomendou como limite maximo a concentracdo de 1pg.L™ de
microcistinas na &agua potavel. Portanto, é de extrema importancia que a
quantificacdo dessas hepatotoxinas seja feita de forma segura.

Entretanto, embora alguns trabalhos ja tenham demonstrado que a qualidade
da agua pode interferir na quantificacdo de microcistinas dissolvidas (Takenaka e
Tanaka, 1995; Yuan et al., 2002), pouco se sabe ainda sobre a influéncia de ions
metalicos com Fe e Al, que comumente compdem o0s agentes coagulantes utilizados
no tratamento de agua, na quantificacéo e atividade biolégica dessas hepatotoxinas.

Os resultados ja obtidos por Oliveira e Azevedo (Capitulo 2) demonstram que
a utilizacao de cloreto ferrico e sulfato de aluminio na presenca de células de M.
aeruginosa (cepa NPLJ-4) produtora de microcistinas, ndo permitiu a deteccéo
dessas hepatotoxinas na fragdo dissolvida, embora houvesse claros indicios de lise

celular. Porém, isso ndo comprovou que as microcistinas tivessem tido sua atividade
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biol6gica reduzida ou anulada, o que levanta uma séria preocupagdo quanto a
possivel subestimacdo do potencial téxico da &gua tratada com esses agentes
floculantes.

Visando verificar entdo o efeito da qualidade de agua na deteccdo e na
atividade biolégica das microcistinas dissolvidas foram realizados testes de
quantificacdo dessa molécula em agua deionizada e em &gua potavel da rede de
distribuicdo puablica por meio de diferentes processos analiticos normalmente

utilizados para a quantificacdo de microcistinas.
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2 — MATERIAL E METODOS

Microcistinas dissolvidas

Microcistinas dissolvidas foram obtidas a partir do cultivo da espécie
Microcystis aeruginosa (cepa NPLJ-4). Esta cepa produz 4 tipos diferentes de
microcistinas, sendo que 80% destas trata-se de uma microcistina-LR com D-leucina.
A referida cepa foi isolada da Lagoa de Jacarepagua - RJ (Lat. 23° 00’ S — Long.
43°20" W) e cultivada em condi¢Ges unialgais em meio ASM-1 (Gorham et al.,1964
citado em Gibson e Smith, 1982) sob intensidade luminosa de 55 pE.m%s™,
temperatura de 25 + 2°C, pH 8,0 e fotoperiodo de 12 horas.

As células, ao atingirem a fase exponencial de crescimento (entre 15 a 20 dias
de cultivo), foram concentradas através de filtracdo tangencial e sofreram um
processo de congelamento e descongelamento para favorecer a lise celular. Esse
concentrado de células lisadas foi filtrado em filtro de fibra de vidro para a retirada da
matéria organica particulada e as microcistinas dissolvidas em solugcdo aquosa

foram utilizadas nos testes.

2.1 — Condic¢Oes experimentais

Efeito da qualidade de agua na quantificacdo de microcistinas dissolvidas

Para verificar a influéncia da qualidade da agua no processo de deteccéo e
guantificagdo de microcistinas foram realizados testes comparativos utilizando como
meio soluvel agua deionizada e agua potavel fornecida pela rede de distribuicao
publica da cidade do Rio de Janeiro obtida na torneira do Laboratorio de Ecofisiologia
e Fisiologia de Cianobactérias - UFRJ. Diferentes concentragdes de microcistinas
dissolvidas foram adicionadas a agua deionizada e a agua potavel da rede, obtendo-
se concentracdes finais de 1; 2,4; 10; 15 e 30 ug.L™*. Ap6s pelo menos 2 horas de
contato das microcistinas com o meio sollivel foram analisadas as seguintes

variaveis:
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e Concentracdo de microcistinas, atraves dos métodos de imunoensaio do
tipo ELISA e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

e Concentracdo de Fe livre através de espectrofotdbmetro de absor¢éo
atomica;

e Condutividade;

e A atividade biolégica das microcistinas, através do método de inibicdo de
proteinas fosfatases.

Todas as condi¢des experimentais foram realizadas em triplicatas.

Efeito de ions de Fe e Al na quantificacdo de microcistinas dissolvidas

Para verificar o efeito isolado dos ions de Fe e Al no processo de
quantificacdo de microcistinas foram realizados os seguintes testes:
Ferro: Diferentes concentracdes de Fe (0,14; 0,22; 0,30 e 1,2 mg.L™) foram obtidas a
partir de diluicdes sucessivas de uma solucéo padrdo de Fe de 1000 mg.L™ (Merck).
Essas diferentes concentragbes foram adicionadas a 10 mL do concentrado de
microcistinas dissolvidas contendo 14 pg.L™. O tempo de contato do ion de Fe com
o concentrado de microcistinas foi de 2 horas, a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a solucéao foi liofilizada e ressuspensa em 1 mL de metanol 50%.
Aluminio: As concentracdes de fons de aluminio testadas foram 2, 4 e 10 mg.L*
obtidas também através de uma solucéo padréo de Al de 1000 mg.L™ (Merck). Para
a realizacdo do teste foi seguido o mesmo procedimento do teste anterior.
As variaveis analisadas nos dois testes foram:
e Concentracdo de microcistinas, através da técnica de HPLC;

e Concentracdo de Fe e Al, através de espectrofotdmetro de absor¢cao atdmica.

2.2- Variaveis analisadas

Quantificacdo de microcistinas

e Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
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A extracdo das microcistinas na fragdo dissolvida seguiu a metodologia
descrita por Tsuiji et al. (1994).

A quantificacdo das microcistinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
foi feita em um aparelho Shimadzu com detector UV/VIS. SPD 10A, bombas LC-
10AT. As analises foram realizadas em condi¢cbes isocraticas e fase reversa,
utilizando-se uma coluna analitica (Lichrospher 100 RP-18, 125 mm x 4 mm), com
fase movel de acetonitrila e acetato de aménio 20 nm, pH 5,0 (28:72 v/v), com fluxo
de 1 mL.min™* e UV a 238 nm. O espectro de absorcao foi analisado numa faixa de
195 a 300 nm, podendo-se comparar 0s espectros de absor¢cdo das amostras com o
do padréo de microcistina-LR (Sigma).

A concentracdo de microcistinas foi calculada através dos valores de area
obtido no cromatograma e uma curva padrao de microcistina-LR. O resultado final da
concentracdo de microcistinas foi expresso em equivalente de microcistina-LR.

Este método apresenta um limite de deteccdo de 0,5 pg.L™ de microcistinas.
¢ Imunoensaio do tipo ELISA

A quantificagdo das microcistinas através da técnica de imunoensaio do tipo
ELISA foi realizada utilizando “kits” especificos para microcistinas (Envirologix Inc®),
com pelo menos 3 repeticdes por amostra.

Este método apresenta um limite médio de deteccdo de 0,16 pg.L™* de

microcistinas.
¢ Inibicdo de proteinas fosfatases (PP1)

Este método foi utilizado para verificar a atividade biolégica das microcistinas
dissolvidas. O ensaio de inibicdo de proteinas fosfatases por microcistinas seguiu
a metodologia descrita em An & Carmichael (1994).

A atividade da PP1 foi determinada por método colorimétrico através da

liberacdo de p-nitrofenol, apds reacdo enzimdtica, utilizando como substrato p-
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nitrofenol fosfato (Sigma). A PP1 (Roche) foi diluida em solugdo tampéo Tris-HCI
(40 mM, pH: 8,6), KCI (20 mM) e Mg Cl, (30 mM) em agua nanopura.

As concentracfes do padrdo de microcistina-LR (Sigma) utilizadas para
estabelecer a curva padrdo variaram entre 0 — 10 ug.L™. As solucdes padrdo, o
branco e as amostras foram incubadas com 1 mU.mL™* de PP1 durante 20 minutos
a temperatura ambiente. A reacdo enzimatica foi iniciada apés a adicdo de
substrato p-nitrofenol fosfato (40 mM). A leitura foi realizada a 405 nm em leitora de
microplacas.

A curva padrdo de inibicdo de proteina fosfatase por microcistina-LR foi
obtida através de concentragdo de microcistina-LR em escala logaritmica versus ao
percentual de atividade enzimética, obtido através dos valores de absorbancia de
B/B,, onde B é o valor da absorbancia da concentracdo de microcistina-LR e B, é 0

valor de absorbancia do controle (sem microcistina).

Quantificacdo de ions de Fe e de Al

Para a quantificacdo de Fe e Al nas amostras um volume conhecido foi filtrado
em filtro de fibra de vidro e o filtrado evaporado em placa aquecedora a 100°C.
Durante a evaporacao foi adicionado HNO3; 65% até completa evaporacdo. Apds
esta etapa foram adicionados 15 mL de HCI 0,1M. As concentracdes de Fe e Al
foram determinadas através de analise em espectrofotdmetro de absor¢cédo atdmica —
Varian, modelo AA1475.

Condutividade

A condutividade da agua deionizada e da &agua potavel da rede de

distribuicédo foi medida através de um condutivimetro - Yellow Springs (modelo 30).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos demonstraram que para as diferentes concentracdes de
microcistinas testadas a quantificacao foi bastante reduzida na 4gua potavel da rede
de abastecimento publico, nos diferentes métodos de deteccdo utilizados (Tabelas 1
e 3).

As andlises de quantificacdo de ferro e os valores de condutividade
demonstraram que a concentracdo total de ions de Fe livre na 4gua potavel da rede
de distribuicdo era de 0,45 mg.L™ e condutividade de 69,8 uS, enquanto que na agua
deionizada ndo foi detectada a presenca de ions de ferro e apresentava
condutividade de 1,6 pS.

De acordo com a portaria brasileira n® 1469/00/MS, que estabelece as normas
de qualidade de 4gua para o consumo humano, a concentracdo maxima aceitavel de
Fe na 4gua de abastecimento publico é de 0,3 mg.L™. A concentracéo elevada desse
ion na 4gua da rede pode ser atribuida a tubulacdo de ferro ainda utilizada em
alguns municipios do Rio de Janeiro, assim como em outros estados brasileiros,
além do uso constante de produtos quimicos como o cloreto férrico durante o
tratamento de agua.

Dentre as variaveis ndo analisadas na agua potavel da rede, sabe-se que o
cloro também é capaz de oxidar as moléculas de microcistinas. Segundo Nicholson
et al. (1994) a eficiéncia do cloro na reducédo de microcistina-LR foi muito dependente
do pH e do tempo de contato. Em seus experimentos verificaram que com valores de
pH igual a 7,0 a remo¢cdo de microcistinas atingiu 88% depois de 22 horas de
contato, enquanto que em pH igual a 5,0, a remoc¢ao foi superior a 93% em 30
minutos. Quando o valor de pH adotado foi de 9,0, a remocé&o da toxina foi inferior a
40% apds 22 horas de contato.

Os resultados dos testes realizados com microcistinas dissolvidas em agua
deionizada adicionando microcistinas dissolvidas e diferentes concentracfes de Fe e
Al estdo apresentados na Tabela 2. Estes dados evidenciam o efeito desses ions no
processo de quantificagdo de microcistinas, concordando com o0s dados

apresentados na Tabela 1. Entretanto, os resultados obtidos mostram que a maior
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concentracdo de Fe testado (1,2 mg.L™?) reduziu a deteccdo de microcistinas
dissolvidas (14 pg.L™) em 32%, enquanto que, na 4gua da rede onde foi determinada
uma menor concentracdo de ions de Fe, foi possivel verificar a perda total de
quantificacdo dessa molécula, através dos métodos de deteccdo por ELISA e HPLC
(Tabela 1 e 2). Provavelmente, na a4gua da rede além dos 0,45 mg.L™ de Fe livre
havia outros metais, como o Al, que também podem ter interferido no processo de
quantificacdo de microcistinas.

O ion de Al também mostrou-se um metal limitante no processo de
quantificacdo das microcistinas, podendo-se verificar que a detec¢do da molécula foi
inversamente proporcional a concentracao desse metal (Tabela 2).

Poucos sao os trabalhos que relatam o efeito de ions na molécula de
microcistinas. Humble et al. (1997) verificaram que as microcistinas podem ser
complexadas ou queladas ao Fe e/ou outros ions, uma vez que esses peptidios
ciclicos possuem grupos funcionais, como os dos grupamentos carbonila (C=0) e
amino (-NH-) que podem atuar como sitio de ligagdo destes metais com a
microcistina. Segundo An & Carmichael (1994) para as microcistinas apresentarem
um efeito inibitério nas PP1 é necesséario a presenca do grupo acidico (COOH) no
acido glutdmico e no Adda. A dupla ligacdo no ADDA também € considerada
essencial para a atividade biolégica e consequentemente inibicdo de PP1.

Yuan et al. (2002) verificaram a completa decomposi¢cdo de microcistina-LR
ap6s 1 hora de contato com 20 mg.L™ de ferrato (Fe*®), um forte oxidante. Esses
autores sugerem que o ferrato modificou o grupamento Adda e clivou o anel
peptidico da molécula. As analises de microcistinas atraves da técnica de HPLC
evidenciaram a perda da detec¢do dessa molécula no seu espectro de absorcdo
caracteristico. Takenaka e Tanaka (1995) ressaltaram que o cloreto férrico também
interferiu na deteccdo de microcistinas. Estes autores trataram 5 upg.L' de
microcistina-LR com 100 mg.L™ de cloreto férrico e observaram a reducéo de 25%
das microcistinas em apenas 10 minutos de contato e a ndo deteccdo da molécula
apos 16 horas de contato. O mesmo foi verificado por Gajdek et al. (2001) que

verificaram a decomposicao de microcistina-LR através da oxidacao fentoniana.
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Os fons de Fe** , assim como os de Al*® | na forma de cloreto férrico e sulfato
de aluminio sdo utilizados com grande freqiiéncia nas esta¢cbes de tratamento de
agua brasileiras para promover a coagulacao/floculacdo da matéria organica
particulada que pode inclusive conter células de cianobactérias potencialmente
produtoras de cianotoxinas.

Os ensaios de inibicdo de PP1 realizados com a adicdo de concentracdes
conhecidas de microcistinas dissolvidas na agua da rede e em &gua deionizada
mostraram a perda da atividade biol6gica das microcistinas solubilizadas na agua da
rede (Tabela 3). Estes resultados concordam com a quantificacdo de microcistinas
pelo método de imunoensaio do tipo ELISA, evidenciando que a composicao quimica
da agua potavel da rede, além de favorecer a ndo detec¢do das microcistinas,
também propiciou a perda da atividade biol6gica dessa molécula.

A Figura 1 mostra a curva padrao de atividade relativa de PP1 utilizando
diferentes concentracdes do padrdo de microcistina-LR. A linearidade da curva
encontra-se entre 0, 62 pg.L? (17,1% de inibicdo da PP1) e 10 pg.L?, que
apresentou inibicdo de 80,1% das PP1. Este intervalo de concentragbes de
microcistina-LR foi utilizado para calcular o percentual de inibicdo de PP1 pelas
amostras testadas.

De acordo com a curva padrao de atividade de PPl (Figura 1), pode-se
verificar claramente que as amostras de agua da rede contendo as Vvarias
concentracdes de microcistinas testadas demonstraram um efeito inibidor de PP1
abaixo do limite estabelecido pela curva padrdo de 17,1% de inibicdo (Tabela 3).
Portanto, comparando essas amostras com os altos valores de inibicdo observados
para as amostras de microcistinas solubilizadas em agua deionizada, pode-se
verificar nitidamente a perda da atividade biolégica das microcistinas sollveis na
agua da rede de distribuicéo publica.

Frente a tais resultados, fica nitida a necessidade de outros estudos visando
verificar a interferéncia de outros ions como: cobre, zinco, dentre outros,
normalmente encontrados na agua, no processo de quantificacdo de microcistinas,
assim como verificar o efeito desses ions na atividade biolégica dessa molécula e de

outras cianotoxinas.
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Além disso, é de fundamental importancia verificar se um tratamento adicional
dado a agua, como o que ocorre nos centros de diadlise, que normalmente
apresentam um sistema de purificagdo que utiliza resinas de troca idnica e carvao
ativado, poderia disponibilizar novamente as moléculas de microcistinas de forma
biologicamente ativa, uma vez que a coluna de troca idnica tem como funcdo a
retencdo de ions, podendo a estrutura quimica da microcistina voltar a sua estrutura
original.

Assim, faz-se necessario também a realizagdo de outros estudos que
verifiquem o0 comportamento das microcistinas na presenca de diversas
concentracdes de ions como Fe e Al durante as diferentes etapas do sistema de

purificacdo de agua utilizados nos centros de didlise.
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Tabela 1 — Concentracdo de equivalente de microcistina-LR dissolvidas em &agua

deionizada e agua potavel da rede de distribuicdo publica através dos

métodos de imunoensaio do tipo ELISA e HPLC:

Método de quantificacao

Concentracéo de microcistinas (ug.L™)

de microcistinas Esperada | Agua deionizada | Agua da rede
1 1 ALD
2 2,14 0,16
ELISA *
10 10 0,45
30 30 7.06
HPLC** 15 15 ALD

* ALD - abaixo do limite de deteccdo do método de ELISA (0,16 pg.L™).
** ALD - abaixo do limite de deteccdo do método de HPLC (0,5 ug.L™).

Tabela 2 — Efeito de diferentes concentracdes de ions de Fe e Al na deteccéo de 14

ng.L™* de equivalente de microcistina-LR em agua deionizada, através
da técnica de HPLC:

Concentracéo de ion

(%) Reducéo na quantificagao

(mg.L™ de microcistinas
0,14 0
0,22 0
Fe
0,30 22
1,20 32
2 40
Al 4 69
10 82
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Tabela 3 — Concentracdo de equivalente de microcistina-LR em agua deionizada e

ELISA e de inibicdo de proteinas fosfatases:

agua da rede determinada através dos métodos de imunoensaio do tipo

Concentracéo de microcistinas (ug.L™)

ELISA* Inibicdo de proteinas fosfatases (PP1)**
Esperada Agua Agua da Agua | % inibicdo | Aguada | % inibic&o
deionizada rede deionizada PP1 rede PP1
10 10,1 0,184 9,37 445 0.5 ALD
10 9,9 ALD* 7,94 36,7 ALD ALD
9,5 9,42 0,914 6,76 29,1 0,91 ALD
3,5 3,68 ALD* 3,98 19,0 ALD ALD

* ALD - abaixo do limite de deteccdo do método de ELISA (0,16 pg.L™).

** ALD - abaixo do limite de deteccéio do método de inibicdo PP1 (0,62 pg.L™).
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Figura 1 — Curva padrao de inibicdo de proteina fosfatase (PP1) utilizando diferentes

concentracdes de microcistina-LR.
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RESUMO

O processo de degradacdo das microcistinas esta correlacionado a diversos fatores
como: a sua concentracao inicial, os microrganismos presentes, a temperatura da
agua, o pH e a disponibilidade de fontes de carbono orgéanico, dentre outros. Este
trabalho teve como objetivo verificar o processo de degradacdo das microcistinas
em aguas com diferentes concentracfes de carbono orgéanico dissolvido (COD) e a
influéncia das bactérias no processo. Para tanto, um extrato de microcistinas semi-
purificado foi adicionado a agua da Lagoa de Jacarepagua (RJ), previamente
diluida em agua deionizada para obtencdo das concentracbes de 28, 43 e 60
mg.L™! de COD na presenca de bactérias e 43 e 60 mg.L™" de COD na auséncia de
bactérias. Durante os testes foram determinadas as concentra¢des de microcistinas
e quantificada a comunidade bacteriana. As maiores concentracdes de COD (43 e
60 mg.LY), que apresentavam 10’ colénias.mL™ de bactérias, favoreceram a
degradacao total da microcistina em 14 dias, enquanto que na condicdo de 28
mg.L™* com 10° colénias.mL™, apds 42 dias, ainda era possivel detectar-se 12,8
Hg.L™ de microcistinas. As maiores concentracbes de COD favoreceram o
crescimento bacteriano, e também nessas condi¢des pode-se verificar uma melhor
degradacdo das microcistinas. Em condicdes assépticas, o processo de
degradacao foi bastante lento, confirmando os resultados anteriores que mostram a
importancia da atividade bacteriana. Entretanto, nenhuma das bactérias isoladas
durante os testes foram capazes de degradar as microcistinas. Provavelmente o
meio de crescimento bacteriano utilizado ndo foi apropriado para isolar todas as
bactérias presentes no experimento, ou outros tipos de microrganismos nao

identificados foram relevante no processo de degradacéao.
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1 - INTRODUCAO

A capacidade de crescimento das cianobactérias nos mais diferentes
ambientes € uma das caracteristicas marcantes deste grupo, que apresenta
estruturas e sistemas enzimaticos especificos que lhes conferem grande plasticidade
adaptativa (Azevedo, 1998).

O crescimento intensificado de cianobactérias, chamado de floracdo ou
“bloom”, é favorecido em ambientes aquaticos com elevadas concentracdes de
nutrientes (nitrogénio amoniacal e fésforo total), pH variando de neutro a alcalino,
temperatura da agua variando entre 15 e 30°C e salinidade entre 2 e 17%o
(Humphries e Lyne, 1988).

A ocorréncia dessas floracdes vem sendo freqientemente reportada devido
ao acelerado processo de eutrofizacdo dos ambientes aquaticos produzida
principalmente por atividades humana (esgoto doméstico e agro-industrial). As
floracbes de cianobactérias ndo sao indesejaveis apenas por causar problemas
estéticos e dificultar a utilizacdo dessa agua pelo excesso de matéria organica, mas
também por gerar sérios riscos para populacdo humana. A decomposicdo da
biomassa formada durante a floracdo ou a aplicacdo de produtos quimicos durante o
tratamento de agua contaminada com cianobactérias toxicas tém como
consequéncia a liberacdo de compostos toxicos da célula para a agua, as
cianotoxinas. Os dois grupos de cianotoxinas mais conhecidos sdo: as neurotoxinas
e as hepatotoxinas.

As cianobactérias também apresentam habilidade para minimizar a
herbivoria (Reynolds, 1987). Estas células sdo capazes de produzir metabdlitos que
inibem a sua predacdo por microcrustaceos, larvas de peixes, moluscos e outros,
consequentemente acarretando uma reducéo nas demais populacfes de microalgas,
0 que, por sua vez, resultard& numa diminuicdo drastica da comunidade dos
consumidores primarios, com conseqiéncias em toda a cadeia alimentar do
ambiente aquatico (Branddo & Azevedo, 2001).

A incorporacdo biolégica de cianotoxinas pelo zooplancton tem sido
constatada. Particularmente, populacbes de Microcystis aeruginosa produtoras de

microcistinas podem afetar diretamente espécies zooplancténicas, através do efeito
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téxico sobre o organismo, diminuindo as taxas reprodutivas e interferindo em sua
alimentacéo (Ferrdo-Filho et al., 2002).

Além disso, ja foi demonstrada uma rapida bioacumulagdo de microcistinas
em peixes da lagoa de Jacarepagua-(RJ) com floracbes toxicas de cianobactérias,
evidenciando uma nova rota de intoxicagdo humana (Magalhdes et al., 2001).

Os casos de intoxicacdes de animais e de humanos sdo freqientemente
causados por hepatotoxinas, principalmente pelas microcistinas, que sdo uma classe
de heptapeptideos ciclicos que podem provocar sérios danos no figado por
promoverem uma desorganizacdo dos microfilamentos de actina que compbe parte
do citoesqueleto (Runnegar & Falconer, 1986). Além disto, ja € conhecida sua
capacidade de inibicdo das proteinas fosfatases tipo 1 e 2A de células eucariontes
(Yoshizawa et al.,, 1990), sendo reconhecidas como promotoras de tumores
hepéaticos (Falconer, 1991).

As microcistinas sdo moléculas complexas e o processo de degradacao se
mostra mais resistente que o das neurotoxinas (Kiviranta, et al., 1991). O tempo de
degradacdo dessas hepatotoxinas no ambiente aquéatico é bastante variavel,
podendo levar de varias semanas a meses. A degradacdo total dessa molécula é
dependente de sua concentracdo inicial, dos microrganismos presentes, da
temperatura da agua, do pH e das disponibilidades de outras fontes de carbono
organico (Robertson et al., 1999; Park et al., 2001).

Entretanto, pouco se sabe sobre o processo de degradacdo das
microcistinas em aguas com diferentes concentracdes de carbono orgéanico
dissolvido (COD). O COD origina-se principalmente da decomposi¢do de plantas e
animais aquaticos e a partir de produtos de excrecdo destes organismos. Os
principais componentes de COD sdo: acido glicélico, proteinas, carboidratos,
peptideos, aminoacidos, enzimas, substancias volateis, aldeidos, cetonas, aminas e
outros compostos estimuladores ou inibidores de crescimento.

A populacdo bacteriana também ¢é considerada um fator importante no
processo de degradacdo das microcistinas. Bourne et al. (1996) verificaram que
microcistina-LR permaneceu ativa na coluna d’agua durante 2 semanas, até a

ocorréncia de uma endemia de bactérias que degradaram essa cianotoxinas, sendo
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ainda detectada uma pequena concentracdo apés 1 més. Watanabe (1996) também
verificou que microcistina-LR e -YR foram degradadas mais rapidamente em meio de
cultivo com bactérias do que na agua destilada.

Portanto, verificando a necessidade de mais informagdes sobre a persisténcia
das microcistinas nos ambientes aquaticos, para uma tomada de decisdo quanto a
liberacdo do mesmo para recreacao ou utilizagcdo como fonte de abastecimento, este
estudo teve como objetivo verificar se o processo de degradacdo de microcistinas
esta, de algum modo, relacionado a diferentes concentracdes de COD, além de
verificar a possivel degradacao das microcistinas pelas bactérias isoladas durante o

teste.
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2 — MATERIAL E METODOS

Os extratos de microcistinas (MCYSTs) foram obtidos a partir do cultivo da
espécie Microcystis aeruginosa (cepa NPLJ-4) isolada da Lagoa de Jacarapagué da
cidade do Rio de Janeiro, que vem apresentando floragbes constantes de
cianobactérias.

A cepa NPLJ-4 produz 4 tipos de microcistinas, das quais 80% corresponde a
microcistina-LR com D-leucina. As células da cepa NPLJ-4 foram cultivadas em
condi¢des unialgais em meio ASM-1 (Gorham et al.,1964 citado em Gibson e Smith,
1982), sob intensidade luminosa de 55 pE.m?.s™, temperatura de 23+2°C, pH 8,0 e
fotoperiodo de 12 horas. Ao atingir a fase exponencial de crescimento, as células
foram concentradas e esse concentrado de células sofreu um processo de
congelamento e descongelamento promovendo a lise celular. O concentrado de
células lisadas foi centrifugado durante 20 minutos, a 6700g e o sobrenadante filtrado
em filtro de fibra de vidro, para a retirada da matéria organica particulada.

Esse concentrado contendo MCYSTs dissolvidas foi semi-purificado de acordo
com a metodologia descrita em Tsuji et al. (1994). O extrato semi-purificado foi
utiizado nos testes para verificar a degradacdo das MCYSTs em meio com
diferentes concentracbes de carbono orgéanico dissolvido (COD), na presenca e
auséncia de bactérias, assim como verificar a atividade bacteriana nesta molécula.

Para a obtencdo de uma agua com grande concentracdo de COD foi
realizada uma coleta de agua na Lagoa de Jacarepagua. Esta agua foi filtrada em
filtrador tangencial para remoc¢do inicial das células fitoplanctdnicas existentes na
agua. Posteriormente, a agua da Lagoa de Jacarepagua foi filtrada em filtro de fibra
de vidro para a remocao de algumas células e do zooplancton.

A 4gua da Lagoa de Jacarepagua filtrada foi previamente analisada quanto a

concentracdo de COD e de MCYSTs dissolvidas.
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- O efeito do COD no processo de degradacdo de MCYSTs na presenca e

auséncia de bactérias

A partir da andlise da concentracdo de COD da &agua da Lagoa de
Jacarepagud e do concentrado de MCYSTs no extrato, foram feitas algumas
diluicbes dessa agua mais o extrato de MCYSTs dissolvidas, com o objetivo de
formar um gradiente de concentracdes de COD.

As concentragbes de COD utilizadas nos experimentos foram de 60, 43 e
28 mg.L?. Para a primeira concentracdo proposta, 1L de &gua da Lagoa de
Jacarepagua contendo 26 mg.L™* COD foi colocado em erlenmeyer de 2L, e a esse
volume foi adicionado 300 pL do extrato de MCYSTSs, obtendo-se uma concentragao
final de 60 mg.L™* de COD. A concentracdo de 43 mg.L™ foi obtida a partir de 360
mL da agua da Lagoa de Jacarepagua e 640 mL de agua deionizada mais 300 pL do
extrato de MCYSTs. E a ultima condicao foi obtida adicionando o mesmo volume do
extrato de MCYSTs em 1L de agua deionizada.

O teste de degradacdo de MCYSTs foi realizado sob intensidade luminosa
de 88 PE.m%s™ e temperatura de 23+2°C. Essas condi¢des foram escolhidas por
estarem o mais préximo dos valores determinados no ambiente.

Durante o teste foram retiradas aliquotas de aproximadamente 50 mL nos
tempos amostrais: 0, 1, 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias. Nessas aliquotas foram
analisadas as seguintes variaveis: determinacdo da concentracdo de MCYSTs
dissolvidas e quantificacdo das bactérias presentes.

A metodologia utilizada para verificar o processo de degradacdo de MCYSTs
em diferentes concentracdes de COD sem a presenca de bactérias foi a mesma do
experimento realizado com bactérias. Entretanto, a agua da lagoa, assim como o
extrato de MCYSTs semi-purificado foram filtrados em condi¢cbes assépticas em filtro
de 0,22 pm. Os valores de COD testados foram de 43 e 60 mg.L™ e as variaveis
analisadas foram as mesmas ja citadas, nos tempos amostrais de 0, 1, 2, 4, 8, 13,
16, 20 e 31 dias.
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- A atividade bacteriana no processo de degradacao das MCYSTs

Este teste teve como objetivo verificar a acdo das bactérias Gram negativas
isoladas, nas diferentes condi¢cdes experimentais, na degradacdo das MCYSTs. A
escolha das bactérias Gram negativas se deu devido aos relatos positivos, na
literatura, deste grupo para a degradac&o das microcistinas.

Cada cepa bacteriana Gram negativa isolada, através do plaqueamento em
meio de cultura Mueller Hinton Broth solidificado em agar, foi inoculada em 20 mL
solugdo salina 0,85% esterilizada, tendo concentragéo final de 10° células.mL™ de
bactérias e 40 pg.mL™ de MCYSTs. A condic&o controle foi realizada adicionando-se
40 pg.mL™* de MCYSTs em 20 mL de solucéo salina.

O teste foi realizado a temperatura de 30+2° C e retiradas aliquotas de 1 mL
nos tempos amostrais de 0, 2, 6, 12, 24, 48, 96, 144 e 240 horas. O volume
amostrado foi filtrado em filtro de nylon e o sobrenadante utilizado para a

quantificacdo de MCYSTs através da técnica de HPLC.
Variaveis analisadas

Extracdo e quantificacdo de MCYSTSs extracelulares

A semi-purificacdo das MCYSTs presentes no concentrado seguiu a
metodologia proposta por Tsuji et al., (1994), onde este volume foi passado em
cartucho de octadesilsilano (C18), sendo o material retido eluido com 20 mL de agua
deionizada, metanol 20% e metanol 100%. A fracdo de metanol 100% foi passada
em cartucho de silica e eluida com 30 mL de metanol 100% e 20 mL de solucao de
TFA/agua/metanol 100% (1:100:899 v/v). A ultima frac&o foi recolhida e evaporada a
secura, sendo, entdo ressuspensa em 2 mL de metanol 50%. Esta foi filtrada em filtro
de nylon e analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em um
aparelho Shimadzu com detector U. V./ Vis. SPD-10A, bombas LC 10AT. As analises
foram realizadas em condi¢des isocraticas e fase reversa, sendo utilizada uma

coluna analitica (Lickrospher 100 RP-18, 125mm x 4mm), com fase movel de
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acetonitrila e acetato de aménio 20 mM, pH 5,0 (28:72 v/v), com fluxo de 1 mL.min™
e absorgéo a 238 nm.

O espectro de absor¢cdo de cada pico foi analisado em uma faixa de 195 a
300 nm, com auxilio de um fotodetector de diiodo (SPD-M10A) Diode array (PDA),
podendo-se comparar os espectros de absorcdo das amostras com o do padrdo de
microcistina-LR (Sigma).

A quantificacdo das MCYSTs foi calculada através dos valores de area
obtidos nos cromatogramas e uma curva padrao de microcistina-LR. O resultado final
da concentracdo de microcistinas esta expresso em equivalentes de microcistina-LR.

Este método apresenta um limite de deteccéio de 0,5 pg.L™.

Quantificacdo de COD

A concentracdo de COD foi determinada utilizando um volume de 25 mL da
amostra, seguindo a metodologia de oxidacdo por combustdo a alta temperatura,
catalisada por platina, e posterior detecgdo em sensor de infra-vermelho, utilizando o

aparelho Total Organic Analyzer — Shimadzu 5000.

Quantificacdo de bactérias

A quantificacdo das bactérias foi feita através do plaqueamento das amostras
sobre um meio de cultura Mueller Hinton Broth solidificado e contagem do namero de
coldnias que se desenvolveram nas placas.

Para verificar a diferenciacdo morfolégica das bactérias foi realizada a
coloracdo de Gram com posterior observacdo ao microscopio Otico. Este
procedimento permitiu classificar as bactérias quanto ao tipo de Gram (positiva ou

negativa) e quanto a forma (cocos ou bacilos).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra que as concentracbes de 43 e 60 mg.L™ de COD na
presenca de bactérias favoreceram a degradacdo mais rapida das MCYSTs quando
comparadas com a condic&o de 28 mg.L™ de COD.

Os resultados obtidos demonstram que nas condi¢cdes experimentais de 28,
43 e 60 mg.L™! de COD com presenca de bactérias, até o 7°dia amostral, houve uma
reducéo de 32, 78 e 85% nas concentracdes iniciais de MCYSTSs, respectivamente. A
partir do 14° dia amostral ndo foram mais detectadas MCYSTs para as maiores
concentracdes de COD testadas, enquanto que na condicdo de 28 mg.L™ de COD foi
possivel detectar 12,8 pug.L™* de MCYSTs no ultimo dia amostral, o equivalente a 14%
da concentracao inicial (Figura 1).

As analises da quantificacdo bacteriana revelaram que as maiores
concentragcdes de COD propiciaram 0 crescimento bacteriano mais intenso, na
ordem de 10’ coldnias.mL™, a partir do 4° dia amostral, enquanto que na
concentracdo de 28 mg.L" de COD pode-se verificar que o crescimento das
bactérias foi na ordem de 10° col6nias.mL™, da primeira a Ultima amostragem
(Tabela 1).

O maior nimero de colbnias de bactérias determinado nas concentracdes de
43 e 60 mg.L™" de COD provavelmente acelerou o processo de biodegradacéo das
MCYSTs.

Cabe ressaltar que nas condi¢cdes analiticas utilizadas n&o foi possivel
verificar novos sinais nos cromatogramas que pudessem ser considerados produtos
de degradacdo das MCYSTs. Desta forma, pode-se apenas dizer que ocorreu uma
reducdo nas concentragfes dessa molécula sem aparente formagdo de outros
produtos. O mesmo néo foi verificado por Matthiensen et al. (2000) que detectaram o
aparecimento de outros compostos toxicos a partir da biodegradacdo da molécula
purificada de microcistina-LR pela atividade microbiana presente na agua da lagoa
dos Patos.

Os resultados das analises de quantificagdo de MCYSTs em condi¢des

assépticas, contendo 43 e 60 mg.L" de COD, evidenciam um lento processo de
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degradacdo dessas moléculas, se comparado com os resultados obtidos no
experimento na presenca de bactérias. A ndo deteccao das MCYSTs s6 foi possivel
apos 31 dias do inicio do experimento (Figura 2). Estes resultados estdo de acordo
com o relatado por Watanabe (1996) que verificou a degradacao mais rapida das
microcistina-LR e —YR na presenca de bactérias do que em agua destilada.

E importante salientar que as concentracées iniciais de MCYSTs dissolvidas
utiizadas no experimento, variando concentragbes de COD em condi¢oes
assépticas, foram aproximadamente 11 vezes inferiores as concentracbes do
experimento realizado com bactérias. Mesmo assim, a degradacdo dessa molécula
mostrou-se bastante lenta. Esse resultado evidencia a importancia da comunidade
bacteriana na velocidade do processo de degradacéo de microcistinas.

Durante o experimento realizado na presenca de bactérias foi possivel isolar
17 cepas de bactérias morfologicamente distintas. Destas somente 4 cepas Gram
negativas foram testadas isoladamente para se verificar a capacidade de degradacéo
das MCYSTs. Segundo Takenaka e Watanabe,1997 e Park et al. 2001, as MCYSTs
sao degradadas preferencialmente pelas bactérias Gram negativas.

As analises da quantificacdo de MCYSTs revelaram que as bactérias Gram
negativas selecionadas ndo degradaram isoladamente as MCYSTs. A concentracao
de MCYSTs detectada ap6s 10 dias foi praticamente igual a concentracao inicial de
40 pg.mL™. O mesmo foi determinado para a condicdo controle. Os resultados
indicam que as bactérias testadas nao utilizaram as MCYSTs como fonte de energia.

As bactérias testadas ndo apresentaram o mesmo potencial para degradar
microcistinas que o observado por Park et al. (2001). Estes autores verificaram a
completa degradacdo de 20 mg microcistina-LR ou —RR pela bactéria Gram.
negativa Sphingomonas paucimobilis em 6 dias. Segundo Takenaka & Watanabe
(1997) bactérias do género Pseudomonas também biodegradam essa molécula.

E importante ressaltar que as bactérias testadas foram seletivas ao meio de
crescimento bacteriano Mueller-Hintton utilizado. Portanto, esse meio pode néo ter
favorecido o crescimento de todas as bactérias presentes, importantes no processo

de degradacao das microcistinas.
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No ambiente natural provavelmente o processo de degradagdo das MCYSTs
poderia apresentar um outro perfil devido a presenca de outros géneros de bactérias,
favorecendo a degradacdo dessas moléculas. Entretanto, cabe destacar que
variagdes ambientais como concentracao de nutrientes, temperatura, alcalinidade e
pH, dentre outros, podem alterar consideravelmente o tempo necesséario para a
degradacao total destas moléculas.

Além disso, ndo se pode deixar de considerar que outros microrganismos
aquaticos como fungos e pequenos protozoarios, que podem utilizar o COD como
fonte de energia podem também ter um papel importante na degradacdo de

microcistinas.
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Tabela 1: Quantificacdo maxima das bactérias nas diferentes concentracbes de

COD.

CONDICAO EXPERIMENTAL

NUMERO DE BACTERIAS

TIPOS DE BACTERIAS *

28 mg.L™ de COD

10° colénias.mL™

Bacilos Gram  positivos

(filamentos longos).

43 mg.L™" de COD

10’ colénias.mL™

Bacilos Gram negativos e

Bacilos Gram  positivos

(filamentos longos).

60 mg.L™* de COD

10’ colonias.mL™

Bacilos Gram negativos e

Bacilos Gram  positivos

(filamentos longos).

* Tipos de bactérias encontradas em maior concentracao entre as isoladas.
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RESUMO

A filtracdo lenta em areia é um sistema de purificacdo de agua sensivel e bastante
efetivo. O seu potencial de aplicacdo é reconhecido como uma alternativa
sustentavel para o tratamento de 4gua em comunidades rurais e pequenas cidades.
Neste sistema o processo de remoc¢do das particulas em suspensdo € complexo,
sendo influenciado pelas caracteristicas fisicas e quimicas do meio filtrante, da agua
bruta e da taxa de filtracdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o sistema de
filtracdo lenta para a remocado de diferentes concentracbes de células da espécie
Microcystis aeruginosa (cepa NPLJ-4) e de microcistinas dissolvidas. Os testes foram
desenvolvidos em escala piloto de pequeno porte utilizando-se duas colunas de
acrilico preenchidas com areia. A agua utilizada para alimentacdo dos filtros foi
proveniente do Lago Paranoa (Brasilia — DF), sendo inoculada alternadamente com
células da cepa NPLJ-4 nas concentracdes de 10% 10° e 10° células.mL™ e de
microcistinas dissolvidas nas concentracbes de 426, 243, 127 e 58 pg.L™. As taxas
de filtracdo aplicadas foram de 3 e 2 m®m?.dia. A maior taxa de filtracdo favoreceu a
remocao total de 10° células.mL™?, no entanto, foi possivel detectar-se microcistinas
extracelulares na agua efluente, indicando a lise das células retidas nos filtros lentos.
Com a diminuicdo da taxa de filtracdo, a remocao de células em concentracdes de
até 10° células.mL! foi de 100%, e na &gua efluente ndo foram detectadas
microcistinas extracelulares nem intracelulares. Portanto, nessa condicao, a filtracdo
lenta foi capaz de produzir agua potavel, como é recomendado pela OMS, e
estabelecido pela Portaria brasileira 1469/00/MS, que dita, como limite para n&o
conferir riscos a saude a concentracéo de 1 pg.L™ de microcistinas na agua. Para a
concentracdo de 10° células.mL™ na agua afluente, com taxa de 3 m®m?.dia, foi
possivel determinar altas concentracdes de microcistinas intra e extracelulares na
agua efluente, no entanto, o maior tempo de contato da agua afluente com o meio
filtrante (taxa de filtracdo de 2 m*m?.dia) favoreceu a reducdo desses valores. Essa
taxa de filtracdo também favoreceu a remocéo de 100% das microcistinas dissolvidas

em concentracées de até 243 pg.L™.
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1 - INTRODUCAO

A filtracdo lenta em areia € um dos sistemas de tratamento de agua mais
antigos utilizados pela humanidade. E um processo sensivel e bastante efetivo,
simulando exatamente o processo de purificacdo de agua que ocorre na natureza.
Esse processo € amplamente reconhecido por produzir agua de boa qualidade,
mostrando-se bastante efetivo para a remocdo de bactérias patogénicas, virus e
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium (Hendricks et al., 1991).

No sistema de filtracdo lenta, o processo de remoc¢do das particulas em
suspensdo é complexo, sendo influenciado pelas caracteristicas fisicas e quimicas
do meio filtrante, da 4gua bruta e pela taxa de filtracdo (Di Bernando, 1980 - citado
em Varesche, 1989). Entretanto, a eficiéncia desse sistema é atribuida
principalmente ao alto grau de atividade biolégica na interface agua e areia, local
caracterizado pela formacdo de um filme bioldgico “schumutzdecke” que é
constituido de vérias espécies microbianas, como as bactérias, algas e protozoarios.

E no filme biologico que ocorre os principais processos de oxidacdo da
matéria organica, sendo essa atividade reduzida gradualmente com a profundidade
do leito filtrante (Costa, 1980 — citado em Veras, 1999). O tempo de detencdo da
agua e o teor de oxigénio dissolvido no leito filtrante sdo duas condi¢cdes basicas
para que ocorra a oxidacao bacteriana (Hespanhol, 1987).

A filtracdo lenta é reconhecida como uma alternativa sustentavel para o
tratamento de agua em comunidades rurais e pequenas cidades. E um projeto
potencialmente ao alcance dos recursos de qualquer comunidade, e as facilidades
para a construcdo, operacdo e manutencdo encontram-se usualmente disponiveis a
nivel local ou podem ser adquiridos de forma relativamente facil se comparado a
construcdo de uma estacao de tratamento de agua convencional.

Atualmente, em diversos paises europeus, a filtracdo lenta vem sendo
utilizada apés o tratamento convencional devido as suas vantagens na remocao de
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium. No Brasil, essa tecnologia foi

bastante aplicada na década de setenta, no entanto, na década de 90 somente 7%

80



das esta¢Oes de tratamento de dgua utilizam essa técnica (ASSEMAE, 1996 — citado
em S4, 2002).

Diante de tais conhecimentos, e com 0 crescente processo de eutrofizacéo
natural e antrOpica que 0s mananciais brasileiros utilizados como fonte de
abastecimento vém sofrendo, propiciando o crescimento intenso de cianobactérias
toxicas, despertou-se o interesse em estudar o processo de filtracdo lenta para a
remocao de células de cianobactérias e de suas toxinas, visto que, os procedimentos
convencionais de tratamento de dgua como floculagdo, sedimentacgéo, filtragdo em
areia e cloragéo séo ineficientes para a remogdao total das células de cianobactérias,
podendo promover a lise celular com posterior liberacdo das cianotoxinas para a
coluna d'agua, assim como para a remoc¢do de microcistinas dissolvidas
(extracelulares) (Hrudey at al, 1999; Drikas et al., 2001).

As microcistinas, que sao peptidios hepatotoxicos, sdo as cianotoxinas mais
frequentemente detectadas nos ecossistemas aquaticos (Chorus e Bartram, 1999).
Estas toxinas séo inibidoras potentes e especificas de proteinas fosfatases dos tipos
1 e 2A, podendo acarretar sérios danos a salude humana através de seu efeito agudo
ou crénico (Heresztyn & Nicholson, 2001).

Deste modo, as microcistinas vém representando um desafio aos 6rgaos
responsaveis pelo tratamento de agua. Entretanto, poucos sao os estudos relativos a
remocao de células cianobactérias e de suas toxinas através da técnica de filtracédo
lenta. Esses relatam uma alta eficiéncia do processo, como por exemplo, 0s
trabalhos de Mouchet e Bonnelye (1998) e Melo (1998) — citado em Brandédo &
Azevedo, (2001) que respectivamente verificaram a remocéo de 99% das microalgas
da agua efluente e a remocao de 98% da biomassa algal composta principalmente
de células de Cylindrospermopsis raciborskii.

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia do processo de
filtracdo lenta para a remocao de células da espécie Microcystis aeruginosa (cepa
NPLJ-4) em diferentes concentracbes, como também verificar a remocdo de

diferentes concentragcfes de microcistinas dissolvidas.
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2 — MATERIAL E METODOS

A eficiéncia da filtracdo lenta para a remocao de células da espécie
Microcystis aeruginosa (cepa NPLJ-4) e de microcistinas dissolvidas foi medida
através de um sistema de filtracdo em escala piloto de pequeno porte. Este sistema
consistiu em: um tanque de alimentacdo de agua bruta; um tanque intermediario de
agua bruta de nivel constante; uma bomba peristaltica de cabecote duplo (Easy-
Load/Masterflex, modelo 7518-00); dois filtros de areia e dois reservatorios de coleta
de agua tratada (Figura-1).

As células da cepa NPLJ-4 e as microcistinas dissolvidas foram solubilizadas
na agua bruta proveniente do Lago Paranoa — Brasilia-DF, em fases distintas do
experimento.

Foram realizados 2 experimentos distintos: Experimento 1 e 2, nos quais 0s

filtros operaram de forma continua, com um intervalo de 3 meses.
2.1 — Cultivo de Microcystis aeruginosa

A espécie M. aeruginosa (cepa NPLJ-4) é caracterizada pela producédo 4
tipos de microcistinas, das quais 80% da concentracdo total corresponde a
microcistina-LR com D-Leucina. Esta cepa foi isolada da Lagoa de Jacarepagud,
situada na zona oeste da cidade do Rio de Janeiro (Lat. 23° 00’ S - Long. 43° 20’
W) e foi cultivada em condi¢des unialgais em meio ASM-1 (Gorham et al.,1964
citado em Gibson e Smith, 1982) sob intensidade luminosa de 55 pUE.m?.s™,
temperatura de 25 + 2°C, pH 8,0 e fotoperiodo de 12 horas. As células da cepa
NPLJ-4 ao atingirem a fase exponencial de crescimento (entre 15 e 20 dias de
cultivo), foram concentradas através de filtracdo tangencial e posteriormente

utilizadas nos experimentos.

2.2 — Microcistinas dissolvidas
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Uma parte do concentrado de células da cepa NPLJ-4 sofreu um processo de
congelamento e descongelamento para promover a lise celular. Esse concentrado foi
filtrado em filtro de fibra de vidro, para a retirada da matéria organica particulada e a
fracdo dissolvida contendo, dentre outros compostos organicos dissolvidos, as
microcistinas (MCYSTSs) foi utilizada nos testes para avaliar a eficiéncia da filtrac&o

lenta para a remoc¢ao dessas moléculas.

2.3 — Desenho experimental

Os filtros lentos de areia (FLAs) foram montados em colunas de acrilicos de
8,5 cm de diametro e 1,5 m de comprimento, sendo preenchidos 90 cm com 0 meio
filtrante (areia) e uma camada suporte na parte inferior com 10 cm de pedregulho de
granulometria fina.

A areia utilizada apresentava granulometria de 0,08 a 1,00 mm, com diametro
efetivo de 0,34 mm e coeficiente de desuniformidade igual a 2. Previamente a
utilizacéo, essa areia foi lavada e seca em estufa a 105°C, para a remogdo da
matéria organica residual aderida aos graos.

As colunas de acrilico parcialmente cheias de agua foram preenchidas com a
areia. Esse procedimento minimizou a formacdo de bolhas de ar nos intersticios do
meio filtrante. Além disso, os filtros foram operados durante alguns dias com agua
limpa e fluxo ascendente para a remocao do ar do meio filtrante.

Os FLAs foram alimentados com vazdes similares através da uma bomba
peristaltica de cabecote duplo. Para minimizar as variagdes de vazao foi utilizado um
reservatorio de nivel constante que servia de alimentacdo para a bomba. Esse
reservatorio, por sua vez, foi alimentado por um reservatorio de maior capacidade
(100 L).

Os experimentos foram divididos em varias etapas. O experimento 1 constou
em 5 etapas, enquanto o experimento 2 de 7 etapas (Tabelas 1 e 2).

As etapas descritas nas Tabelas 1 e 2 consistiram nos seguintes procedimentos:
Etapa A: Periodo de amadurecimento dos filtros, alimentando-os unicamente com a

agua do lago Paranoa. Nesta fase ocorreu a formacdo dos filmes biologicos
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“schumutzdecke”. O amadurecimento dos filtros foi avaliado através da remocao de
coliformes totais.

Etapas B e D: Os filtros foram alimentados com a agua do lago contendo diferentes
concentracdes de células da cepa NPLJ-4. Nessas etapas foi colocado um aerador
no reservatorio para evitar a sedimentacdo das células. O objetivo foi avaliar a
eficiéncia dos FLAs na remocdo de células vidveis da cepa NPLJ-4, avaliar a
possibilidade de transpasse dessas células do leito filtrante para a agua efluente,
como também verificar a ocorréncia de lise das células retidas no leito filtrante.
Etapas C e E: Periodo em que os filtros voltaram a ser alimentados somente com a
agua do lago. O objetivo foi avaliar a possibilidade de transpasse de células do
leito filtrante para o efluente e a ocorréncia de lise celular no interior dos FLAs com
liberacdo de MCYSTs dissolvidas para a agua efluente.

Etapa F: Os filtros foram alimentados com diferentes concentracbes do
concentrado de MCYSTs dissolvido na agua do lago. O objetivo dessa etapa foi
avaliar a eficiéncia dos FLAs para a remocéo de MCYSTs dissolvidas.

Etapa G: Periodo em que os FLAs voltaram a ser alimentados somente com a agua
do lago. Nessa etapa, o objetivo foi avaliar a liberagdo de MCYSTs dissolvidas do
leito filtrante para o efluente.

De acordo com os valores comumente utilizados na prética de filtracdo lenta
(Haarhoff & Cleasby, 1991), ataxa de filtracdo adotada no experimento 1 foi de
3 m*/m®.dia, enquanto no experimento 2 foram utilizados dois valores de taxa de
filtracdo: 3 e 2 m*mA.dia.

Durante os experimentos 1 e 2 as variaveis analisadas na agua afluente e
efluente foram as seguintes:

coliformes totais;

e turbidez;

e clorofila a;

e concentracdo de MCYSTs nas fracdes particulada (intracelular) e dissolvida
(extracelular);

¢ Quantificacdo da populacao bacteriana presente no filme bioldgico.
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Durante a etapa A, as variaveis analisadas foram coliformes totais, turbidez
e clorofila a.

A partir da etapa B, a frequéncia amostral para determinagdo das
concentracdes de coliformes totais, turbidez, clorofila a foram diérias tanto para a
afluente como efluente.

Os tempos amostrais determinados para a quantificacdo de MCYSTs na
agua efluente levou em consideracdo o tempo de detencdo da agua no leito
filtrante. Durante as etapas de simulagdo de floragcbes, MCYSTs intra e
extracelulares foram quantificadas em amostras compostas retiradas nos tempos
amostrais de 2, 4, 6 e 8 horas. O mesmo periodo amostral foi adotado durante a
passagem pelos filtros de MCYSTs dissolvidas na agua do lago. Nas demais

etapas a amostragem foi diaria.

Coliformes totais

O método de quantificacdo de coliformes totais foi o do numero mais
provavel (NMP) utilizado-se kit COLILERT. Neste método o substrato cromogénio
(ONPG-MUG) foi adicionado a 100 mL da agua efluente, em seguida a soluc¢éo foi
colocada na cartela do kit e esta foi selada e mantida por 24 horas a 35 + 2°C.
Apbs esse periodo, a quantificacdo de coliformes totais foi realizada de acordo com

a coloracdo das amostras.

Turbidez

As medidas de turbidez foram realizadas através do método Nefelométrico
utilizando um Turbidimetro (HACH/2100AN).

Clorofila a

O procedimento adotado para determinar as concentracdes de clorofila a foi

0 descrito em Loyd e Tucker (1988). Um volume conhecido da agua bruta e da
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agua efluente dos filtros foi filtrado em filtro de fibra de vidro, e em seguida foi
imerso em 10 mL de uma solucdo de cloroférmio:metanol (2:1) e mantido em
ambiente escuro durante 4 horas. Apds esse intervalo de tempo, a absorbancia
desse extrato foi medida nos comprimentos de onda de 665 e 750 nm em um
espectrofotémetro (HACH/DR-4000).

Populacéo bacteriana

A quantificagdo da populacdo bacteriana presente no filme bioldgico dos
filtros foi realizada através da amostragem de massa conhecida de gréos de areia
do filme biologico. Este material foi solubilizado em 3 mL de &gua deionizada
autoclavada. Um volume conhecido dessa solucéo foi plaqueado sobre o meio de
cultura Mueller Hinton Broth solidificado. As placas foram incubadas durante no
maximo 24 horas a 32+2°C, e ap6s esse periodo foi realizada a contagem do
namero de coldnias, verificando-se os diferentes tipos morfoldgicos. Estas
bactérias foram isoladas e a reacdo ao Gram identificada através do método de
coloracdo de Gram.

Em ambos experimentos, a populacdo bacteriana dos filmes bioldgicos foi

guantificada de 3 em 3 dias.

Extracdo e quantificacdo de MCYSTs através datécnica de HPLC

A extragcdo de MCYSTs intracelulares foi realizada de acordo com a
metodologia citada em krishnamurthy et al. (1996) e das MCYSTs extracelulares
seguiu a metodologia descrita por Tsuji et al. (1994).

A guantificacdo das microcistinas foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia em um aparelho Shimadzu com detector UV/VIS. SPD 10A, bombas
LC-10AT. As andlises foram realizadas em condic¢des isocraticas e fase reversa,
utilizando-se uma coluna analitica (Lichrospher 100 RP-18, 125 mm x 4 mm), com
fase movel de acetonitrila e acetato de amonio 20 nm, pH 5,0 (28:72 v/v), com fluxo

de 1 mL/min e UV a 238 nm. O espectro de absorcéo foi analisado numa faixa de
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195 a 300 nm, podendo-se comparar 0s espectros de absor¢cdo das amostras com
0 do padrao de microcistina-LR (Sigma).

A concentracdo das microcistinas foi calculada através dos valores de area
obtidos nos cromatogramas e uma curva padrdo de microcistina-LR. O resultado
final da concentracdo de microcistinas foi expresso em equivalentes de
microcistina-LR.

Este método apresenta um limite de deteccdo de microcistinas de 0,5 pg.L™.

87



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de filtracdo média de 3 m*m®.dia e 2 m®m?.dia apresentam valores
de tempo de detencdo das células de M. aeruginosa ( cepa NPLJ-4) ou das
MCYSTs dissolvidas no leito filtrante de 8 e 12 horas, respectivamente.

Os intervalos dos valores de coliformes totais, turbidez, clorofila a e MCYSTs
intra e extracelulares determinadas na agua bruta (AB) do lago Paranoa utilizada
nos experimentos 1 e 2, antes da adicdo de células da cepa NPLJ-4 ou de
MCYSTs dissolvidas estédo apresentadas na Tabela 3.

O maior valor de coliformes totais determinado durante o experimento 2,
ocorreu provavelmente devido uma intensa chuva que favoreceu a lixiviagdo das
margens do lago. Para as demais variaveis, pode-se verificar faixas de valores
proximos, podendo-se inferir que a agua bruta utilizada nos experimentos 1 e 2

apresentava caracteristicas bastante semelhantes.
3.1 — Coliformes totais

Em ambos experimentos, durante o periodo de amadurecimento (etapa A),
pode-se verificar que os FLAs apresentaram uma melhora gradativa na remocao de
coliformes totais, atingindo a eficiéncia maxima a partir do 16° e 14° dia dos
experimentos 1 e 2, respectivamente (Figura 2).

Os altos valores de coliformes totais determinados na agua bruta, deve-se
ao fato do ponto de coleta encontrar-se proximo a uma estacao de tratamento de
esgoto.

Apés a fase de amadurecimento (etapa A), os FLAs de ambos os
experimentos apresentaram excelente capacidade de remocdo de bactérias do
grupo coliformes, o que é caracteristico da filtracdo lenta. Entretanto, a nado
deteccdo de coliformes totais foi determinada somente durante a etapa C, do
experimento 1, e E do experimento 2.

Durante a etapa F, que consistiu na filtracdo da agua do lago com MCYSTs

dissolvidas, os resultados revelaram que a remocdo de coliformes foi bastante
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reduzida, sendo determinado valores de 2419,2 e 565 de NMP/100 mL nos
efluentes dos FLAs dos experimentos 1 e 2, respectivamente. Estes valores
equivalem, em média, a eficiéncia de remocao de 70% e 85% dos coliformes totais
presente na agua bruta (Figura 2).

Portanto, pode-se verificar que as MCYSTs dissolvidas afetaram a
comunidade bacteriana do filme biolégico no primeiro contato (24 horas), sendo

esta restabelecida nos dias posteriores.
3.2 —Turbidez

Os valores de tubidez determinados nos efluentes dos FLAs foram
semelhantes no decorrer dos dois experimentos, sugerindo a confiabilidade nos
dados obtidos.

No experimento 1, durante a simulacdo de floragdo de cianobactérias (etapa-
B) e passagem de microcistinas dissolvidas (etapa-F) foram determinados os
maiores valores de turbidez na agua afluente e efluente, evidenciando a ocorréncia
de transpasse de células dos FLAs para a agua efluente (Figura 3). Este resultado
foi confirmado no experimento 2 com taxa de 3 m*mdia, evidenciando a
reprodutibilidade do sistema.

Durante a etapa F de ambos os experimentos, observou-se que a adi¢cdo de
MCYSTs dissolvidas na agua afluente contribuiu para o aumento da turbidez da
agua afluente, possivelmente em conseqiéncia de residuos no concentrado de
MCYSTs dissolvidas, e na agua efluente do experimento 1, indicando ineficiéncia
do sistema para a remocao total dos compostos organicos particulados.

Com a aplicacédo da taxa de filtracdo de 2 m®m?.dia, pode-se verificar uma
menor concentracdo de material particulado na agua efluente dos FLAs, indicando
gue o maior tempo de detencado favoreceu uma reducdo do transpasse de células

do leito filtrante para a agua efluente (Figura 3 - Exp.2).
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3.3 - Clorofila a

As maiores concentracdes de clorofila a foram detectadas durante a etapa B,
com taxa de filtracdo de 3 m®m?dia, quando a &gua afluente apresentava
concentracdo de 10° células.mL™, equivalente a 252 e 221 pg.L™ de clorofila a
para 0s experimentos 1 e 2, respectivamente. Durante a etapa C, pode-se observar
no dia seguinte ao pico de 10° células.mL™, a ocorréncia de transpasse de células
do filtro para a 4gua efluente. Este fato foi confirmado em ambos os experimentos,
pelas concentracdes de clorofila a na agua efluente, comprovando a presenca de
células (Figura-4).

O transpasse de células da cepa NPLJ-4 ocorreu de forma continua até 6°
dia da etapa C para o experimento 1 e 4° dia para o experimento 2. Apds esses
periodos, os FLAs retornaram aos niveis de remoc¢ao observados durante a etapa
A.

Com a taxa de filtracdo de 2 m®m?.dia, as concentracdes de clorofila a na
agua efluente foram bastante reduzidas (Figura 4).

Estes resultados evidenciam mais uma vez que a menor taxa de filtracdo
favoreceu a remocado de células da cepa NPLJ-4. Ndo sendo possivel detectar
clorofila a na agua efluente, ficando evidente a ndo ocorréncia de transpasse de

células do leito filtrante para a 4gua efluente.
3.4 — Populacgéo bacteriana no biofilme

Em ambos os experimentos, no primeiro dia da etapa B, a populagcéo
bacteriana encontrava-se na ordem de 10* coldnias.mL™, podendo-se verificar um
aumento crescente na comunidade microbiana do filme biolégico “schmutzdecke”
durante a passagem da agua do lago contendo células da cepa NPLJ-4.

Nos dois filtros do experimento 1, foi verificado o crescimento de 7 tipos de
bactérias com caracteristicas morfolégicas diferentes, além da presenca de fungos
e actinomicetos. As bactérias foram isoladas e identificadas como pertencentes ao

grupo das Gram negativas.
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O mesmo comportamento foi verificado nos filtros do experimento 2, que
além de apresentar as bactérias, fungos e actinomicetos encontrados no
experimento 1, apresentou também mais outros 5 tipos de bactérias, sendo 3 Gram
negativas e 2 Gram positivas.

Na udltima quinzena dos experimentos 1 e 2, a comunidade bacteriana
encontrava-se na ordem de 10° col6nias.mL™. Nesta fase dos experimentos pode-
se também verificar a presenca de alguns tipos de microcrustaceos na camada de
agua acima do filme biolégico.

De acordo com dados da literatura, as bactérias Gram negativas sdo as que
apresentam maior capacidade de degradacao das microcistinas. Park et al. (2001)
verificaram a degradacdo total de 20 mg.L™ de microcistina-RR e -LR pela
bactéria Gram negativa Sphingomonas paucimobilis, na concentracdo de 10°
colénias.mL™, num periodo de 6 dias, sendo verificado que essa bactéria utilizou
a molécula de microcistina como fonte de carbono. Bactérias do género
Pseudomonas também degradam microcistina-LR (Takenaka e Watanabe,1997).

A populagdo bacteriana pode influenciar no tempo de degradagdo de
microcistinas. Jones et al. (1994) observaram que o processo de degradacdo de
microcistina-LR dissolvida na agua do rio Murrumbidgee foi de 100% em 8 dias,
enquanto que em condicBes assépticas o processo de degradacdo foi de apenas
10% em 14 dias.

Cabe ressaltar que a quantificacdo microbiana realizada durante os
experimentos foi feita utilizando-se apenas um tipo de meio de crescimento que é
seletivo para alguns géneros de bactérias. Portanto outros tipos de microrganismos
relevantes para a degradacdo das microcistinas poderiam estar presentes no filme

biol6gico, mas néo foram selecionados.
3.5 - Remocao de células de M. aeruginosa (cepa NPLJ-4)
Os resultados do experimento 1 evidenciaram que o sistema de filtracdo lenta

foi bastante eficiente para a remocdo de células da cepa NPLJ-4, quando a

concentracdo de células na agua efluente foi de 10° células.mL™ (Figura 5 — Exp.1 e
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Tabela 4). Entretanto, foi possivel detectar-se MCYSTs extracelulares na agua
efluente, indicando que as células retidas no leito filtrante foram lisadas e,
consequentemente, ocorreu a liberacdo de MCYSTs. As analises quantitativas dessa
molécula na fracdo dissolvida da agua efluente revelaram concentracdes variando de
2,4 a 15,2 ng.L™ (Figura 5 — Exp.2). Portanto, de acordo com a Organizacdo Mundial
da Saulde, esta agua apresenta-se impropria para consumo humano. Este 6rgao
recomenda como limite maximo de microcistinas na agua potavel a concentracédo de
1 ng.L™ para néo conferir riscos a satde.

Para a remocdo da concentracdo de 10° células.mL™ foi possivel verificar
claramente uma reducdo na capacidade de remocdo destas células pelo sistema
(Figura 5 - Exp.1). A agua efluente passou a apresentar as maiores concentracoes
de MCYSTs intracelulares e extracelulares detectadas durante a etapa de simulagéo
de floracado, 45,3 e 71,1 ug.L™ respectivamente (Figura 5). Esse resultado demonstra
a ineficiéncia da filtragdo lenta para a remocdo de altas concentragfes de células
utilizando especificamente a taxa de filtragdo de 3 m®m?.dia.

Durante a etapa C do referido experimento, onde foi passado através dos
FLAs somente a 4gua do lago, pode-se ainda verificar o transpasse de células do
leito filtrante para o efluente durante aproximadamente 5 dias (Figura 5 — Exp.1-A).
Nesse mesmo periodo, também observou-se uma reducdo nas concentragbes de
MCYSTs extracelulares (Figura 5 - Exp.1-B). Porém, no ultimo dia dessa etapa,
guando as concentragfes de MCYSTS intracelulares no efluente estavam abaixo do
limite de deteccdo do método utilizado, ainda foram detectadas 2,4 e 4,2 ug.L™" de
MCYSTs extracelulares respectivamente para os FLA-1 e FLA-2. Estes resultados
indicam que a populacao bacteriana nao foi capaz de oxidar essa molécula.

Os fatores que podem ter favorecido esse comportamento sdo a alta
concentracdo de células, consequentemente de MCYSTS e/ou a necessidade de
maior tempo de detencdo da agua contaminada com células no leito filtrante.

Os resultados obtidos no experimento 2, aplicando a taxa de filtracdo de 3
m°/m?.dia, apresentaram tendéncia bastante semelhante com o do experimento 1
(Figura 6 — Exp.2-A) . No entanto, cabe ressaltar que o FLA-2 mostrou-se menos

eficiente para a remocdo das células que o observado para o FLA-1, durante as
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etapas de simulacdo de floracdo. Essa diferenca entre os FLAs pode ser devido a
condicdo operacional em resposta ao grau de maturagcdo e/ou da comunidade
bacteriana presente. Apesar das andlises quantitativas da comunidade microbiana
nao terem evidenciado essa situacdo, a seletividade do meio de crescimento
bacteriano deve ser considerada.

A taxa de filtracdo de 2 m®m?.dia mostrou-se mais efetiva para a remocéo de
células da cepa NPLJ-4, demonstrando que o maior tempo de detencdo dessas
células no leito filtrante propiciou melhor eficiéncia do sistema de filtragdo lenta
(Figura 6). Para a remocéo de 10* e 10° células.mL™, equivalente a 16,1 e 71,33
Hg.L™ de MCYSTs intracelulares, pode-se verificar remogdo de 100% das células da
cepa NPLJ-4, ou seja, na agua efluente ndo foi possivel detectar MCYSTSs intra nem
extracelulares através do método utilizado (Tabela 4). Portanto, de acordo com a
recomendacdo da OMS, e o estabelecido pela Portaria 1469/00/MS, esta agua
apresenta potabilidade, podendo ser liberada para a populacao.

Com essa menor taxa de filtragdo, o transpasse de ceélulas da agua afluente
contendo 10° células.mL™ para o efluente foi bastante reduzido em comparacdo ao
determinado nos experimentos aplicando-se taxa de 3 m¥m?.dia. Em média, a taxa
de filtracdo de 3 m*/m®.dia apresentou remocdo de 70,1%, enquanto que a de 2
m*/m?.dia a remoc&o foi de 86,7% das células da cepa NPLJ-4 (Figura 6 — Exp.2-A,
Tabela 4).

Os nossos resultados estdo de acordo com os de Grutzmacher et al. (2002)
que verificaram a completa remocao de células de Planktothrix agardhii contendo 40
ng.L™! de MCYSTs dissolvidas através da filtracéo lenta com 18 horas de detencdo
das células no leito filtrante.

Dentre outros fatores, a morfologia da célula da cianobactéria a ser removida
deve ser considerada no sistema. Cabe relatar que as células da cepa NPLJ-4, por
estarem a longo tempo em cultivo, perderam a mucilagem que favorece a formagao
de colbnias, deixando-as na forma unicelular. Provavelmente, esta condi¢ao
favoreceu o transpasse de células, no entanto, a remocao de cepas oriundas do
ambiente natural pode apresentar resultados mais satisfatorios devido a formagéo de

colonias.
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3.6 - Remocgéo de microcistinas dissolvidas

As concentracdes de MCYSTs dissolvidas utilizadas em cada etapa F foram
bastante distintas. As concentracdes utilizadas no experimento 2 foram mais
proximas das normalmente encontrada nos corpos d'agua com floracdes de
cianobactérias (Chorus e Bartram, 1999). No entanto, ha um relato na literatura de
deteccdo de 1800 pg.L™* de microcistinas dissolvidas ap6s o tratamento de agua
contendo M. aeruginosa com algicida (Lathi, 1997).

No primeiro dia da etapa F do experimento 1, o percentual de remocéo das
MCYSTs dissolvidas foi em média de apenas 33,7% para a concentracdo de
426 pg.L™* na agua afluente. No segundo dia, para essa mesma concentracdo de
MCYSTs dissolvida, o sistema mostrou-se consideravelmente mais efetivo,
apresentando eficiéncia de 96% de remoc¢ao dessas moléculas. Este resultado pode
ser um indicativo de que parte das bactérias formadoras dos filmes bioldgicos
(Schumutzdecke) levaram algumas horas até iniciarem o processo de oxidacao das
microcistinas (Figura 7 —Exp.1).

As concentracdes de 243 ug.L™ (Figura 7 - Exp. 1), 127 e 58 ug.L™ (Figura 7 -
Ex. 2) de MCYSTs dissolvidas foram totalmente removidas atraves da filtracdo lenta,
evidenciando que o processo de oxidacdo dessa molécula foi bastante intenso e
eficaz para essas concentracdes. Durante a etapa de monitoramento (G), 0s
resultados das andlises de quantificagdo de MCYSTs dissolvidas indicaram que nao
ocorreu liberacdo dessa molécula para a agua efluente.

A partir desses resultados, pode-se inferir que a filtracéo lenta nas condi¢des
testadas é efetiva para a remocdo de até 243 pg.L' de MCYSTs dissolvidas,
apresentando 100% de remocdo dessas moléculas. Portanto, deixando a agua
dentro do padrao de potabilidade para microcistinas.

Contudo, a aplicacdo desse sistema em grande escala merece consideracoes.
Grutzmacher et al. (2002) verificaram que o sistema de filtracdo lenta néo foi
eficiente para a remocéo completa de 5,9 pg.L™ de MCYSTs dissolvidas obtidas do
cultivo de Planktothrix agardhii. Esses autores sugerem que as condi¢cdes ambientais

como: temperatura, intensidade luminosa, fontes de nutrientes e o0s tipos de
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microrganismos formadores do filme biol6gico contribuem efetivamente para a

eficiéncia dos mesmos.
4 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam o sistema de flitracdo lenta como uma boa
alternativa para o tratamento de agua contendo células de M. aeruginosa (cepa
NPLJ-4) em concentracdes na ordem de até 10° células.mL™, assim como para a
remoc&o de concentracdes de MCYSTs dissolvidas de até 243 pg.L™.

Este sistema também pode ser empregado como uma etapa complementar ao
sistema de tratamento de agua convencional, que se mostra inadequado para a
remocao de MCYSTs dissolvidas.

Portanto, sugerimos a realizagcdo de outros estudos visando ampliar os
conhecimentos obtidos utilizando floragdes cianobactérias toxicas provenientes do
ambiente natural e verificando a capacidade do sistema para a remocdo de

diversos géneros de cianobactérias e de suas cianotoxinas.
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Tabela 1 — Caracteristicas do experimento 1, com taxa de filtracdo de 3

m3/m?.dia, durante as distintas etapas.

Etapas

Duracao
(dias)

Concentracao

A

16

Agua do lago Paranoa

1° dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

2° dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

3° dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

Agua do lago Paranoa

1° dia — 426 pg.L™
MCYSTs dissolvidas

22 dia — 426 pg.L™
MCYSTs dissolvidas

3°dia—243 pg.L*
MCYSTs dissolvidas

Agua do lago Paranoéa
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Tabela 2 — Caracteristicas do experimento 2, com taxa de filtracdo de 3

m*/m?.dia (etapas A, B, C, F e G) e 2 m*m?.dia (etapas D e E).

Etapas

Duracao
(dias)

Concentragao

14

Agua do lago Paranoa

1° dia — 10* células.mL™

M. aeruginosa

22 dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

3° dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

Agua do lago Paranoa

1° dia — 10* células.mL™

M. aeruginosa

2° dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

3° dia — 10° células.mL™

M. aeruginosa

Agua do lago Paranoa

1% dia — 58 pg.L*
MCYSTs dissolvidas

2° dia — 127 pg.L*
MCYSTs dissolvidas

Agua do lago Paranoa
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Tabela 3 - Faixas de valores de coliformes totais, turbidez, clorofila a e MCYSTs
na agua afluente dos filtros sem adicdo de células de M. aeruginosa e
de MCYSTs dissolvidas.

Variaveis Experimento 1 Experimento 2
Coliformes totais (NMP/100 mL) 1733 — 12400 428 — 21143
Turbidez (UTN) 2-52 1.4 -56
Clorofila a (ug.L™) 1,32 — 252,9 2,1-221,8
MCYSTs intracelulares (ug.L™) 0 0
MCYSTs extracelulares (ug.L™) 0 0

Tabela 4 — Remocéao de MCYSTs intracelulares durante as etapas de simulacdo de

floracdo de cianobactérias dos experimentos 1 e 2.

Condicéao Remocao de MCYSTs
Taxa de Filtragao Operacional intracelulares (%)
(células.mL™ FLA -1 FLA -2
_ 10° 98,9 99,8
Experimento 3 2 4 =
L 3 m°/m-.dia 10 86,3 88,7
10° 74,5 74,8
10* 100 100
3 m¥m?.dia 10° 99,5 99,1
Experimento 10° 75,2 65
2 10* 100 100
2 m¥m.dia 10° 100 100
10° 82,2 91,3
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nivel constante

reservatério

bomba peristiltica [~

R S .
.

Legenda:
FLA-1: Filtro Lento de Areia 1
FLA-2: Filtro Lento de Areia 2

T

Figura 1 — Configuracéo da instalacdo piloto dos experimentos 1 e 2 (cotas

em cm; sem escala)
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Figura 2 —Valores de coliformes totais na agua afluente e efluente aos filtros lentos
(FLA-1 e FLA-2). Taxa de filtragdo: Experimento 1: 3 m®m?.dia (todas as
etapas), Experimento 2: 3 m*m?.dia (etapas A, B, C, F, G) e 2 m*m?.dia

(etapas D e E).
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Figura 3 —Valores de turbidez na agua afluente e efluente aos filtros lentos. Taxa de

filtracdo: Experimento 1: 3 m*m?.dia (todas as etapas), Experimento 2: 3
m®/m?.dia (etapas A,B,C,F,G) e 2m*/m?.dia (etapas D e E).
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Figura 4 — Concentragdo de clorofila a na agua afluente e efluente aos filtros lentos.
Taxa de filtracdo: Experimento 1: 3 m*m?dia (todas as etapas),
Experimento 2: 3 m*m2.dia (etapas A,B,C,F,G) e 2 m*m?.dia (etapas D
e E).
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Figura 5 — Experimento 1: Concentracdo de equivalente de microcistina-LR

intracelular (A) e extracelular (B) na agua afluente e efluente aos filtros

lentos durante as etapas B e C com taxa de filtracdo de 3 m®m?.dia.
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Figura 6 — Experimento 2: Concentracdo de equivalente de microcistina-LR
intracelular (A) e extracelular (B) na agua afluente e efluente aos filtros
lentos durante as etapas B e C com taxa de filtracdo de 3 m*/m?.dia e
etapas D e E com taxa de filtracdo de 2 m®m?.dia.
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Figura 7 — Experimento 1 e Experimento 2: Concentracdo de equivalente de
microcistina-LR extracelular na agua afluente e efluente aos filtros lentos

durante as etapas F e G com taxa de filtracdo de 3 m*/m?.dia.
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RESUMO

Diferentes tipos de carvao ativado granular (CAG), utilizados em sistemas de
purificacdo de agua em centros de dialise brasileiros, foram analisados em escala
piloto para determinar a eficiéncia do processo de adsorcdo de microcistinas
dissolvidas. Os tipos de CAGs mais utilizados nesses sistemas sdo os de origem
vegetal (CA1l e CA2) e o mineral (CA3). Além disso, testou-se também o carvao de
origem animal (CA4 e CA5) que encontra-se disponivel no mercado nacional. Os
tipos CA1 e CA3 apresentaram resultados insatisfatorios para a remoc¢éo de 1, 10 e
18,2 pg.L™ de microcistinas dissolvidas, deixando a agua tratada com residuos dessa
toxina, impossibilitando o uso dessa agua no tratamento dialitico ou na fabricacdo de
injetaveis. Os CAl e CA2 diferem apenas quanto ao tempo de uso, o CA2 que ja
havia sido utilizado para a filtracdo de agua por 40 dias, apresentou perda de 29%
em relacdo ao CA1l (novo) na capacidade de adsor¢cdo. O CAG de origem animal foi
0 carvao que apresentou os melhores resultados para a adsor¢cdo de microcistinas.
Entretanto, 1 ug.L™ de microcistinas dissolvidas também néo foi totalmente adsorvida
pelo CA5, evidenciando a ineficiéncia desse processo para garantir a remocgao
completa destas moléculas. Nos testes de saturacdo, pode-se verificar que o carvao
ativado de origem vegetal foi o que apresentou maior perda na capacidade de
adsorcdo de 1 e 10 ug.L™* de microcistinas dissolvidas, enquanto que, o carvdo de
origem animal ndo apresentou sinais de saturacdo. Os resultados do teste de
cinética de adsorcdo confirmaram os dados mencionados. O CA5 apresentou
remocdo de 100% de 1,29 pg.L™ de microcistinas, com tempo de contato de 360
minutos, enquanto que para os CAl e CA2 foi determinada remocé&o de 77% e 82%,
respectivamente. A concentracéo de 12 pg.L™ de microcistinas dissolvidas também
favoreceu a perda da capacidade de adsorcéo de todos os tipos de CAGs avaliados,
evidenciando que a capacidade de adsorcdo desta molécula esta relacionada a

origem do CAG, ao tempo de contato e a concentracdo de microcistinas
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1 - INTRODUCAO

As microcistinas sao produzidas por varios géneros de cianobactérias que vém
ocorrendo com grande frequéncia em corpos d'agua utilizados como fonte de
abastecimento publico, devido ao crescente processo de eutroficagdo antropica.
Estas toxinas sédo reconhecidas como inibidoras potentes e especificas de proteinas
fosfatases dos tipos 1 e 2A e atuam como promotoras de tumores hepéticos
(Falconer,1998). Esta molécula € quimicamente estavel e em aguas naturais o
processo de biodegradacéo pode iniciar-se entre 3 dias a 3 semanas, dependendo
da comunidade microbiana (Chorus e Bartram,1999).

Os procedimentos convencionais de tratamento de agua como floculagéo,
sedimentacéo, filtracdo em areia e cloracdo ndo séo eficientes para a remocao
completa de células de cianobactérias sem promover a lise celular com posterior
liberagdo das cianotoxinas para a coluna d’agua, assim como para a remocgao de
microcistinas dissolvidas (Hrudey et al., 1999; Drikas et al., 2001).

O uso de carvdo ativado tem se mostrado apenas parcialmente efetivo na
remocdo de microcistinas da agua tratada (Donati et al., 1994; Lambert et al., 1996;
Hart et al., 1998). Em testes de escala-piloto foi verificada a remocédo de 90% da
concentracdo de 30 a 50 pg.L™" de microcistinas utilizando carvéo ativado granular
(Bernazeu, 1994). Entretanto Lambert et al. (1996) verificaram que o processo de
tratamento convencional da &agua, combinado com o carvao ativado, removeu
apenas 80% de microcistinas, tendo-se uma concentracao residual de 0,1-0,5 pg.L™
na agua tratada.

As propriedades de adsorcdo do carvao ativado estdo relacionadas a fatores
como: estrutura interna, volume e distribuicdo dos poros, quimica de superficie,
modo de ativagdo, tempo de contato com o adsorvato e indice de iodo e fenol, que
permitem uma informacdo especifica, mas nao deve ser utilizada como um
parametro Unico de efetividade na capacidade de adsor¢cdo de microcistinas
(Mohamed et al., 1998; Hoek et al., 1999).

O tipo de estrutura dos poros também interfere na eficiéncia de adsorcdo. O
carvdo ativado de origem vegetal (casca de cbdco) apresenta estrutura cilindrica,

enquanto os de origem mineral apresentam estrututura conica. Comparando carvoes
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desses dois tipos, com o0 mesmo volume de poros, verificou-se que a estrutura
cOnica favorecia a maior eficiéncia na adsor¢cdo de moléculas grandes e pequenas,
enquanto a estrutura cilindrica muitas vezes ndo se apresentou efetiva devido a
obstrucdo da entrada do poro com moléculas maiores ou particulas coloidais
(Masschelein, 1992).

Hart et al. (1998) ressaltaram que a capacidade de adsorcdo do carvao ativado
em pé esta diretamente relacionada com a origem e dose aplicada, podendo-se
verificar em experimentos que dosagens superiores a 20 mg.L™" sdo necessarias
para atingir remocdes maiores que 85% das microcistinas. As dosagens usualmente
aplicadas nas estacBes de tratamento de 4gua sdo de 5 a 20 mg.L™ . Assim, o
carvao ativado em po provavelmente contribuird para a remogéo dessa cianotoxina,
mas dificilmente promovera sua remocéo completa.

Donati et al. (1994) verificaram que o carvao ativado em p6 produzido a partir da
madeira foi mais efetivo na remoc¢ao de microcistina-LR, ao passo que o de origem
de casca de c6co foi menos adsorvente, evidenciando que a adsorcdo de
microcistinas é dependente do volume de mesoporos e ndo de microporos do carvao
ativado.

A concentracdo de matéria organica dissolvida também é um fator que interfere
na capacidade de adsorcdo de microcistinas pelo carvao ativado. Bruchet et al.
(1998) verificaram que, em teste realizado com aguas naturais contendo entre 5 a
6,5 mg.L™ de carbono organico, contaminadas artificialmente com microcistina
dissolvida, a capacidade de adsorcdo do carvdo ativado granular foi de
aproximadamente 90% até 12.000 volumes/m® de &gua tratada. A partir desse
volume, a eficiéncia de remoc¢&o de microcistinas caiu para aproximadamente 63%.
Essa reducao foi atribuida a saturagdo do carvao pela matéria organica dissolvida
presente na agua.

Véarios agravos a saude humana tém sido atribuidos a presenca de
cianobactérias ou de cianotoxina na 4gua potavel. O caso mais grave de intoxicacao
humana por microcistinas ocorreu no Brasil, em 1996, onde varios pacientes em
tratamento de hemodidlise apresentaram sintomas tipicos de hepatotoxicoses,

acarretando a morte de mais de 60 pessoas. Este passou a ser o primeiro relato
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confirmado de morte humana decorrente de intoxicacdo por cianotoxinas. Foi
detectada a presenca de microcistinas no sangue e no figado das pessoas expostas,
assim como no carvao ativado utilizado no sistema de purificacdo de agua da clinica
de hemodidlise (Jochimisen et al., 1998; Carmichael et al., 2001).

Baseado em estudos de toxicidade oral, Falconer et al. (1994) estabeleceram
como limite maximo de microcistinas em agua para consumo humano a
concentracdo de 1 pg.L™, sendo este valor adotado pela Organizacdo Mundial da
Saude em seu ‘Guideline for Drinking Water Quality’ - WHO (1998) e também
inserido na Portaria de potabilidade da dgua n® 1469/00 do Ministério da Saude do
Brasil. No entanto, a agua utilizada para a fabricacdo de injetaveis e em centros de
dialise ndo deve apresentar microcistinas mesmo em baixas concentracdes, pois ha
riscos de intoxicacdes crbnicas em pacientes hemodializados.

Deste modo, o tratamento da 4gua e a rotina de desinfec¢do dos componentes do
sistema de purificacdo de agua para hemodialise sdo de extrema importancia. A
eficiéncia do sistema de purificacdo de agua, que consiste em filtros de areia, resina
de troca ibnica, carvao ativado granular e osmose reversa dependera da capacidade
do sistema e da natureza da agua a ser tratada (Ismail et al. 1996).

Pacientes urémicos, em tratamento por hemodialise, sdo expostos a volumes de
agua de aproximadamente 1560 litros por més. Portanto, se a agua nao for
corretamente tratada varios contaminantes quimicos, bacteriologicos e toxicos serdo
transferidos para os pacientes, levando ao aparecimento de efeitos adversos, as
vezes letais. Silva et al. (1996) citam um estudo que analisou a qualidade da agua de
19 centros de dialise do estado de S&o Paulo (Brasil) durante 1 ano, constatando a
ineficiéncia de alguns sistemas de purificacdo de agua para a remoc¢ao de aluminio e
fluor.

As normas de qualidade de agua para hemodialise mais seguidas sao as da
Comunidade Européia e da AAMI (Association for Advancement of Medical
Instrumentation), que estabeleceram como concentracdo méaxima aceitavel de
contaminantes toxicos na agua usada na hemodialise, a reducédo de 1/10 do sugerido
pela legislacdo para a agua potavel. No entanto, estas normas ndo fazem nenhuma

mencao quanto a concentracdo de microcistinas na agua utilizada para hemodialise.
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Nos ultimos anos vém ocorrendo um aumento constante na freqiéncia de
floracGes de cianobactérias produtoras de microcistinas e, consequentemente, essas
hepatotoxinas também tém sido detectadas na 4gua tratada.

Frente a tais conhecimentos e acreditando que a qualidade de 4gua é uma
condicdo fundamental no tratamento dialitico, este trabalho visou corroborar com
subsidios para uma melhora da qualidade de &gua oferecida aos pacientes
hemodializados. Para tanto, foi analisada a capacidade de adsor¢cédo de microcistinas
por diferentes tipos de carvao ativado granular utilizados em sistemas de purificacédo
de agua nos centros de dialise brasileiros.
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2 — MATERIAL E METODOS

A eficiéncia do processo de adsorcao de microcistinas foi testada utilizando-se
4 tipos diferentes de carvao ativado granular (CAG) disponiveis no mercado nacional,
descritos na Tabela 1.

A partir das especificacées de um filtro de carvéo ativado utilizado em sistema
de purificacdo de 4gua para hemodialise do Centro de dialise do Hospital Clementino
Fraga Filho - UFRJ (RJ-Brasil), foram feitas simulagcbes em escala piloto-bancada,
estabelecendo-se condi¢des similares entre os filtros do sistema de purificacdo de

agua e o de bancada.

Microcistinas dissolvidas

As microcistinas dissolvidas foram obtidas a partir de cultivos unialgais da
espécie Microcystis aeruginosa (cepa NPLJ-4). Essa cepa € caracterizada por
produzir 4 tipos de microcistinas, 80% da concentragdo total destas corresponde a
microcistina-LR com D-leucina. As células ao atingirem a fase exponencial de
crescimento foram concentradas e sofreram um processo de congelamento e
descongelamento, favorecendo a lise celular. Esse concentrado de células lisadas foi
filtrado em filtro de fibra de vidro para a retirada da matéria organica particulada e as

microcistinas utilizadas nos testes de adsorcao.

Teste 1: Adsorcédo de microcistinas

Este teste teve como objetivo verificar a capacidade de adsorcdo de
microcistinas dissolvidas pelo CAG através da passagem de 1L de solucdo, em
agua deionizada, contendo 18,2 pg.L™ de microcistinas dissolvidas, através de filtros
de bancada preenchidos com os diferentes tipos de CAGs, conforme descrito abaixo:
e CAl = CAG vegetal de casca de coco (novo)

e CA2 = CAG vegetal de casca de coco (utilizado durante 8 semanas no Centro de

dialise)
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e CA3 = CAG mineral (novo)
e CA4 = CAG animal de osso de boi (novo — mesh = 2,36x0,7 mm)

e CA5 = CAG animal de osso de boi (novo — mesh = 0,83x0,3 mm)

Todos os tipos de CAG analisados encontram-se disponiveis comercialmente.
No entanto, somente os tipos CAl (vegetal) e CA3 (mineral) sdo normalmente
utilizados nos sistemas de purificacdo de dgua dos centros de dialise brasileiros.

O volume total filtrado (passado através do filtro de CAG de bancada — 1L) foi
analisado quanto a presenca de microcistinas na fracdo dissolvida seguindo a
metodologia descrita por Tsuji et al. (1994).

Cada condicao experimental foi realizada em triplicata.

Quantificacdo de microcistinas através da técnica de HPLC

A quantificagdo das microcistina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
foi realizada em um aparelho Shimadzu com detector UV/VIS. SPD 10A, bombas
LC-10AT. As andlises foram realizadas em condi¢cfes isocraticas e fase reversa,
utilizando-se uma coluna analitica (Lickrospher 100 RP-18, 125 mm x 4 mm), com
fase movel de acetonitrila e acetato de amoénio 20 nm, pH 5,0 (28:72 v/v), com fluxo
de 1 mL.min™? e absorcdo a 238 nm. O espectro de absorcdo foi analisado numa
faixa de 195 a 300 nm, podendo-se comparar os espectros de absorcdo das
amostras com o do padréo de microcistina-LR (Sigma).

A concentracdo das microcistinas foi calculada através dos valores de area
obtidos nos cromatogramas e uma curva padrédo de microcistina-LR. O resultado final
da concentracdo de microcistinas esta expresso em equivalentes de microcistina-LR.

Este método apresenta um limite de deteccdo de 0,5 pg.L™ de microcistinas.
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Teste 2: Saturacdo de microcistinas

Para verificar o efeito de saturacdo (perda na capacidade de adsorcao) dos
CAGs por microcistinas foram montados filtros de bancada seguindo as
especificacdes ja citadas. Os diferentes tipos de CAG testados foram:

e CAl = CAG vegetal de casca de cdco (novo)
e CA3 = CAG mineral (novo)
e CA5 = CAG animal de osso de boi (novo — mesh = 0,83x0,3 mm)

As concentracdes de microcistinas utilizadas foram de 1 e 10 pg.L™. Para cada
uma das concentracdes de microcistinas dissolvidas testadas foi tomado o seguinte
procedimento: uma solu¢cdo em agua deionizada contendo microcistinas foi passada
através dos filtros de carvdo e as concentracdes de microcistinas quantificadas na
agua filtrada (coletada ap0ds a passagem pelo filtro de CAG). Os volumes amostrados
da agua filtrada foram de: 0,12; 0,25; 0,5; 1; 1,25; 2,5; 3,75; 5; 6,25; 8,75; 11,25
e 13,75 litros. O volume total de agua filtrada (13,75 L) corresponde a 11 dias de
utilizacao do filtro de carvao ativado do sistema de purificacdo de 4gua tomado como
modelo.

A quantificacdo de microcistinas na agua filtrada foi determinada através do
método de imunoensaio do tipo ELISA.

Cada condicao experimental foi analisada em triplicata.

Quantificacdo de microcistinas através da técnica de imunoensaio do tipo ELISA

A quantificacdo das microcistinas através da técnica de imunoensaio do tipo
ELISA foi realizada utilizando-se “kits” especificos para microcistinas (Envirologix
Inc.®), com pelo menos 3 repeticdes por amostra.

Este método apresenta um limite de deteccdo de 0,16 pg.L™.
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Teste 3: Cinética de adsorc¢éo de microcistinas

Adsorventes:

Os tipos de CAG testados foram: CAl, CA3 e CA5, especificados no teste 1. A
massa de cada um dos adsorventes utilizada foi de 100 mg.L™ em &gua deionizada.
Adsorvato:

As concentracdes de microcistinas dissolvidas utilizadas foram de 1,29 e 12
ug.L ™.

Visando verificar a cinética de adsorcdo de microcistinas, 1 litro de solucéo,
em agua deionizada, contendo microcistinas dissolvidas e o CAG foram colocados
nos frascos de acrilico de um jarteste, a temperatura ambiente, pH neutro e rotacéo
de aproximadamente 220 rpm. Os tempos de contato estabelecidos foram de: 1, 5,
10, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos. Apos os tempos estabelecidos as concentracdes
de microcistinas adsorvidas foram determinadas através da técnica de imunoensaio
do tipo ELISA, descrita no teste 2.

Andlise estatistica
A capacidade de adsorcdo de microcistinas dos diferentes tipos de CA, nos trés

testes realizados, foram comparadas utilizando-se ANOVA e o teste-t para amostras

independentes com nivel de significancia de 5% (p > 0,05).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste 1: Adsorcao de microcistinas

A capacidade de adsorcéo dos diferentes tipos de CAGs para a remocéao de
18,2 ng.L™ de microcistinas variou significativamente (Tabela 3).

Os CA1l (vegetal) e CA3 (mineral), normalmente utilizados nos sistemas de
purificacdo de &agua de centros de didlise brasileiros, apresentaram resultados
insatisfatérios para a adsorcéo total de 18,2 pg.L™* de microcistinas dissolvidas, fato
evidenciado pelas concentrag@es residuais de microcistinas na agua filtrada de 3,8 e
1,3 pug.L™ (Tabela 3).

O CAG vegetal CAl e CA2 apresentaram valores de adsor¢cdo de microcistinas
estatisticamente diferentes. O CA1l apresentou um percentual de adsorcdo 29,2%
maior que a determinada para o CA2. Como ja enfatizamos, a diferenca entre os
CAGs CAl e CA2 consiste apenas no tempo de uso. O CA2 foi previamente utilizado
durante 40 dias em um sistema de purificacdo de agua de um centro de dialise,
tendo ainda sido retrolavado apds o uso diario de 10 horas. Este resultado concorda
com o de Hoek et al. (1999) que relatam que a capacidade de adsorcdo do CAG esta
relacionada com o tempo de uso, verificando uma reducao de 25% na capacidade de
adsorcédo do CAG apos 4 ciclos de reativacao.

A capacidade de adsorcao determinada para os tipos de CAG vegetal e mineral
foi semelhante aos dados de Carmichael et al. (2001) que verificaram a ineficiéncia
do sistema de purificacdo de agua de uma clinica de hemodialise brasileira (Caruaru-
PE) para a remocdo de microcistinas na agua tratada, a dose estimada de
microcistinas presente na agua utilizada para o tratamento dialitico foi de 19,5 pg.L™.

Os tipos de CAG-animal CA4 e CA5, que diferem apenas no tamanho das
particulas (mesh), foram os que apresentaram os melhores resultados para a
adsorcdo de microcistinas dissolvidas, 96,9 e 100% respectivamente, deixando a
agua filtrada em condicdes de potabilidade, de acordo com a recomendacédo da OMS

e o estabelecido pela Portaria 1469/00/MS do Brasil. Entretanto, a agua nao ficou
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isenta de microcistinas, e portanto, ndo é recomendada a sua utilizacdo em centros
de hemodidlise.

Os melhores resultados da capacidade de adsorcédo apresentados pelos CAGs
CA3, CA4 e CA5 podem ser atribuidos a relacdo entre o tamanho do adsorvato
(1000 daltons) e o tamanho e distribuicdo dos mesoporos do carvao (38-600 A).
Entretanto, € importante ressaltar que o percentual de 100% de adsorcdo de
microcistinas apresentado pelo CAG CAS5 foi determinado através da quantificagédo
dessa molécula, utilizando a técnica de HPLC, que apresenta limite de detec¢cédo de
0,5 pg.L™.

Como ja mencionado, os principais fatores que afetam a eficiéncia do processo
de adsorgao de microcistinas sao a estrutura interna do carvao, distribuicdo e volume
dos poros, origem do material, quimica de superficie e modo de ativacdo (Mohamed
et al., 1998; Fuerhacker et al., 2001). E segundo Summers e Roberts (1988) para a
melhor adsorcdo €& necessario que o volume do poro do adsorvente seja
aproximadamente 1,5 vezes maior que o tamanho do adsorvato.

O tempo de contato do adsorvente com o adsorvato também é considerado um
fator importante no processo de adsor¢cdo. Em nossos testes, pode-se verificar que a
diferenca na capacidade de adsorcdo de microcistinas dos CA1 e CA2 néo deve ser
atribuida ao tempo de contato, ficando evidente a perda da capacidade de adsorcéo
de microcistinas dissolvidas do carvdo vegetal com o tempo de uso (Tabela 3).

Nos centros de hemodialise brasileiros, o tempo de uso do carvao ativado
segue a recomendacgdo do fabricante, entretanto, é de responsabilidade do diretor
clinico do servico de diadlise a qualidade da agua utilizada no tratamento dialitico
(Portaria n® 82/00/MS). Portanto, é recomendado que o chefe do servico de didlise
mantenha contato constante com a companhia de abastecimento publico, tomando
ciéncia das condi¢cbes fisico-quimicas e microbiolégicas da agua potavel a ser

utilizada no tratamento de hemodialise.
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Teste 2: Saturacdo de microcistinas

Os dados apresentados na Figura 1-A e -B evidenciam que os CAGs
CAl(vegetal) e CA3 (mineral) ndo apresentaram adsorcéo total para a remogao de 1
ng.L? de microcistinas em &gua deionizada. O CA3 apresentou na primeira
amostragem (0,12 L) a adsorcdo de apenas 85% da concentracdo inicial de
microcistinas e ap0s a passagem do volume total (13,75 L) este percentual de
adsorgcédo permaneceu 0 mesmo, indicando que ndo ocorreu saturagdo desse CAG.
O mesmo nao foi observado para o CA1 que apresentou uma pequena reducdo na
capacidade de adsorcao ao longo do teste (Tabela 5).

O CAS5 foi o que mostrou o melhor percentual de adsor¢cdo de microcistinas
dissolvidas. Em todos os volumes amostrados, as concentracdes de microcistinas
determinadas na agua filtrada estavam abaixo do limite de detec¢cdo do método de
imunoensaio do tipo Elisa (0,16 pg.L™) (Figura 1-B). Todavia, essas concentracdes
ndo sdo consideradas nulas para microcistinas como o observado na condicdo
controle. Portanto, as concentracfes de microcistinas na agua filtrada nos diferentes
tipos de carvao, nesta condi¢do experimental, indicam que a agua filtrada nos filtros
de origem vegetal, mineral e animal deve ser considerada impropria para 0 uso no
tratamento dialitico e na fabricacdo de injetaveis devido as concentracfes residuais
de microcistinas de 0,37; 0,22 e > 0,16 pg.L™, respectivamente.

O teste de saturacdo utilizando a concentracdo de 10 pg.L™ de microcistinas
demonstrou que o CA5 foi o que apresentou melhor capacidade de adsorcao
(98,1%) (Figura 2-A e -B). Entretanto, a concentragcdo de microcistinas nos diferentes
volumes amostrados teve como média 0,22 pg.L™, indicando a incapacidade desse
CAG para remocao completa de microcistinas. O tratamento estatistico realizado
com as médias das concentracdes de microcistinas do primeiro volume amostrado
(0,12L) e da ultima amostragem (13,75L) mostrou que ndo houve uma variacdo
significativa na capacidade de adsor¢cdo de microcistinas, evidenciando que nao
ocorreu saturacdo do CA5, mas a adsorcao de microcistinas nédo foi total,

inviabilizando a utilizacdo dessa agua nos centros de dialise (Tabela 5).
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A 4gua filtrada no CAl foi a que apresentou as maiores concentracbes de
microcistinas. Em todos os volumes amostrados foram detectadas concentracdes de
microcistinas acima de 1 pg.L™, sendo no dltimo volume amostrado detectada a
concentracdo de 4,33 pg.L™ de microcistinas. Os resultados do tratamento estatistico
dado as médias das concentracBes de microcistinas na agua tratada do CA1l do
primeiro e ultimo volume amostrados, evidenciaram a saturacdo desse carvao pelo
concentrado de microcistinas (Tabela 5).

O carvao ativado de origem mineral (CA3) também ndo apresentou remocao
efetiva de microcistinas para garantir a utilizacdo da agua em tratamento dialitico,
mas sua capacidade de adsorcéo foi estatisticamente superior a determinada para o
carvao de origem vegetal (Figura 2-A e-B, Tabela 5)

Cabe ressaltar que todos os testes foram realizados em &agua deionizada,
sendo 100% da matéria organica disponivel na solucdo, oriunda do extrato das
células da espécie M. aeruginosa (cepa NPLJ-4) que contém além das microcistinas
dissolvidas, pigmentos fotossintéticos, carboidratos, proteinas e etc.

As Figuras 1 e 2 evidenciam que os percentuais de adsor¢cdo de microcistinas
para as concentracdes de 1 e 10 pg.L™ de microcistinas ndo apresentaram
diferencas significativas em seus valores percentuais, para 0s mesmos tipos de
carvdo ativado. Entretanto, as concentracdes absolutas de microcistinas (ug.L™) na

agua tratada sao estatisticamente diferentes (tabela 5).
Teste 3: Cinética de adsor¢do de microcistinas

As concentracdes de 1,29 e 12 pg.L™ de microcistinas adsorvidas por unidade
de massa de carvao ativado granular (100 mg) estdo apresentadas, respectivamente
na Figura 3-A e -B. Os resultados demonstram que as concentracbes de
microcistinas testadas néo foram rapidamente adsorvidas.

O processo de adsorcdo de 1,29 pg.L™ de microcistinas pelo CA5 de origem
animal mostrou-se mais dependente do tempo de contato que o verificado para os
demais tipos de CAGs (Figura 3-A). Entretanto, ap6s 360 horas de contato, o

percentual de remocdo de microcistinas foi de aproximadamente 100%, enquanto os
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tipos de origem vegetal e animal apresentaram remocdo de 77% e 82%,
respectivamente (Tabela 4).

Este resultado est4 de acordo com os determinados nos testes de saturagao,
onde foi verificado variagdes significativas na capacidade de adsorcdo de
microcistinas pelos diferentes tipos de CAG (Tabela 4).

A tendéncia da cinética verificada para a adsorcdo de 12 pg.L™ de microcistinas
foi bastante semelhante a determinada para a concentracdo de 1,29 ug.L™, porém
0s percentuais maximos de adsorcdo foram significativamente inferiores ao
determinado no teste utilizando 1,29 pg.L™ de microcistinas (Figura 3-B e Tabela 4).

Portanto, fica evidente que a capacidade de adsorcdo do carvao ativado
granular esta diretamente relacionada com a origem do carvdo, ao tempo de contato
e a concentracdo de microcistinas.

Frente aos dados obtidos fica evidente a necessidade de avaliacdo periddica
do sistema de purificacdo de agua pelos centros de dialise quanto a capacidade de
remocao de microcistinas.

Entretanto, acredita-se que a eficiéncia do processo de remocdo dessa
molécula pode ser aprimorada adotando-se condi¢cbes adequadas como a escolha
do tipo de CAG, maior tempo de detencao do adsorvato com o CAG e limitagdo no
tempo de uso.

A pratica de sistema de purificacdo de agua com dois filtros de CAG também é
uma condi¢cdo que deve ser considerada na capacitacdo do sistema para a remocao
total de microcistinas dissolvidas, viabilizando o sistema para a producdo de agua
utilizada em centro de dialise.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos diferentes tipos de carvao ativado

granular (CAG) utilizados:

CA-Vegetal CA-Mineral CA-Animal
Especificacdes (casca c0co) ( * ) (osso de boi)
CAle CA2 CA3 CA4 CA5
Cinzas (%) 10 * 82-85 82-85
Umidade (%) 10 * 5 5
pH Alcalino * 9,0 9,0
lodo (mg l,/g CA) Min. 900 * 200 200
Dureza (%) Min. 90 *
Tamanho do poro Microporos Mesoporos Mesoporos | Mesoporos
Modo ativacdo 800-900°C * 675°C 675°C
5-0,5
Tamanho da particula
3,33-0,7
Mesh (mm) 1,65-0,42 2,36-0,7 0,83-0,3
2,36-0,41
0,8-0,3

* - dados néo disponibilizados pelo fabricante/fornecedor.
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Tabela 2 - Dados fisicos dos filtros de carvao ativado granular (CAG) do centro de

dialise e de bancada:

Dados Filtro de CAG Filtro de CAG
Centro de diélise Bancada

Diametro 40,64 cm 2,5cm
Altura 121,92 cm 10,7 cm
Espaco preenchido de CA 56,92 cm 4,5cm
Uso diario 10 horas 10 minutos
Tempo de contato (min.) 2,21 minutos 0,17 minutos
Vazao 33,33 L/min 0.126 L/min
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Tabela 3 - Varidveis analisadas durante o teste de adsorcdo de 18,2 ug.L™ de

equivalente de microcistina-LR, pelos diferentes tipos de carvao ativado

granular (CAG):

Dados CAl CA2 CA3 CA4 CA5
Concentraco inicial microcistinas (ug.L™) 18,2 18,2 18,2 18,2 18,2
Concentracéo final microcistinas (pg.L™) 3,8 9,06 1,3 0,57 ALD
% de adsorcéo de microcistinas 79,1* | 499* | 92,7* | 96,9 100
% de adsorcao de cloro livre e total (mg.L™) | 100 100 100 100 100
Vazao (mL /min.) 149,5 | 82,7 | 146.5 70 76
Tempo de contato (minutos) 0,15 0,27 0,15 0,32 0,29

ALD — abaixo do limite de deteccao da técnica de HPLC (0,5 pg.L™)

* - estatisticamente diferentes (p > 0,05)

Tabela 4 — Capacidade méxima de adsorcéo de 1,29 e 12 pg.L™ de equivalente de

microcistina-LR (ug.L™) por 100 mg de carvéo ativado granular (CAG)

de diferentes origens.

Concentracdo de microcistinas

1,29 pg.L™ 12 pg.L™
CAG | Hg Hg
Tempo de | Maximo de Tempo de | Maximo de
(100 mg)

contato adsorcdo |% remocao| contato adsorgdo | % remocao

(min.) (ug.L™) (min.) (g.L™)
Vegetal (CAL) 360 1,0 77 360 8,5 71
Mineral (CA3) 240 1,0 82* 360 8,1 68*
Animal (CA5) 360 1,2 100* 360 8,1 67*

* estatisticamente diferentes (p > 0,05)
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Tabela 5 - Tratamento estatistico dado as médias das concentracdes de equivalente

microcistina-LR  (ug.L™") determinadas na primeira (0,12 L) e dltima

(13,75 L) amostragens do experimento de saturagéo realizado com as

concentracdes de 1 e 10 pg.L* e com os diferentes tipos de carvéo

ativado.

Concentracédo de eq. microcistina-LR

Tipo de carvéo 1ug.L™ 10 pg.L™?
0,12 litros | 13,75 litros | 0,12 litros | 13,75 litros
Vegetal (CAL) 0.223 0.367 1.758 * 4.331*
Mineral (CA3) 0.187 0.217 0.778 * 1.773 *
Animal (CA5) ALD ALD 0.183 0.244

ALD - abaixo do limite de detec¢éo da técnica de Imunoensaio do tipo ELISA
(0,16 pg.L™).
* - estatisticamente diferentes (p > 0,05)

130



0,5 - (A)

eq. microcistina-LR (ug.L™)

0 2 4 6 8 10 12 14

Volume (L)
—0—CAl — O— CA3 \

% adsorcao microcistina-LR

60,
50 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Volume (L)
—0—CALl—1O0—- CA3--4A--CAS
Figura 1 — Experimento de Saturacdo: (A) Concentracdo de equivalente de

microcistina-LR na &gua filtrada, apds a passagem de solucao contendo 1
ng.L™? nos diferentes tipos de CAG. (B) Percentual de adsorcdo de

equivalente de microcistina-LR.
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Figura 2 — Experimento de Saturacdo: (A) Concentracdo de equivalente de
microcistina-LR na agua filtrada, apos a passagem de solu¢éo contendo
10 pg.L™ nos diferentes tipos de CAG. (B) Percentual de adsorcdo de

equivalente de microcistina-LR.
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Figura 3 - Cinética de adsorcdo de equivalente de microcistina-LR adsorvidas
pelos diferentes tipos de carvao ativado granular.
Adsorvato: (A) 1,29 ug.L* de microcistinas (B) 12 pg.Lt de
microcistinas

Adsorvente: 100 mg de carvao ativado granular.
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7 - DISCUSSAO FINAL

Os resultados deste estudo evidenciaram que o processo de degradacgéo das
microcistinas ocorre de forma extremamente lenta em condi¢des acida e neutra. O
mesmo foi verificado para variacdo de temperatura de 12°C a 30°C. Portanto, nessas
condi¢cbes, as microcistinas podem permanecer biologicamente ativas por um
periodo de aproximadamente 2 meses. Entretanto, o tempo de permanéncia dessa
molécula ativa na agua ira depender de um conjunto de variaveis ambientais,
cabendo ressaltar a importancia da comunidade bacteriana presente.

A utilizagdo de floculantes no tratamento da agua, como cloreto férrico e
sulfato de aluminio, promoveu a lise das células de M. aeruginosa (cepa NPLJ-4),
mesmo nas menores doses aplicadas (3,5 e 5 mg.L™, respectivamente). Assim, a
aplicacdo de produtos quimicos em mananciais contendo cianobactérias
potencialmente produtoras de cianotoxinas deve ser preferencialmente realizada
guando a densidade celular for baixa e, consequentemente, o potencial de liberagédo
de toxinas para o meio extracelular sera reduzido.

A dosagem do floculante considerada 6tima para a remoc¢do de células de
cianobactérias sera sempre dependente da concentracdo total de matéria organica
presente na agua, assim como o tipo de célula a ser removida. Portanto, fica
evidente a necessidade de um monitoramento constante da comunidade
fitoplanctdnica e das caracteristicas fisicas e quimicas da agua pelos responsaveis
pelo tratamento da agua a fim de estabelecer os procedimentos mais apropriados.

A qualidade da agua mostrou-se uma condicao limitante para a detec¢édo de
microcistinas dissolvidas. Aguas com alta condutividade (69,8 uS) e concentracéo de
Fe (0,45 mg.L™?) reduziram, significativamente, a quantificacdo dessa molécula bem
como a sua atividade biologica. Este fato provavelmente ocorreu devido a possiveis
processos de quelagdo e/ou complexacdo de ions metalicos, presentes nesta agua,
as moléculas de microcistinas dissolvidas, modificando a sua estrutura. Contudo, a
realizacdo de outros estudos se fazem necessérios para a compreensdo dessa
reacao.

Além disso, esse aspecto pode ser preocupante por levar a uma subestimacao

da real concentracdo de microcistinas dissolvidas que poderiam ter sua atividade
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bioldgica restabelecida através de um tratamento adicional, como por exemplo a
utilizacdo de carvao ativado e resinas de troca ibnica, que é pratica comum nos
centros de didlise.

Por outro lado, ficou evidente que aguas com alta concentracdo de carbono
organico dissolvido (43 e 60 mg.L' COD) favoreceram a degradacdo das
microcistinas. Esta condicdo favoreceu o crescimento bacteriano, ficando nitida a
influéncia da comunidade bacteriana na biodegradacéo das microcistinas.

Os experimentos para verificar o processo de remocdo das células de M.
aeruginosa (cepa NPLJ-4) e de microcistinas dissolvidas através do processo de
filtracdo lenta em areia e de adsorcdo por carvdo ativado granular, apresentaram
resultados relevantes.

O processo de filtracdo lenta mostrou-se efetivo para a remoc¢ao completa de
células da cepa NPLJ-4 em concentracdes de até 10° células.mL™, com a taxa de
filtracdo de 3 m®m?.dia. Essa densidade celular de cianobactérias caracteriza a
presenca de floracdo. Entretanto, microcistinas dissolvidas foram detectadas na agua
efluente em concentracdes acima do limite de 1pg.L™" recomendado pela OMS e
estabelecido pela Portaria 1469/00/MS do Brasil, para a agua potavel ndao conferir
risco a saude.

Com a reducdo da taxa de filtracdo (2 m*/m®.dia) passou-se a ndo detectar
microcistinas dissolvidas na agua efluente, podendo esta ser utilizada como agua
potavel. O maior tempo de detencdo das células no leito filtrante favoreceu
consideravelmente o processo de oxidacdo bacteriana das microcistinas, sendo a
molécula biodegradada.

O sistema de filtracdo lenta também mostrou-se eficiente para a producao de
agua potavel quando a agua afluente apresentava concentragdes de 243, 126 e 58
Hg.L* de microcistinas dissolvidas. Portanto, a utilizacdo desse sistema de
tratamento de 4gua é indicada para regides de baixa densidade populacional, como
o nordeste do Brasil, que apresenta alguns casos de contaminacdo da agua tratada
com microcistinas.

E importante ressaltar que esses resultados foram obtidos em escala piloto de

pequeno porte. A aplicacdo desse sistema em grande escala merece consideracoes
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devido as condi¢cdes ambientais como: temperatura, intensidade luminosa, fontes de
nutrientes e os tipos de microrganismos formadores do filme biolégico, contribuirem
efetivamente para a eficiéncia dos filtros bioldgicos.

Quanto aos testes realizados para verificar a capacidade de adsorcdo de
microcistinas por diferentes tipos de carvado ativado (CAG), normalmente utilizados
nos sistemas de purificacdo de agua de centros de didlise, pode-se constatar a
ineficiéncia desses CAGs para a remocao completa dessa molécula.

Os tipos de CAG mais utilizados nesses sistemas sao os de origem vegetal e
mineral que apresentaram resultados bastante insatisfatérios para a remocao de 1,
10 e 18,2 ug.L™* de microcistinas dissolvidas em &gua deionizada, levando-se em
consideracdo que a agua utilizada na fabricacdo de injetdveis e no tratamento
dialitico deve apresentar concentracdo nula de microcistinas, devido ao risco
potencial de intoxicacdo cronica.

O CAG testado de origem animal (osso de boi) apresentou resultados mais
satisfatorios para a remoc¢ao de microcistinas. Porém, também néo foi eficiente para
produzir agua isenta de microcistinas e portanto apropriada para uso em
hemodidlise.

Os resultados dos testes para verificar a saturacdo dos diferentes tipos de
carvdo ativado por concentracbes de 1 e 10 ug.L™ de microcistinas dissolvidas
evidenciaram que o CAG vegetal, 0 mais utilizado nos centros de didlise brasileiros,
foi o que apresentou a menor capacidade de adsorver essa molécula.

N&o foi observada saturacdo no CAG de origem animal. Entretanto, mesmo
mostrando resultados bastante significantes para a remoc¢do dessas moléculas, a

agua filtrada néo foi considerada propria para utilizagdo nos centros de dialise.
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8 - CONSIDERACAO FINAL

Os resultados obtidos nos diferentes trabalhos apresentados evidenciaram
gue o0s processos de degradacdo e remocdo de microcistinas sao bastante
complexos e lentos, demonstrando claramente a necessidade de mais estudos
multidisciplinares para que os problemas decorrentes da presenca dessas toxinas

em Nnossos ambientes aquaticos possam ser efetivamente minimizados.
9 - CONCLUSOES

1 - O processo de degradagcao de microcistinas nao foi efetivamente diferenciado nas
condicbes &cida e neutra, sendo a condicdo mais acida (pH 3,0) a que mais

favoreceu a degradacdo dessas moléculas.

2 — A variacdo de temperatura também né&o foi determinante para a degradagéo de
microcistinas. A degradacdo destas moléculas foi mais pronunciada na

temperatura mais alta testada (30°C).

3 — FeCl; e Al(SO,); mostraram-se eficientes para promover a floculacédo das células
de M. aeruginosa (cepa NPLJ-4), e mesmo as menores concentracdes aplicadas
(3,5 e 5mg.L™, respectivamente) promoveram a lise celular. Porém, néo foram
detectadas microcistinas extracelulares na fracdo dissolvida dos diferentes
tratamentos, através da técnica analitica de HPLC.

4 — A 4gua da rede de distribuicdo publica, que apresentava alta condutividade (68,9
uS.cm™) e concentracdo de Fe (0,45 mg.L™"), favoreceu a ndo deteccdo de

microcistinas dissolvidas através das técnicas de HPLC, ELISA e inibicdo de
PP1.
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5 — A agua da rede também favoreceu a perda da atividade biologica das
microcistinas dissolvidas. Consideramos que possiveis processos de quelacdo
e/ou complexacdo de ions as moléculas de microcistinas dissolvidas
promoveram modificagdes estruturais, interferindo na deteccdo das mesmas

através dos métodos analiticos utilizados.

6 — A degradacdo das microcistinas foi mais intensa em condicbes com alta
concentracédo de carbono organico dissolvido (43 e 60 mg.L™), o que favoreceu o
crescimento bacteriano mais intenso e consequente biodegradacdo das

microcistinas.

7 — O tratamento por filtracdo lenta apresentou 6timos resultados para a remocéao de
células da cepa NPLJ-4 em concentracdes de até 10° células.mL™, com taxa de
filtracdo de 2 m*/m?.dia. Nessa condicdo, a 4gua tratada apresentou as
caracteristicas recomendadas pela OMS e estabelecidas pela Portaria brasileira
1469/00, que limita a concentracdo de 1 pg.L™* de microcistinas na agua potavel

para nao conferir risco a saude.

8 - A filtracdo lenta também foi capaz de remover totalmente concentracdes de
microcistinas dissolvidas de até 242 ug.L™, com taxa de filtracdo de 3 m*/m?.dia.
Portanto, nesta condi¢cdo, a 4gua tratada apresentou-se dentro do padrdo de

potabilidade.

9 — Nas condigOes testadas, os diferentes tipos de carvao ativado granular (vegetal,
mineral e animal) ndo foram capazes de remover a concentragdo minima testada
de 1 ug.L™* de microcistinas dissolvidas. Portanto, a agua filtrada n&o foi
considerada propria para 0 uso no tratamento dialitico e produgéo de injetaveis,

devido aos riscos potenciais de intoxicag&o cronica.
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