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Resumo

O aumento na incidéncia de floracdes de cianohastpotencialmente
toxicas em mananciais de abastecimento tem se dmrnana
preocupacdo em nivel mundial. A pré-ozonizacao, oemiseja um
processo eficiente, tem como problematica a tenaéndise celular
com a liberagdo dos constituintes internos a cékdretanto, existem
ainda limitadas informac¢des sobre o nivel de lisenudancas nas
propriedades da célula apés a ozonizacdo, a l#eracoxidacdo de
toxinas e outros compostos; e a contribuicdo dasobactérias na
formacdo de subprodutos da desinfeccdo. Este eshwdstigou o
mecanismo de ag¢do do ozbnio em céluladdrocystis aeruginosa
Anabaena flos-aquaecultivadas em laboratério, em termos de
viabilidade celular e alteragdes nas propriedadsscélulas; liberagdo
de compostos intracelulares; estudo cinético deadegdo da toxina
intracelular; e a potencialidade de formacdo depmgutos da
desinfecgdo. Avaliagbes semelhantes foram reakzpdea amostra de
agua superficial em reservatério de agua com fiarage diferentes
géneros de cianobactérias. Diferentes doses deiooZ0rb, 2 e 4
mgOs-LY), densidade de células (2,5%%01,5x16 cel-mL*) e pH (6 e
8) foram utilizados neste estudo. Os resultadosl@bindicaram uma
rdpida e completa perda de viabilidade celular panbas as espécies
apos exposicdo ao ozb6nio (valor CT - concentragdemypo)< 0,2
mg- min/L, embora nao significativa reducédo no nanukr células tenha
sido observada. O aumento da concentracdo de carboyénico
extracelular foi observado para ambas as espéadp-se obtido
maiores concentragfes paka flos-aquaee em pH 8. O aumento na
formacgéo de trihalometanos (THM) e 4cidos haloecgt{HAA) apds a
ozonizagdao foi igualmente verificado, principalneeparaA. flos-aquae
em pH 8 (cerca de 174% e 65% para THM e HAA, rdsmsuente).
Como era esperado, as concentracdes de THM e HAdaftos
aumentaram nas andlises com &agua natural. A cinoleci de
degradacdo de microcistina intracelular pelo oz6ioio verificada,
tendo-se uma degradacdo mais lenta em pH 8, o ugEres que a
microcistina € mais reativa com o0 0z6énio molecylaesente em maior
guantidade em pH 6. Embora a pré-ozonizagdo deolmabtérias
aumente a probabilidade de formagédo de subprodatefetividade do
oxidante na degradacdo de toxinas torna esse poocasativo,
considerando-se a auséncia de toxinas no finaktemg de tratamento.
Palavras-chave: pré-ozonizacdo, cianobactérias, cianotoxinas,
integridade celular, subprodutos da desinfeccao.






Abstract

The increased incidence of potentially toxic cyaambrial blooms in
water systems has become a worldwide concern. ZRnmation,
although being an efficient process, has a prolientendency to cell
lysis with the release of the internal cell constitts. However, there is
limited amount of information about the level o$ily or changes in the
cell properties after ozonation, release and oxidadf toxins, and the
contribution of cyanobacteria to the formation abimfection by-
products (DBPs). This study investigated the meisharof action of
ozone orM. aeruginosaandA. flos-aquaeells, grown in laboratory, in
terms of cell viability and changes in the propertof the cells, release
of intracellular compounds; kinetics of intracedlultoxin degradation;
and the DBPs formation. Similar assays were pedrmith of surface
water sample, with an extent bloom of differentreylaacterial genders.
Different doses of ozone (0.5, 2 and 4 rgdd), cell densities (250,000
and 1,500,000 cel-mil), and pH (6 and 8) were used in this evaluation.
The results indicated a quick and complete losaaifility for both CB
species after exposure (CT value - concentratitme) to ozone< 0.2
mg-min/L, although no significant decrease in taajanism number
was observed. Increasing the concentration of eafitdar dissolved
organic carbon (DOC) was observed for both specie) higher
concentrations for A. flos-aquae at pH 8. The increase in
trihalomethanes (THM) and haloacetic acids (HAA)niation after
ozonation was also observed, especially¥oflos-aquaeat pH 8 (about
174% and 65% for THM and HAA, respectively). As egfed, the
concentrations of THM and HAA were higher on thalgsis of natural
water samples. The ability of intracellular micrstty degradation by
ozone was observed, with slower degradation at pblggesting that
microcystin is more reactive with molecular ozoreeae, in higher
concentration at pH 6. Although pre-ozonation ofareybacteria
increases the probability of by-product formatitime effectiveness of
this oxidant agent in the degradation of toxinsnsuthis process
attractive, considering the absence of toxins atetid of the treatment.
Keywords: pre-ozonation, cyanobacteria, cyanotoxins, cellula
integrity, disinfection by-products.
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Capitulo 1

"Nenhuma grande descoberta
jamais foi feita sem uma
suposicdo arrojada."

Isaac Newton
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1INTRODUCAO

As cianobactérias sdo um componente significatieocitlo de
nitrogénio marinho e sao importantes produtorangmibs nos oceanos
(LI, 2009). Entretanto, a presenca destes micrisgas tem sido
reportada também em outrbsbitats como lagos e reservatdrios de
agua, o0 que causa preocupacao tanto pelas altenagSecaracteristicas
fisico-quimicas e na cadeia tréfica do ambientantpupelas alteracdes
operacionais nos sistemas de tratamento de agua.

As cianobactérias sdo consideradas o Unico grapazcde reduzir
nitrogénio e carbono em condi¢des aerdbias, ecastateristica pode
ser o fator responsavel pelo sucesso evolutivo @ogico desses
microrganismos (GAULT; MARLER, 2009). Quando as digbes
ambientais sao favoraveis ao crescimento das Gabtdias, uma
vantagem competitiva destas sobre outras espétigsamnctonicas é
iniciada, dando origem ao que se denomina floragédbloom”. A
ocorréncia de floragbes de cianobactérias e mgasaé normalmente
associada a ambientes eutrofizados (BARTRAM et H99) e a
estabilidade da coluna d'dgua (BRIAND; JACQUET,; BERD,
2003). Em &guas eutrofizadas com niveis de féséaad de 0,01 mg-L
e niveis de aménia ou nitrogénio-nitrato maiores @1 mg-L, o
crescimento desses microrganismos ocorre rapidan{®uSIN et al.,
2000).

De forma geral, floracdes de cianobactérias ocorcem maior
frequéncia no verdo, ap6s um longo periodo de &@dmsolar e em
condicbes de agua calma e aquecida (OLIVER; GANGBQOR
Entretanto, a ocorréncia desses eventos tem siddmgnte registrada
em periodos de primavera e outono e, em algunss,casoinverno
(BUCKA; WILK-WO ZNIAK, 2005). Eventos de floragdo em lagos e
reservatorios de agua sdo frequentemente relatadoditeratura,
inclusive no Brasil (COSTA et al., 2006; OBERHOLSI;EBOTHA;
CLOETE, 2006; CARVALHO et al., 2008; SOMEK; USTARU; M.,
2008; MOSCHINI-CARLOS et al., 2009; GRAHAM et &2010; SA et
al., 2010). A espécidlicrocystis aeruginos& uma das cianobactérias
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formadoras de floracdo mais comuns em ecossistelmaggua doce,
sendo largamente distribuida em todos os contind®ERAUB et al.,
2011). No Brasil, as espécidd. aeruginosae Cylindrospermopsis
raciborskii, sdo normalmente as mais encontradas nos evegtos d
floragao.

Além de resultar em uma série de alteragdes noocdtpgua,
limitando o seu uso recreacional e provocando geEtdes em todo o
ecossistema aquatico, densidades elevadas descétileianobactérias
no manancial resultam em problemas operacionaispnasessos de
tratamento de Agua. As variagcbes sUbitas de pHgna @duzem a
menores eficiéncias nas etapas de coagulacdo @aftdo, e a baixa
densidade das células dificulta a sedimentacadidoss formados, o
gue resulta em maiores cargas para os filtrosyais ¢¢m a sua carreira
de filtrac@o reduzida devido a obstrugbes tantsuperficie quanto no
interior da camada filtrante (BABLON et al., 1991&)ém disso, o
aumento nas dosagens de coagulante, maior volumeddegerado,
sabor e odor na 4gua tratada e a formacdo de slubpso da
desinfeccéo, sdo também considerados como difidesdaperacionais
decorrentes da elevada densidade de células debaiztdrias no
manancial (DE JULIO et al., 2010).

Além dos problemas operacionais em virtude dadas:la producéo
de toxinas (cianotoxinas) é uma das maiores pre@f@s associadas a
presenca de cianobactérias em mananciais de db@stér de agua,
uma vez que estas moléculas sdo altamente sokve#gua e ndo sao
passiveis de remocdo por processos convencionaisratiEemento
(BARTRAM et al.,, 1999). As hepatotoxinas, que coegmdem as
microcistinas e nodularinas, sdo as toxinas magxuEntemente
encontradas no ambiente e normalmente associadegersos de
intoxicacdo (AFSSA; AFSSET, 2006). Dos dois grupg@esentativos
desta toxina, a microcistina é a mais estudadaJeosg deve a sua
elevada toxicidade e ao maior numero de ocorrédeidloracées de
espécies produtoras desta substancia, tendo coimcippis géneros
Microcystis Anabaena Planktothrix Nostoc e Anabaenopsis Estas
toxinas sdo altamente sollveis em &gua, tendo-shecimmento da
existéncia de mais de 80 variantes (HUMPAGE, 2QUBSTRICK et
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al., 2010), sendo a MC-LR a variante encontrada e@ior frequéncia
e em maior concentracdo em eventos de floracéo.

Considerando que mais de 95% da toxina é caraaterizomo
intracelular (NEWCOMBE, 2002), a maior preocupagéside em
evitar que as mesmas sejam liberadas para a agus pode ocorrer
naturalmente, em virtude do estado de senescéosianitrorganismos
ou artificialmente, através da lise celular, muiteezes associada a
aplicagédo de algicidas (LAVOIE et al., 2007; WESCTRIet al., 2010).
Quando a liberacéo da toxina é inevitavel ou medesejavel, torna-se
entdo necessaria a adogao de processos capazasnite p degradacao
ou a retencao dessas substancias.

Recentemente, uma série de estudos na literatoraat@liado a
efetividade dos processos oxidativos, convenciooaigvancados, na
degradacdo de cianotoxinas. Dentre 0s agentesnbeglaonvencionais
destacam-se em maior grau o cloro, 0 0zbnio e mameganato de
potassio, sendo o ozbnio destacado como o oxidaaie efetivo na
degradacdo de toxinas comparado aos demais> ®&MnO, > Ch
(SHARMA et al., 2012). O oz6nio é um agente convade poder
oxidante e bastante versétil quando de seu usmtariento de aguas.
Dentre suas aplicacdes podem ser destacadas aed®cor, turbidez,
compostos que causam sabor e odor na agua, cadoganico total
(COT) e no tratamento de compostos organicos &iogt
(CORPORATION, 2010). Como destacado por Miao e @®9), o
uso do o0zdnio no tratamento de 4gua para abast#oi@erantajoso por
diferentes razdes: (1) € um processo destrutivo roemor formacéo de
subprodutos se comparado ao cloro; (2) apresestadd capacidade de
oxidacdo em curtos periodos de tempo; e (3) nadtaesm poluicao
secundéaria, como observado quando do uso de peametog de
potassio.

Na degradacdo de cianotoxinas, o0 0zbnio apreselgzada
capacidade de degradacdo de MC-LR, anatoxina (ANTX)
cilindrospermopsina (CYN) (RODRIGUEZ et al., 2007bEm
moléculas de microcistina, a reatividade do ozéciwon as duplas
ligacbes da metade Adda da molécula e da porcaoaamd anel
(Mdha), resultam na rapida e efetiva eliminacdosda toxicidade.
Vérios estudos destacam a efetividade do ozodnimemgadacédo de
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microcistina dissolvida (SHAWWA; SMITH, 2001; ONSTAet al.,
2007; RODRIGUEZ et al., 2007b; MIAO; TAO, 2009; AHOMANI;
JARRAH, 2010). Na avaliacdo da eficiéncia de deagad, fatores
como temperatura, dose de ozdnio, pH e concentrdedcarbono
organico devem ser considerados, uma vez que ifwemnciar na
efetividade do oxidante.

Embora avaliagdes quanto a degradacéo de toximaéhtlar, assim
como os efeitos do oxidante na célula da cianobacs®jam ainda
reduzidas, alguns estudos destacam como prindgitd €a oxidacdo a
liberacdo de compostos organicos intracelularésn ale toxinas, que
tendem a aumentar a formacdo de subprodutos. Estddopré-
ozonizacao de células de cianobactéria indicamagfies na morfologia
de células de cianobactéria, com reducdo no teocla®fila-a e
liberacdo de compostos intracelulares (HOEGER; RIEH,;
HITZFELD, 2002; HUANG; CHENG; CHENG, 2008; MIAO; T®,
2009; LI et al., 2011), mas sdao restritivos quanioformacdes sobre o
mecanismo de atuacdo. Estudos mais exploratorime sodindmica de
oxidacdo de células e liberacdo e degradacdo d®tcidnas sdo
encontrados com relacdo a pré-cloragdo (DALY; HROBKES,
2007; ZAMYADI et al., 2010; ZAMYADI et al., 2012).

Embora alguns estudos tenham mostrado que a pnizegéo é
eficaz na reducdo de células de certas espéciesiati@bactéria,
limitadas informacdes sdo obtidas quanto a cinéteaegradacéo de
microcistina intracelular, a demanda de ozonio m&ulas de
cianobactérias, perda de viabilidade celular, dritmricdo das células
de cianobactérias na formacao de subprodutos dafatzs®io. Assim, a
avaliacdo destes aspectos pelo presente estudesi#leada relevante
do ponto de vista da viabilidade de aplicacéo dmimzcomo uma etapa
de pré-tratamento para 4guas procedentes de aptairttofizados.

1.20BJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar aticméle acdo do
ozbnio na estrutura celular de cianobactérias eegradacdo de
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cianotoxinas por este oxidante, e avaliar a cangédm da matéria
organica das células na formacdo de subprodutatesiafeccdo em
diferentes condicfes operacionais de pré-ozonizagao

1.2.2 Objetivos Especificos
Mais especificamente, este estudo teve como obgetiv

= Avaliar o impacto da ozonizacdo na caracteristiedular
(morfologia e integridade celular) das cianobaatdvlicrocystis
aeruginosa Anabaena flos-aquae

= Estudar o comportamento de liberacdo de compostos
intracelulares, em termos de carbono orgéanico ldigso e
toxinas, frente a crescentes exposicdes ao 0z0GID |
concentracdo do oxidante x tempo).

= Desenvolver um modelo cinético para descrevertvidade das
cianobactérias estudadas com o 0zdni).(O

= Estimar a formacdo de trihalometanos (THM) e A&cidos
haloacéticos (HAA) a partir da pré-ozonizacdo dékilas de
cianobactérias como cultivos isolados.

= Determinar quantitativamente a eficiéncia da p@r@acdo na
degradacdo de microcistina intracelular e a su&tican de
decomposicéo.

= Comparar os efeitos da pré-ozonizacdo em amostrdl®rdcéo
natural de cianobactérias com aqueles observadestndo com
cepas de cianobactérias cultivadas em laboratério.

1.3HIPOTESES DA PESQUISA

1.3.1 Primeira Hipotese

Considerando estudos de pré-cloracdo de célulemdebactérias, a
perda da viabilidade celular s6 é alcancada quatel@adas doses de
0zbnio séo aplicadas e em longos tempos de cqedatmdo valor CT),
sendo a viabilidade comparavel com a reducédo nceraimie células.
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Ainda, a perda da viabilidade depende da densidadeélulas e da
espécie de cianobactéria.

1.3.2 Segunda Hipotese

A oxidacdo com ozbnio, como um estdgio de présratdo,
compromete a permeabilidade celular das cianobastépromove a
liberacdo da toxina intracelular, e a oxidacdo aéinh ha mesma
velocidade; a qualidade da 4gua altera a cinéddidracéo e oxidacéo
da toxina intracelular.

1.3.3 Terceira Hipo6tese

A pré-ozonizacao de cianobactérias intactas resalttormacéo de
subprodutos da cloragdo, ex. trihalometanos (THM) aeidos
haloacéticos (HAA), devido a liberacdo de materi@gganicos
intracelulares; as caracteristicas da cianobacténiatedo orgéanico e
pH influenciam na formagéo desses subprodutos.

1.4JUSTIFICATIVA

Eventos de floragcdo de cianobactérias tém sidouémgmente
registrados tanto em regides de clima temperadoo doopical, com
alteracdes expressivas na qualidade da agua de nomisa de
abastecimento e possivel comprometimento da qdalida 4gua apos o
tratamento. Embora os processos convencionaisatiertento de agua
permitam a remocao de cianobactérias, na sua matorno células
intactas, é preciso considerar dois aspectos gquangwesenca de
espécies téxicas de cianobactérias é detectadan{igra grande parte
da toxina produzida pela cianobactéria permanecacglular, a fracdo
dissolvida néo é retida pelo sistema e atinge a dguada; e (2) a
acumulacdo de cianobactérias nos sistemas de sedgée e filtracdo
tem como risco associado a liberagdo da toxinadatular, as quais ndo
serdo retidas nos processos de tratamento subsesjuen

A aplicacdo de algicidas visando o controle do aimesnto de
cianobactérias em corpos d'agua € uma praticaaargtigda utilizada,
mas evitada pelos danos inerentes de sua apliqagéo a liberacdo de
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toxinas e compostos causadores de sabor e odguaaRor outro lado,
a adocgdo de processos oxidativos tendo como agexitkemtes o cloro
e seus derivados e 0 0z6nio como um estagio dégiaednento, tem
sido avaliada tendo em vista a elevada eficiéneisted agentes na
degradacdo de diferentes toxinas. No entanto, giudeos estudos
relacionam a acdo desses agentes na estruturarcelel algas e
cianobactérias, sobretudo em relacdo ao ozbnio, falena a
compreender 0s mecanismos que governam as alteragfiaturais da
célula e a capacidade de degradacdo das toxinasehtlares. O
entendimento das variaveis que governam o préiit com
oxidantes quimicos aplicados as floragcbes de castébas, assim
como a avaliacdo dos efeitos benéficos, como aadagéo de toxinas,
ou deletérios, como a contribuicdo na formacaoutpredutos toxicos,
pode contribuir para a decisdo de adotar ou n& pstesso quando
eventos de floracdo de cianobactérias vém a congbeono uso do
corpo d'agua como manancial de abastecimento depagavel.

O Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambient,
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), itemastido, por
meio de diferentes laboratérios de pesquisa, nkagéia de processos
de tratamento que permitam a remog¢éao de cianokEgécianotoxinas.
O Laboratério de Reuso de Aguas (LaRA), além decqmsos de
remocdo com membranas, tem avaliado a aplicaca@rdesssos
oxidativos avancados, em particular o processo QY30 tratamento
de 4guas visando a remocédo de cianobactérias addggdio de toxinas.
Neste sentido, a parceria com a Ecole PolytechnidpieMontréal,
Canada, no Departamento de Engenharia Civil, déoGiace de Minas,
coordenado pela professora Michele Prévost, tevaocantuito,
complementar o conhecimento ja existente, trazedwlogerta forma, um
interesse maior sobre a especificidade do proaesdativo aplicado ao
controle de cianobactérias e a degradacdo de ®xinsando a sua
aplicabilidade aos nossos mananciais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1CIANOBACTERIAS - ESTRUTURA CELULAR E FISIOLOGIA

Cianobactérias, também conhecidas como algas agpigsentam,
como regra, uma espécie cosmopolita (BUCKA; WILK-WMDAK,
2005), podendo, portanto, ser encontradas nos anassoshabitats
S80 microrganismos procariontes e, portanto, bipigaimente e
estruturalmente semelhantes as bactérias; entietfid semelhantes as
algas em funcdo do tamanho e pela presenca de rgmgnem sua
estrutura, o que lhes permite a realizacdo dedotese (WHO, 1998b).
Além da clorofila-a, a presenca de pigmentos affi®bilinas) e
vermelhos (ficocianinas e ficoeritrinas) torna &scobactérias capazes
de colorir a 4gua em tons de verde-oliva a viokstanelho ou marrom,
dependendo da propor¢cdo dos pigmentos assimilat{BasCKA;
WILK-WO ZNIAK, 2005).

Assim como outros microrganismos aquaticos, asobiactérias
apresentam uma atuacdo indispensavel para a meaatedos
ecossistemas, sendo consideradas como 0s mai®samiganismos
produtores de oxigénio, cujos fosseis remontamxaperlamente 3,5
bilhdes de anos (SCHOPF, 2000; HUDNELL, 2008). Embsejam
capazes de colonizar os mais diversos habitatsadeggiar a diferentes
condicbes ambientais, as cianobactérias sdo mainumente
encontradas no plancton de ambientes marinhos égde doce
(MOLICA; AZEVEDO, 2009).

As espécies de cianobactérias podem ser difedasciem funcéo de
suas caracteristicas morfoldgicas, estruturais mcidoais (células
vegetativas, heterocitos e acinetos), forma, didemse habitos de
sobrevivéncia (hébitos coloniais ou solitarios). &mrdo com Paerl
(1998), as cianobactérias fitoplanctdnicas podem ssgregadas de
acordo com suas caracteristicas de tamanho, famaweal e forma de
agregacao. A partir destes critérios, quatro grupodologicos podem
ser caracterizados: picoplancton unicelular (0,2 gm de diametro);
nanoplancton e microplancton cocdides coloniais—(2l0 um de
diametro); microplancton filamentoso solitario; eicroplancton
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filamentoso colonial. A maioria das formas filanwsas e todas as
formas coloniais produzem vesiculas de gas, o tes konfere
flutuabilidade na coluna d’agua (VISSER et al.,%00

Em termos estruturais, a célula de cianobactémamémédia, maior
do que a célula dos demais procariontes, poderidgiratlimensdes
elevadas, como a espédiscillatoria princeps com até 60 um de
diametro (MAUSETH, 1998). Espécies filamentosasepodpresentar
tricomas de diferentes comprimentos, com uma pgdgode até duas
ordens de magnitude em relagéo a largura do tricooe pode variar
de 1 ym a mais de 50 um (STAL, 2007). Estruturatmeas
cianobactérias sdo caracterizadas como células -mEgativas,
diferenciando-se de bactérias gram-negativas emtuder de
apresentarem uma camada de peptidioglicano coas&larente mais
espessa, como as bactérias gram-positivas (FIOREVDRS, 1994;
MAUSETH, 1998; HOICZYK; HANSEL, 2000; LIBERTON;
PAKRASI, 2008). A camada de peptidioglicano ¢é arudsta
responsavel por conferir rigidez a parede celularagecdo da célula
contra a lise osmética. Camadas superficiais oay&rs", formadas por
proteinas e glicoproteinas, sdo também encontrada® parte da
estrutura externa da célula (éMARDA et al., 2002BHRTON;
PAKRASI, 2008), e observadas entre a membrana rexter uma
camada de mucilagem (bainha de mucilagem) (LIBERTRAKRASI,
2008) suficientemente forte para manter agregadesoloactérias
unicelulares e filamentosas (MAUSETH, 1998).

O aparato fotossintético (complexo PS | e PS llxoetra-se
localizados sobre e dentro de tilac6ides livremedigpostos no
citoplasma e proximos a periferia da célula (MURCUEBERG,;
UTKILEN, 1999). Em muitas cianobactérias, os tiide§ sdo dispostos
em fileiras (3 a 6) paralelas umas as outras estapdo a parede celular
(ADAMS; DUGGAN, 1999). A ficobilina é o pigmento egsorio em
cianobactérias, sendo dividida em duas classedcamidnina, que
absorve em aproximadamente 630 nm (coloracdo azaljicoeritrina,
com absor¢do a 570 nm (coloracdo vermelha) (FURTAL, 1994;
MAUSETH, 1998). Esses pigmentos ocorrem ligadospéseinas,
formando as ficobiliproteinas, que quando agregad@asnam os
ficobilissomos (PB) (MAUSETH, 1998), os quais pen@eem ligados
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a superficie dos tilacoides (ADAMS; DUGGAN, 1998J)ém dos PB,
moléculas de clorofila-a associadas a cada fotessis(PS | e PS II)
atuam como pigmentos na captacdo da luz para eadaa fotoquimica
(FUJITA et al.,, 1994). Na Figura 2.1, tem-se umareesentacao
esquematica de uma célula de cianobactéria.

Figura 2.1. Representacdo esquematica da estrelukar da cianobactéria e
componentes encontrados intracelularmente.

(1) vesiculas de gas; (2) granulos de glicogér8p;régido nucleoplasmatica;
(4) ficobilissomos; (5) carboxissomo; (6) granub mblifosfato; (7) granulo de
cianoficina; (8) tilacoide; (A) visdo ampliada d@a¢oide; (B) visdo ampliada
do envelope celular, mostrando a membrana extemagcamada de
peptidioglicano e a membrana citoplasmatica.

Fonte: (ADAMS; DUGGAN, 1999).

O sucesso competitivo das cianobactérias em relagéoutras
espécies é baseado em estratégias fisiologicas aptasitdas
(SANT'ANNA et al., 2008). As propriedades fisiolégs variam de
espécie para espécie, 0 que significa que as uliésr@spécies também
apresentam estratégias adaptativas distintas. @ssas estratégias,
sé8o consideradas a capacidade de ajuste da flidadbi na coluna
d'agua (vesiculas de géas), a formacdo de escumeapacidade de
armazenamento de fosforo e fixacdo de nitrogénimostérico,
capacidade de dorméncia e baixo indice de predacao.

Muitas espécies toxicas de cianobactérias apresewntsiculas de
gas ou aerétopos que Ihes permitem regular susabilidade na coluna
d'dgua, de forma a encontrar o melhor ambiente psea

PPGEA - Engenharia Ambiental (2012)



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica 41

desenvolvimento. Os aer6topos se tornam mais ahteslquando a luz
€ reduzida e o crescimento do organismo é mais.|&d contrario,
guando a luminosidade é muito elevada, o acumulfmtdassimilados
(produtos da fotossintese) torna as células tisgidarovoca o colapso
de uma porcado das vesiculas, com perda da fluidedbd (VISSER et
al.,, 2005; TEIXEIRA, 2009). Da mesma forma, quam@ior a
disponibilidade de nutrientes, maior a flutuabilida das células
(VISSER et al., 2005).

Devido a esta capacidade de flutuacdo na colurgual'aalguns
géneros de cianobactérias (Blicrocytis Anabaenae Aphanizomengn
formam grandes colbnias que se acumulam na supedé agua. A
proximidade com a superficie da agua traz como flememaior
incidéncia de irradiacdo e, dessa forma, maior @eafotossintese
(VISSER et al., 2005) e estoque de maiores quatdglde carboidratos
(MUR; SKULBERG; UTKILEN, 1999). Além disso, a gramextensao
das colénias reduz a disponibilidade de nutrienpesa outros
microrganismos competidores, reduzindo seu crestones oferece
protecdo contra a predacdo e maior capacidadautim¢fio na coluna
d'agua (VISSER et al.,, 2005). A formacdo de escuimdavorecida
quando a temperatura da agua € mais elevada dagdmgida massa
liquida é reduzida (PAERL; HUISMAN, 2009).

Células diferenciadas, encontradas em cianobastéféanentosas
(microrganismos compostos por multiplas célulasyjem favorecer a
manutencdo de uma determinada espécie no ambiemteda as
condi¢cbes deste ndo sdo consideradas ideais pass@mento. Essas
espécies desenvolveram varios tipos de célulaziaipadas, como os
heterocitos (célula fixadora de nitrogénio), aaset(células de
resisténcia) e hormogonias (células em filamentéseis) (KUMAR;
MELLA-HERRERA; GOLDEN, 2010). Na auséncia de fontde
nitrogénio, a espécie filamentosa forma os het@®adm intervalos
semirregulares (entre 10 e 20 células) ao longdila@mento, com as
demais células permanecendo como vegetativas enss®eis pela
fotossintese oxigénica e pela fixacdo do carborldlIMNEAUX et al.,
2008; KUMAR; MELLA-HERRERA; GOLDEN, 2010). Os hetmitos
perdem a capacidade de realizar a fotossinteséroggye a fixacdo de
CO,, embora mantenham o fotossistema I. Dessa forma, relacao
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mutualistica é estabelecida entre os heterocitog fiprnecem o
nitrogénio fixado como glutamina e outros aminodsigara as células
vegetativas que, por sua vez, fornecem aos hetesaricarbono fixado
produzido pela fotossintese (GOLDEN; YOON, 2003)ggra 2.2).
Apesar desta relacdo mutualistica, heterocitos lelasé vegetativas
estabelecem uma espécie de "separacdo espacial'epiar que a
nitrogenase seja inativada pelo oxigénio, o quessigel em virtude
dos heterocitos possuirem um envelope celularideligideos que atua
como uma barreira de gas, promovendo um ambieaterdinio (STAL,
2007; KUMAR; MELLA-HERRERA; GOLDEN, 2010). Essa
separacdo entre as células é o que possibilitaoqoiganismo possa
realizar fotossintese ao mesmo tempo em que fixaitrmgénio.
Heterocitos ndo crescem ou se dividem como as demélulas
vegetativas, cuja divisdo ocorre por fissdo bind@aAL, 2007).
Espécies dos génerésmabaenaAphanizomengnCylindrospermopsis
Nodulariae Nostocsdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico.

Figura 2.2. Filamentos de cianobactéria do géAeabaenana presenca (Y e
na auséncia (N de nitrogénio combinado. As setas indicam osrbeit®s
formados na auséncia de nitrogénio.

N—
A ¥ A
oS e e e .
Y .-..hn'-‘—"""'"'“hu"""'"h“
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Carb c;dratos Carb o;dratos

CO, €O,
Fonte: adaptado de (GOLDEN; YOON, 2003).
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Em condigcbes ambientais que estimulam a dorméradgymas
cianobactérias formam uma parede celular mais sapestornam-se
acinetos, considerados esporos de resisténcia (MAYS 1998). Por
serem células de maior tamanho e espessura, essiesnt a descer na
coluna d'dgua (HENSE; BECKMANN, 2006), podendo seiver no
sedimento durante o periodo de inverno e mesmaurauitos anos,
enguanto consomem suas reservas de carboidrasgsiracdo ou
fermentacdo (LAVOIE et al., 2007). A presengca déneios no
filamento é normalmente associada a existéncieetirdritos, embora,
em algumas ocasifes, seja possivel o desenvohomdmtacinetos
mesmo quando o desenvolvimento de heterocitos amidp pela
presenca de nitrogénio (ADAMS; DUGGAN, 1999). Quands
condicbes ambientais tornam-se novamente favordass células
retornam a atividade e, uma vez que tenham re@aldaia superficie da
agua (dentro de poucos dias ou semanas), a faseesi@mento das
cianobactérias é reiniciada (HENSE; BECKMANN, 2008a Figura
2.3 tem-se representado esquematicamente o ciclovide de
cianobactérias produtoras de heterocitos e acinetos

Figura 2.3. Representagao esquematica do cicladdede uma cianobactéria
(representacao de espécies da orNlestocalel

Camada superficial / .
LIMITACAO DE Heterocito
Crescimento dos NITROGENIO
filamentos
Células Y-
vegetativas “»Q LIMITAGAO DE
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0, /
\ Q"U[
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\}Agnugan do
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Fonte: adaptado de (HENSE; BECKMANN, 2006)
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Além da producao de cianotoxinas, as cianobactpdedem secretar
substancias alelopéticas, expelidas diretamentee sobpredador, de
forma a repelir o ataque, podendo causar atorddamaiteracdes
fisiolégicas no organismo e mesmo a morte do prdéaMAYDA,
1997).

2.2 FLORACAO DE CIANOBACTERIAS

O termo floracdo ou “bloom” é associado ao déresoto massivo
de cianobactérias em um curto periodo de temparaldias) e por uma
forte diminuicdo na diversidade especifica na cadade
fitoplanctbnica local (AFSSA; AFSSET, 2006). Em dmbdes
ambientais adequadas, que envolvem a disponibdidadnutrientes (N
e P), temperatura e luminosidade, as cianobact@aaem formar
extensas floragbes, com milhdes de colbnias e,epsa razdo, esses
eventos sdo associados a existéncia de escumaperdicge da agua.
Algumas espécies, como Rlanktothrix agardhii no entanto, nao
formam escumas, embora apresentem elevada densitadelulas
(WHO, 2003).

A ocorréncia de floracdbes de cianobactérias ¢ tagivente
relacionada as condicdes de eutrofizacdo em urengstaquético.
Dentro do aumento da biomassa fitoplancténica derareutrofizacéo,
mais notadamente se faz o desenvolvimento de catdias, o que
tem sido documentado em ecossistemas boreais, rmihoge
subtropicais e tropicais (HAVENS, 2008). O aumemoconcentracao
de nutrientes, especialmente nitrogénio e fdosf@ronormalmente
apontado como a principal causa da eutrofizacddoEano aporte de
nutrientes possa ser realizado por fontes natusfis, as fontes
antropogénicas as principais responsaveis pelagssigo aumento das
concentracdes destes nutrientes nos corpos dBEfijuantes domésticos
e industriais, efluentes de atividades agricolasterwio pesticidas e
fertilizantes, o manejo inadequado de bacias hidfiogs e mesmo a
construcdo de barragens em rios sdo apontadosgsupitcelos (2006)
como as maiores causas da eutrofizacdo e, portdasofloracbes de
cianobactérias quando estes microrganismos esaderges.
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Além do aporte de nutrientes, condi¢des favorageipH (6 e 9),
temperatura (25 a 30 °C) e elevada luminosidadeprégem o
crescimento desordenado das cianobactérias (SANVAANet al.,
2008). Paerl e Huisman (2008) destacam que o ageetd global
tende a intensificar a formacé@o de floracbes dewddoaumento da
temperatura média da agua, o que favorece a fisagdio térmica de
lagos por periodos mais longos, reduzindo a mistréical. Essas
condicbes favoreceriam a formacédo de vesiculasadepgr algumas
espécies de cianobactérias, de forma que estaanpgesrmanecer na
superficie da agua. De acordo com Katihkip Akin e Atici (2004) e
Msagati, Siame e Shushu (2006), a producdo deasndiretamente
relacionada a intensidade de luz e a temperaturazodoo d'agua.
Quando a intensidade luminosa é elevada, a absde8erro pelas
cianobactérias € maior, portanto tem-se um maiescimento dos
microrganismos e a producdo de toxinas é favoreditlalancas na
temperatura da agua podem alterar a estrutura cpuithai toxina, tendo-
se assim maior producdo de uma variante sobre. tatacioglu, Akin
e Atici (2004) destacam que em temperaturas abd&o25 °C,
Anabaena spp produz microcistina-LR (MC-LR), enquanto a
microcistina-RR  (MC-RR) ¢é preferencialmente sizttia em
temperaturas mais elevadas. A identificacdo de nemioconcentracfes
de toxina na agua em temperaturas mais elevadaresugie as
cianobactérias sdo mais toxicas durante periodds queentes e em
regibes onde o clima é naturalmente mais quente(\\1998a).

De forma geral, floracdes de cianobactérias ocorcem maior
frequéncia no verdo, ap6s um longo periodo de &@dmsolar e em
condicbes de agua calma e aquecida (OLIVER; GANBQOR
Entretanto, a ocorréncia desses eventos tem siddmgnte registrada
em periodos de primavera e outono e, em algunss,casoinverno
(BUCKA; WILK-WOZNIAK, 2005). Havens (2008) destaca que as
floragBes de cianobactérias apresentam uma ampdangia temporal,
com alguns lagos, rios e estuarios tendo floracge=onais que
comegam no verdo e terminam no outono, outros gqueseantam
floracdes persistentes, que englobam todas asestap ano, e ainda
outros que ocorrem em picos extremos mas se desfrepoucos dias
ou semanas.
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Vasconcelos (2006) relaciona os principais efeitasormacgéo de
floracdo de cianobactérias em corpos d'agua, @destaco decréscimo
na transparéncia da agua, flutuacbes nos nivemxig€nio na agua,
flutuagbes no pH e a liberacdo de toxinas por éspéodxicas de
cianobactérias. A menor transparéncia da aguadienpae a luz atinja
profundidades maiores, prejudicando espécies quaes@&d capazes de
migrar na coluna d'agua e pequenos animais quessitoa da visdo
para sua sobrevivéncia. Floracbes de elevada bsamtendem a
produzir grandes quantidades de oxigénio durawtie,gpodendo causar
a supersaturacéo da agua. O consumo do oxigéramtdua noite pela
respiracdo de todos 0s organismos aquaticos, Eowvez, resulta na
gueda da concentracdo de oxigénio a niveis quenpodesar a morte
de espécies sensiveis a baixas concentracbes génimxi cOmo 0S
peixes. Variagbes no pH, elevados durante o diaie baixos a noite,
também acabam por causar efeitos negativos no igemsa. A
producdo de toxinas por algumas espécies é oytertaspreocupante
gquando da presenca de floragbes de cianobactériamd. Além de
causar a morte de organismos aquaticos, 0 contapecagua pode
levar & morte de animais de pequeno e mesmo graodie,
principalmente através da ingestdo da agua. Aingiarnatencdo deve
ser dada quando o corpo d'dgua contaminado é adtilizcomo
manancial de abastecimento de agua potavel, era gée remocédo das
toxinas pode expor a populacdo aos efeitos dedstélas toxinas no
organismo, podendo levar a morte do individuo qoame@xposicao se
da em doses muito elevadas.

A presenca de cianobactérias tdxicas em manancis
abastecimento de agua tem sido destacada comorign pm potencial
para a qualidade da &gua destinada ao abastecimemino. Lagos e
barragens apresentam tempos de retencdo de agualmente mais
longos se comparado aos rios, o que favorece owolde sedimentos
e nutrientes como o fésforo, que apos certo perfldarmazenamento
pode ser liberado para a 4gua e, combinado ascdmsdideais de
crescimento, favorecer um rdpido aumento no crestionde algas e
cianobactérias (DAVIS; SHAW, 2006). Eventos dedlg@o em lagos e
reservatorios de agua sdo frequentemente relatadoditeratura,
inclusive no Brasil (COSTA et al., 2006; OBERHOLSI;EBOTHA;
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CLOETE, 2006; CARVALHO et al., 2008; SOMEK; USTARU; M.,
2008; MOSCHINI-CARLOS et al., 2009; GRAHAM et &010; SA et
al., 2010). As cianobactérias téxicas mais comuenencontradas em
floragbes de agua doce sadicrocystis spp., Cylindrospermopsis
raciborskii, Planktothrix rubescensSynechococcuspp, Planktothrix
agardhii, Gloeotrichia spp., Anabaena spp., Lyngbya spp.,
Aphanizomenospp.,Nostocspp., Oscillatoria spp., Schizothrixspp. e
Synechocystispp (WHO, 2003)A espécieMicrocystis aeruginosa
uma das cianobactérias formadoras de floragdo mamBuns em
ecossistemas de agua doce, sendo largamente wddribm todos os
continentes e com maior frequéncia de toxicidadER@E@JB et al.,
2011). No Brasil, as espécidd. aeruginosae Cylindrospermopsis
raciborskii sdo normalmente as mais observadas nos eventiosaigio
(SANT'ANNA et al., 2008).

Varios reservatdrios urbanos utilizados para otaebasento de agua
no Brasil tém sido sujeitos a eutrofizacdo e fretee floragbes de
cianobactérias, o que é relacionado as alterag@emialidade da agua,
principalmente em decorréncia do despejo de efigedbmeésticos e
industriais, como é o caso dos reservatérios Bilia Guarapiranga, em
S&do Paulo. Alguns estudos nesses reservatoriacsaimdi presenca de
diferentes espécies de cianobactérias, com predogiande espécies do
géneroMicrocystis e da espéci€. raciborskii (CARVALHO et al.,
2007; MOSCHINI-CARLOS et al, 2009; PICCIN-SANTOS;
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2012). A detec¢do de variastale
microcistina foi sempre observada nestes estuddstagbes de
cianobactérias em reservatorios de outras regi@espals, como
Pernambuco (DANTAS; MOURA; BITTENCOURT-OLIVEIRA,
2011; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2012; PICCIN-SAINDS;
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2012), Para (VIEIRA et al..0D5; SA et
al., 2010), Rio Grande do Norte (CHELLAPPA; COSTN03) e Rio
Grande do Sul (MATTHIENSEN; YUNES; CODD, 1999;
CARVALHO et al., 2008), entre outros Estados, tamlséo relatadas.

Lavoie et al. (2007) consideram que a presencédetoxinas tenha
sido reportada em praticamente todas as regides forhcbes de
cianobactérias foram estudadas, o que torna a i¢agfo por
cianotoxinas um problema de ordem mundial. A Figudaapresenta a
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distribuicdo de proliferagdes de cianobactérias@adas com producgéo
de cianotoxinas em diferentes continentes.

Figura 2.4. Paises onde floragcdes aquaticas deolmatérias produzindo
cianotoxinas foram documentadas.

e F—— Sl

Fonte: (CARMICHAEL, 2008).

Além das alteragBes da qualidade da agua e dasrhzmdes na
biodiversidade do ecossistema aquatico, como meadd
anteriormente, a presenca de cianobactérias ers tagaservatérios de
agua traz uma série de problemas para o uso arirdpste ambiente.
A presenca de floracdes de cianobactérias tendesendorajar o uso
dos corpos d'agua para atividades recreativas egafuda coloracéo,
odor e textura da 4gua. Além disso, pode-se ralacia possibilidade
de afeccbes cutdneas ou de mucosas apos o bantembiantes
contaminados. Outros aspectos que podem ser mdalte so:
producdo de sabor desagradavel na agua; e indugéooa sanitarios
por ingestdo, inalagcdo ou exposicdo por didlise, caisos onde as
cianobactérias e toxinas ndo sdo completamenténaliias (AFSSA;
AFSSET, 2006).

No que concerne ao tratamento de aguas para ebastéo, a
presenca de cianobactérias em quantidades relatitamelevadas,
tende a promover uma série de problemas operasioAai variacdes
subitas de pH na agua devido ao consumo e prodie&doQ pelas
cianobactérias induz a uma menor eficiéncia doscgssps de
coagulacdo e floculagdo, influenciando, consequesné, na
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sedimentabilidade dos flocos. A baixa densidade cdhislas é outro
fator que dificulta a etapa de sedimentagdo e,cposeguinte, atribui
maiores cargas para os filtros, cujas carreiraltdgcdo tendem a ser
reduzidas devido a obstrucdo dos mesmos pelasheiatgoias, tanto na
superficie quanto no interior da camada filtrarBABLON et al.,
1991a). O aumento nas dosagens de coagulantest wadiime de
lodo, sabor e odor na agua tratada e a formacasulderodutos da
desinfec¢éo sdo também considerados como dificeddageracionais
decorrentes de elevadas concentragdes de célulasrdsactérias no
corpo d'agua (DE JULIO et al., 2010). Apesar deasoals implicacbes
operacionais atribuidas a presenca das cianolzGtéa maior
preocupacao reside na adocdo de processos dedrabaque resultem
na remocdo de cianotoxinas, metabdlitos produzidos algumas
espécies de cianobactéria, visto que processoseicoinais de
tratamento sdo caracterizados como ineficientes gxta finalidade .

2.3 CIANOTOXINAS

Cianotoxinas sdo definidas como metabdlitos semiosl
sintetizados por algumas espécies de cianobactdgapelo menos
guatro das cinco ordens existentes (FALCONER, 2008)ca de 40
espécies de cianobactérias sdo caracterizadas qootutoras de
cianotoxinas (JAYATISSA et al.,, 2006; WESTRICK dt, &2010).
Considerando que a maior parte das toxinas € @itdac,
aproximadamente 95% (CHORUS; BARTRAM, 1999), teneseno
preocupacao evitar que as mesmas sejam liberadasapagua. A
liberacdo destas substancias pode ocorrer naturedmem virtude do
estado de senescéncia das células ou atravée dalligar, o que muitas
vezes € associada a aplicagdo de algicidas (LAvVé&ilkl., 2007,
WESTRICK et al., 2010).

A funcdo exata das toxinas ainda ndo é totalngefi@ida. Lavoie
et al. (2007) destacam consideracfes de diferenigges quanto a
funcdo destas substancias. Alguns autores sugergmodacao das
cianotoxinas como forma de protecdo contra a péedapelo
zooplancton e para a eliminagdo de organismos dimopes pelo
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mesmo recurso, de forma que as cianobactérias nieamese
dominantes sobre outros microrganismos fitoplarictdn Outros
autores consideram que as toxinas exerceriam fangipilatorias no
metabolismo celular e seriam importantes para scarento da célula.

As toxinas produzidas por cianobactérias podemategorizadas de
acordo com suas propriedades toxicoldégicas ou p@r estrutura
guimica. A partir das propriedades toxicolégicases compostos sao
classificados como neurotoxinas (anatoxina-a, ameen(s) e
saxitoxina e congéneres), promotores de tumor Quigtinas e
lipopolissacarideos), dermatotoxinas ou toxinagairtes ao contato
(lingbiatoxina A, aplisiatoxinas e lipopolissaca&dd) e hepatotoxinas
(microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsinBaseado na sua
estrutura quimica, as cianotoxinas sdo classifcagla trés grupos
principais: peptideos ciclicos (microcistinas e uladnas); alcal6ides
(neurotoxinas e  cilindrospermopsina); e lipopolissaleos
(MSAGATI; SIAME; SHUSHU, 2006). Falconer (2005) tlesa que a
permanéncia das toxinas na célula é variavel eméaturdo tipo de
toxina. Neste sentido, alcaldides seriam mais prapga permanecerem
dissolvidos na agua do que peptideos, os quaitib&iados da célula
somente quando da ocorréncia de danos ou mortarcelu

Das toxinas sollveis em agua, cilindrospermopsimaicrocistinas
séo consideradas as de maior importancia quanttataeda seguranca
do fornecimento de &gua potavel (FALCONER, 2005jnbAs as
toxinas tem o figado como 6rgdo alvo e apresentampripdades
carcinogénicas e promotoras de tumor. Na Tabela&lindicadas as
principais toxinas associadas a eventos de floragdoa ocorréncia de
intoxicagdo, a dose letal ([3f) para cada grupo de toxina por
administracao intraperitoneal para ratos, e osnisg@s produtores.

Como destacado por Hoeger et al. (2005), algunssegai
normalmente com histéricos de contaminacdo comobiaetérias em
reservatérios de &agua, estabelecem em sua legislagiores de
referéncia (méximo valor permitido) para algumaanctoxinas. Os
limites maximos de concentracdo adotados paraedties toxinas em
diferentes paises séo indicados na Tabela 2.2ra&tte referéncia para
muitas das toxinas existentes ndo sdo adotadodgielade dados de
toxicidade animal.
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Tabela 2.1. Doses letais e organismos produtoregdetoxinas.

Toxina DL 5 Organismos
(ug/kg de peso corporal) produtores*

. Ana, Osc, Aph,
Anatoxina-a 250 Cylmun, PlaniOsci
Homoanatoxina-a 250 Plank
Anatoxina-a(s) 40 Ana

L Aph, PlankxAna,

. . Mic, Ana Nos Plank
Microcistinas 25 a ~1.000 Anasis Hapalo
Nodularinas 30a50 Nod
Cilindrospermopsina 200 a 2.100 Cylsis Apha Raph
Umez

*Ana, Anabaena Osc Oscillatoria; Aph ~ Aphanizomengn Cylmum
Cylindrospermum Plank  Planktothrix ~ Lyng  Lyngbya Cylsis
Cylindrospermopsis Mic, Microcystis Nos Nosto¢ Anasis Anabaenopsis
Hapalg HapalosiphonNod Nodularia; Raph RaphidiopsisUmez Umezakia
Fonte: (CODD; MORRISON; METCALF, 2005).

Tabela 2.2. Valores de referéncia para as toxinasoaistina, toxinas
paralisantes, anatoxina-a e cilindrospermopsinéadds por alguns paises.

MC* TPs ANTX-a CYN
Australia 1,3ug-2 30pg W -@ -9
Brasil 1,0pg-*  3,0ug*® - -
Canada 1,5 ug-* - - -
Franca 1,0 ug-L* - - -
Europa 0,1 ug-* 0,1 ug-* 0,1 pg-L* 0,1 pg-*

Nova Zelandia 1,0 pg-L* 1,0ug-*  60pg!®  30pgL?
Oregon (USA) 1,0 ug-¢® - - -
WHO 1,0 pg-d © - - -

* MC (microcistina); TPs (toxinas paralisantes); Pita (anatoxina-a), CYN
(cilindrospermopsina).

Fonte: Valores retirados de (AUSTRALIA, 2004), (B8, 2011),
(HOEGER; HITZFELD; DIETRICH, 2005) e (NEW-ZEALANL2005).
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@ valor de alerta calculado para exposicdo agudadpala ocorréncia de
floragBes intermitentes (AUSTRALIA, 2004).

@ Somente mencionado na legislacdo — falta de datstoxicidade
(AUSTRALIA, 2004).

® valores recomendados (BRASIL, 2011).

“ Valores maximos também determinados para os arglagatoxina-a(s) e
homoanatoxina: 1 ugle 2 pg- L', respectivamente.

®) satide alimentar.

© valor provisério.

2.3.1 Microcistina

A microcistina é a toxina mais frequentemente ettada em
floracbes de &gua doce e a mais estudada devidoaaelgvada
toxicidade. S&o microrganismos  produtores  destasinas
cianobactérias dos géneidicrocystis AnabaenaPlanktothrix Nostoc
e Anabaenopsis

As microcistinas sao altamente sollveis em agudoseanhecidas
mais de 80 variantes (HUMPAGE, 2005; WESTRICK et2010). De
acordo com van Apeldoorn et al. (2007), as mictings sdo estaveis
no reservatério de 4gua por menos de uma semarsamostram-se
estaveis por longos periodos de tempo em aguadiitou deionizada.
Esses compostos se apresentam relativamente pola®gdo
principalmente a presenca de acidos carboxilicagdi na estrutura
(MSAGATI; SIAME; SHUSHU, 2006), e seu peso molecutaria de
800 a 1.100 Da (SIVONEN; JONES, 1999).

Estruturalmente, as microcistinas sao classificadasmo
hepatopeptideos ciclicos, contendo cinco aminoadidos, sendo D-
alanina (posicao 1), acido D-metilaspartico (pasi8fi Adda (3-amino-
9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-acido dienoicposicdo 5), Acido
D-glutamico (posicéo 6) e N-metildehidroalanina @l (posicao 7), e
dois aminoécidos variaveis nas posi¢cdes 2 (X) ¥)4normalmente L-
aminoacidos (MSAGATI; SIAME; SHUSHU, 2006). Falcon@005)
destaca que a maioria das variantes de L-amincdcajmesenta
aminodcidos hidrofébicos na posicao X e hidrofgic@m posicéo Y. As
principais diferencas estruturais entre as var&adte microcistina, tais
como MC-LR, MC-LA, MC-RR e MC-YR, devem-se a suhstido de
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aminoacidos simples (WESTRICK et al., 2010). Asiardes mais

toxicas de microcistina sdo aquelas com L-amina@&cidnais

hidrofébicos, como por exemplo, MC-LA, -LR, -YR ¥M, e as menos
toxicas aguelas com aminoacidos mais hidrofilicosjo por exemplo a
MC-RR. A diferenca de toxicidade entre uma varianteutra pode ser
de 6 a 10 vezes (FALCONER, 2005).

Na Figura 2.5, tem-se representada a estruturd dergoxina
microcistina (Figura 2.5a) e a estrutura da MC-ERj(ra 2.5b), em que
nas posicdes X e Y tem-se a presenca dos amingagdoina (L) e
arginina (R), respectivamente. Em outras variamtesmicrocistina,
como por exemplo, MC-RR e MC-YA, as posi¢cdes X esdo
substituidas por arginina-arginina e tirosina-aanirespectivamente
(MOLICA; AZEVEDO, 2009). Outros aminoacidos que pad
substituir essas posicdes séo indicados por vatdéqa et al. (2007).
A MC-LR é considerada a variante mais toxica e rfraiguentemente
encontrada em fontes de agua (ANTONIOU; CRUZ; DIGEIU,
2005). Um valor maximo permitido de 1 pg- expresso em termos de
equivalente de microcistina é preconizado pelaslagiio brasileira
(Tabela 2.2) (BRASIL, 2011).

Figura 2.5. Estrutura geral das microcistinas (@steutura da toxina MC-LR
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As microcistinas sdo consideradas extremamentevetstae
resistentes a hidrolise e oxidacdo quimica em g@idimo a neutralidade
(SIVONEN; JONES, 1999). Em temperaturas elevadas@ e alto ou
baixo valor de pH, sdo reportadas hidrolises lentagperiodos de
aproximadamente 10 semanas a pH 1 e mais de 12asmapH 9 para
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que uma degradacgéo superior a 90% seja alcancE$KIRA, 2009).
Westrick et al. (2010) destacam que as microcstpussuem trés areas
na molécula sujeitas a oxidagdo: a dupla ligac@jugada na metade
Adda; a Unica dupla ligacdo na metade Mdha; e aiaddteral dos
aminoacidos das variantes. Considerando as vasidM@:LR, MC-LA,
MC-RR e MC-YR, os autores indicam que somente oma@nidos
arginina e tirosina séo potencialmente vulnerédxesidacéo.

A toxicidade das microcistinas é atribuida a preaedo
aminoacido Adda na estrutura, o qual atua a pddirinibicdo da
proteina fosfatase 1 e 2A (PP1 e PP2A). Essasipastsdo essenciais
para os processos regulatorios da célula, tais @veszimento, sintese
de proteinas, metabolismo de glicogénio e contrapéiscular. As
hepatotoxinas tém como 6rgédo alvo o figado, causandestruicdo da
estrutura interna do 6rgédo, e podendo levar a hagarintra-hepatica,
choque hipovolémico e morte (BRIAND; JACQUET; BERRB,
2003; ANTONIOU; CRUZ; DIONYSIOU, 2005; MSAGATI; SIKME;
SHUSHU, 2006). A Figura 2.6 esquematiza a a¢ao ideoaistina no
figado.

Figura 2.6. Representacédo esquematica da estduiigado normal, e apos a
acdo da microcistina
Figado normal Figado ap6s agédo da toxina

o b

Ducto da bile

i

Capilaridade Danosaos

Sinusoidal capilares

Hepatdcitos

Fonte: adaptado de Hudnell, K. (2005) (http://wwwcb.ca.gov/water_issues/
programs/bluegreen_algae/docs/workgroup110805/Hiudgano.pdf)

Alguns estudos sugerem que a microcistina podar anmo uma
substéncia promotora de tumor (apesar de ndo cac8acer
diretamente, estimula a proliferacdo de célulazerasas). De acordo
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com Svitev et al. (2010), além de promotora de tumor, alNRQpode
atuar como iniciadora de tumor, o que é baseadfatoode que esta
substancia pode induzir a danos no DNA, seja pgerdgao direta com
0 DNA ou por mecanismos indiretos através da foémate espécies
oxigénicas reativas. Comparada a nodularina, eoxiaa hepatotoxica,
a microcistina mostra-se levemente menos potent® gomotora de
tumor (BRIAND; JACQUET; BERNARD, 2003).

2.4 PROCESSOS OXIDATIVOS APLICADOS AO TRATAMENTO
DE AGUA

2.4.1 Oxidacao Quimica

Por definicdo, a oxidagdo é um processo quimicactanizado pela
perda de elétrons por uma molécula, &omo ou imte Brocesso
envolve reagdes de quebra de ligagbes quimicasraagdo de elétrons,
0s quais séo transferidos do contaminante paramte@gxidante. Dessa
forma, o contaminante é oxidado e o oxidante (aceg¢ elétrons)
reduzido (REGENESIS, 2007). De acordo com ParsdWileans
(2004), a oxidacdo pode ser gerada a partir de astop inorganicos,
em que se tem a remocao de elétrons para produzinaior estado de
oxidac&o; ou de compostos orgéanicos, em que a oagid do material
carbonaceo com o oxigénio produz um composto mxagenado.

No tratamento de agua e aguas residuérias, o jmincbjetivo da
oxidacdo quimica € a mineralizacéo, a qual é difinomo a conversdo
de um poluente organico em dioxido de carbono jC@gua e
moléculas inorganicas simples ou, ao menos, emufredmenos
agressivos (ANDREOZZI et al., 1999; PARSONS; WILNS, 2004).
Os oxidantes mais comumente empregados no tratarderdgua séao:
perdxido de hidrogénio @@,), ozdnio (Q), cloro (C}) e permanganato
de potassio (KMng). Ozénio e perdxido de hidrogénio, em particular,
mostram-se eficientes quanto a remocdo de matégdnica e
minimizagdo na formacgédo de trihalometanos (THMsjue os tornam
oxidantes potenciais em substituicdo ao cloro. Goraplicacdo do
0zbnio, alguns funcionais ha MON podem ser oxidadesim como o
oxidante pode transformar a MON de um carater fotlico para um
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caréter hidrofilico, reduzindo a formacéo de toamttanos§WIETLIK

et al., 2004). O kD, é normalmente empregado em conjunto a radiacéo
ultravioleta (UV) (oxidacdo fotoquimica), uma vemeqo principal
mecanismo de degradacdo se deve aos radicais ildf®H), gerados

a partir de sua decomposicdo fotoquimica. A apdicaconjunta do
processo UV/HO, e G; é igualmente possivel, podendo-se obter uma
maior eficiéncia de degradacéo.

2.4.2 Mecanismo de acdo dos oxidantes quimicos na remocée
microrganismos

Quando um oxidante é usado como biocida, diferemesanismos
de acdo podem ser considerados (MAILLARD, 2002; MR et al.,
2003; ASANO et al., 2007). De acordo com Mailla20@2), trés niveis
de interacdo podem ser descritos: (1) interacdoa®romponentes da
parede externa da célula; (2) interacdo com a n@malwitoplasmatica;
e (3) interacdo com o0s constituintes citoplasmétigssas interacdes
podem ocorrer em um ou em todos os niveis. Quagelates oxidantes
nao-especificos sdo usados (ex. diferentes formadodo) a estrutura
mais externa da célula (parede celular e membridwglasmatica) séo
as primeiras a ser atacadas (MORATO et al., 20@&)bora a
viabilidade celular possa néo ser afetada, a madaadidrofobicidade
é visivel (MAILLARD, 2002).

Com o rompimento da parede celular, a membranplagmatica e
0s constituintes internos da célula sdo atacadosorfipimento da
membrana citoplasmatica, mesmo que a parede cehdlar seja
rompida, induz a liberagdo dos componentes inwérels, devido a
mudancas na permeabilidade, de forma que o oxiqargea ataca-los
interna ou externamente a célula (MAILLARD, 20020RATO et al.,
2003). Alguns estudos indicam que biocidas hidowf#l com baixo peso
molecular (< 600 Da) podem passar através dos pleraglulas gram-
negativas, enquanto outras moléculas de maior pesiecular ou
lipofilicos/hidrofilicas sdo impedidos, difundinde- através da
bicamada da membrana externa (DENYER; STEWART, ;1998
MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Dessa forma, apesar idardcéo
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dos constituintes intracelulares, danos na pared@dulac do
microrganismo nédo seriam verificados.

2.4.3 Ozonizagao

A ozonizacdo no tratamento de aguas comecou atiieada na
Europa durante o final dos anos de 1880, sendobni@zmpregado
como um agente antibactericida, rapidamente reoiihepor sua
eficiéncia (BROOKE, 2009). Entretanto, de acordanco referido
autor, o principal objetivo da ozonizacdo ndo grenas a desinfeccao,
mas também a reducéo do sabor e odor em aguaastecimento.

Na maioria das plantas de tratamento, o ozoénioilzagio em
multiplas aplicagbes. Quando o objetivo é a oxidagé ferro (Fe) e
manganés (Mn) livres ou se considera a melhoriaprozesso de
coagulacdo, o ozbnio é usualmente instalado ndoimfa planta de
tratamento (pré-ozonizacdo). A aplicacdo do oz@mds a etapa de
sedimentacdo ou antes da etapa de filtracdo, deadmiozonizacao
intermediaria, tem como principio melhorar a eficia da adsor¢éo
(CAG - carvao ativado granular) ou filtracdo e paeontrole de sabor
e odor (BABLON et al., 1991a; RAKNESS, 2005). O dsoozonio em
ambas as posicbes também pode ser considerado. l&rtasp de
tratamento que ndo possuem sistema de filtrac@adnio é utilizado
primariamente para a desinfeccdo de microrganistandp a oxidacéo
como um beneficio secundéario (RAKNESS, 2005).

A forte natureza eletrofilica do ozénio Ihe conférabilidade de
reagir com uma ampla variedade de grupos funciopaignicos,
incluindo duplas e triplas ligagbes carbono-carbaaldaticas e
aromaticas, grupos funcionais organometalicos,ndaacom algumas
ligacdes carbono-cloro (NOYES, 1991). Compostosfatalbs
insaturados reagem mais rapidamente com o ozOnuwosparado a
hidrocarbonetos saturados, assim como compostapaticos com
grupos doadores de elétrons (OH e,)Ntdm reacdo mais rapida do que
guimicos aromaticos com grupos receptores de NG e Ch)
(BABLON et al., 1991b; MASTEN; DAVIES, 1994). Derfoa geral,
os aldeidos reagem mais rapidamente do que osisleods Acidos
carboxilicos mostram-se essencialmente ndo reatteos o ozoénio.
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Hoigné e Bader (1983 apud MASTEN; DAVIES, 1994e)nsideram
que quanto mais clorado um composto, menos facibrela é oxidado.
Noyes (1991) destaca que devido a natureza n&ivaalias reacdes de
ozonizacdo, deve-se considerar que 0s niveis deeotracdo de
contaminantes ndo perigosos, mas oxidaveis, narterde alimentacao
seja reduzida tanto quanto possivel no tratamegtoq

O oz6nio é caracterizado como um oxidante fortanepoderoso
desinfetante. Assim como outros oxidantes empregadara o
tratamento de agua, o ozénio é instavel em aguare eacdes com
alguns componentes da matriz (VON GUNTEN, 2003).pOnciais
de oxidacdo dos oxidantes e desinfetantes mais rss0ociados ao
tratamento de 4gua sao listados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Potenciais oxidativos de oxidanteszatibs para o tratamento de
agua.

Espécies Potencial de oxidagdo (V)
Radical hidroxila ‘OH 2,80
Ozbnio Oy 2,07
Perdxido de hidrogénio H,0O, 1,76
fon permanganato MnO, 1,68
Acido hipocloroso HOCI 1,49
Cloro Cl, 1,36
Acido hipobromoso HOBr 1,33
Bromo Br, 1,07
Acido hipoyodoso HOI 0,99
Diéxido de cloro ClO, (aq) 0,95
lodo I, 0,54
Oxigénio 0O, 0,40

Fonte: (SHAMMAS; WANG, 2005)

Em uma solugdo aquosa, o ozdnio pode reagir comeredies
compostos a partir de dois mecanismos de reacdintaks reacao
direta, em que o omolecular reage diretamente com o composto; e
reacdo indireta, em que os radica®H formados a partir da

! Hoigné, J. The chemistry of ozone in water. In:Sucki (ed.). Process
Technologies for water treatment. New York: Plen@f888. p. 121-143.
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decomposicdo do o0zbnio sdo responsaveis pela reagéo o0s
compostos organicos (BABLON et al., 1991b; GOTTSCKA
LIBRA; SAUPE, 2010). Vérios segundos apés a intgddudo ozénio
na agua, parte deste reage imediatamente com ostitgioies
dissolvidos na agua, e outra parte se decompdefqramar os radicais
(TAKIC et al., 2004). Na Figura 2.7 tem-se representasiodas
mecanismos possiveis de oxidacdo com o uso domzoni

Figura 2.7. Modelo de reacédo direta e indireta dén. (S: sequestrador; R:
produto da reacdo; M: micropoluente)
M
Reacdo direta \
O — > Mg

Iniciagao l OH
Reacdo indireta M oxid

Oz\ ‘02" > HO; ‘ '\\ -m
/\03 \
Oy «— HOy ‘ Reagso em cadeia 02/‘[
\ 07'
el
ls

Terminagéo ?
Fonte: Adaptado de (GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000)

As reag0es indiretas séo consideradas mais rapidenos seletivas
gue as reacdes diretas, podendo reagir de forngaféawl e rapida com
os diversos constituintes organicos presentes ma. &gon Gunten
(2003) destaca que para diferentes aplicagbes,uas dspécies de
ozbnio (Q molecular e radicai®OH) possuem importancias diferentes.
Enquanto a desinfeccdo ocorre a partir da reacdo coozbnio
molecular, o processo de oxidacdo pode ocorrenmmio de ambas as
espécies oxidantes. Segundo o referido autor,iafdesio e a oxidacao
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podem ocorrer simultaneamente se a reag¢do direta acc@zonio é

responsavel pela oxidacdo. Caso contrario, serapastos mostram-se
resistentes a oxidacéo direta, o 0z6nio é transfdonem radicai®OH,

0 que resulta em uma menor eficiéncia do processoredacao a
desinfeccgéo.

Bablon et al. (1991b) destacam que em reacdesasliret 0z6nio
pode atuar como um agente 1,3-dipolo, um agenteflieo ou como
um agente nucleofilico. Esses trés tipos de reagdn ocorrer em
solu¢des que contenham poluentes organicos. Devidoa estrutura
dipolar, a molécula de 0zbnio reage com composkairados (duplas
ou triplas ligagbes) tendo-se a formacdo de umeutest ciclica
chamada de ozonido (mecanismo de Criegee). Quandsoducao
protdnica, esse ozonido primério gerado se decorepdeompostos
carbonilicos (aldeidos e cetonas) e ions hibridompostos quimicos
eletricamente neutros, mas com cargas opostas fenerdes atomos)
que podem se converter em compostos carbonilicpgeréxido de
hidrogénio. As reacdes eletrofilicas sao restataftios moleculares que
apresentem elevada densidade eletrbnica e primzpé em solucdes
cuja presenca de determinados compostos aromaejasverificada.
Compostos aroméaticos que sdo substituidos por grdpadores de
elétrons (OH, NH e compostos similares), apresentam uma elevada
densidade eletrénica nos carbonos localizados osisgesorto e para
e, portanto, sdo mais reativos com 0 0zénio ngstsisdes. Compostos
aromaticos substituidos por grupos receptores éeops (—COOH e —
NO,), por sua vez, apresentam baixa densidade eledrdreagindo
fracamente com o ozdnio. Para estes compostos;asdoterizadas as
reacBes nucledfilicas.

A reacdo indireta no processo de oxidagcdo com ozéubnsiderada
mais complexa se comparada a reacéo direta. Tiegermes etapas sdo
consideradas na reacgdo: iniciagdo, propagacao eeiaca terminagao
(Figura 2.7). Gottschalk, Libra e Saupe (2000) desn a sequéncia
das etapas no processo. A iniciacdo corresponddeeaimento do
ozbnio, acelerado por iniciadores, como por exemiaps hidroxido
(OH), tendo-se a formacgdo de um anion superéxigo) (© um radical
hidroperoxil (HQ") (Eg. 2.1). Acima do equilibrio acido-base, o catli
HO," forma um anion & (Eq. 2.2).
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O,+OH™ - O, +HO," (k,= 70 M™s") (2.1)

HO,” « O, +H" (pK.=4,8) (2.2)

Na segunda etapa (reagdo em cadeia), 0 anjorréage com o
ozbnio para formar um anion ozonidos;({) o qual se decompde
imediatamente via triéxido de hidrogénio (K)Opara um radicalOH
(Eq. 2.3 a 2.5). Na reacao global, trés molécuta®©gdproduzem dois
radicaisOH (Eq. 2.6).

0,+0,” - O, +0, (k,=1,6x16 M™" s (2.3)
HO,” » O, +H" (pKa=6,2) (2.4)
HO,” - "OH +0, (ks = 1,1x16 M™*-s") (2.5)
30,+OH +H"™ - 2'0OH +40, (2.6)

Os radicais’OH formados reagem com o o0zbnio conforme as
equagdes 2.7 e 2.8. Os radicais,Hormados podem iniciar novamente
a cadeia de reagbes (Eq. 2.2). Ainda outros meuasidde reacgdo
podem ser obtidos nesta etapa.

"OH+0, - HO," (ks=2,0x16 M™"-s") (2.7)

HO,” - O, +HO,  (ks=2,8x1ds? (2.8)

Na etapa de terminagéo, algumas substancias oagémioorganicas
reagem com o radicdDH para formar radicais secundarios que néo
produzem radicais superéxidos (H0,") (Eg. 2.9 e 2.10). Essas
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substancias (“sequestradores”) tendem a encegadeia de reacbes e
inibir o decaimento do oz6nio. Reacfes entre dadcais também
podem encerrar a cadeia de reacdes (Eq. 2.11).

"OH +CO,” -~ OH™ +CO,” (ks = 4,2x1 M%-sY) (2.9)
"OH +HCQ,” -~ OH™ +HCO;" (k,=1,5x10 M™*s")  (2.10)

"OH+'OH, - O, + H,0 (kg = 3,7x16°M™. 5" (2.11)

No tratamento de agua, a aplicagcao do ozénio pedeealizada para
diversos propoésitos: desinfeccdo e controle desalgaidacdo de
poluentes inorgéanicos (ferro e manganés); oxidagimicropoluentes
organicos (compostos que geram sabor e odor, pgekidandlicos e
pesticidas); oxidacdo de macropoluentes; e melhda@iacoagulacéo
(BABLON et al., 1991).

2.4.3.1 Principais fatores que afetam as rea¢des do oz6nio

O nivel de decomposicdo do 0zdnio depende de afgtores, como
temperatura, pH, concentracdo de o0zbnio, e a cbacéo de
promotores (OH e inibidores na 4gua (COD e alcalinidade) (T@kit
al., 2004). A eficiéncia do ozoénio na degradacaecaltaminante alvo
serd determinada em funcdo das condicbes de desmdpodo
oxidante. Dependendo da qualidade e da quantidadeothpostos
oxidaveis e também de fatores como temperatura pbhcentracdo de
"sequestradores” o tempo de reacdo pode mudar WBPGEegundos
para alguns minutos (CSEFALVAY; NOTHE; MIZSEY, 2007

Efeito da Temperatura

A temperatura tem efeito direto sobre a solubiledalo ozénio.
Temperaturas elevadas tendem a reduzir a solutdlida oxidante na
agua. Por outro lado, a decomposi¢éo do ozdniaieermais rapida em
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temperaturas mais elevadas (CSEFALVAY; NOTHE; MIXSR007;
ERSHOV; MOROZOQV, 2009) e a taxa de reagdo do oz@oim o
substrato também tende a aumentar (BABLON et @B}, uma vez
que sua habilidade de oxidacdo aumenta. Gottschidlka e Saupe
(2000) consideram que um aumento da temperaturaCefC tende a
dobrar a taxa de reagdo do oz6nio. Bablon et 8B1(ldestacam que
um aumento na taxa de destruicdo de microrganigingsralmente
associado ao aumento de temperatura da agua, degaiteoria de
Hoff-Arrhenius. Nesta teoria, considera-se quengperatura determina
a taxa pela qual o desinfetante difunde atravéssujgerficie do
organismo e a sua taxa de reacdo com o subsifatoperaturas muito
elevadas, no entanto, tendem a reduzir a efici@yhokzml do processo de
oxidagéo, em virtude da reducdo da quantidade @ai@zisponivel
para a ocorréncia da reacao (YASAR et al., 200@saY et al. (2007)
observaram reducdo na eficiéncia de remocédo de DdEthanda
guimica de oxigénio) quando a temperatura aumedagd®0 para 60 °C.
Cséfalvay, Nothe e Mizsey (2007) avaliaram a inflié da temperatura
na decomposicdo do ozbnio e observaram reducaoempot de
decomposi¢do com o aumento da temperatura. Em tatapede 8 °C
0 0z6nio desapareceu completamente apds 600 sardnga 27 °C o
desaparecimento do ozénio ocorreu em cerca de .2D@ssa forma,
guantitativamente, o 0z6nio torna-se menos disgbrpgara oxidacao
em temperaturas muito elevadas.

Efeito do pH

Como destaca Von Gunten (2003), o pH da agua édsvado um
fator importante devido a presenca dos ions hidoxos quais sdo
responsaveis pela etapa de iniciagcdo na decompod@azonio (Eqg.
2.1). O aumento na concentracdo de ions @hlvirtude do maior pH
na 4gua, tende a acelerar a fase de iniciacdocdengesicdo do ozdnio.
Considerando que os radic&®H apresentam potencial oxidativo mais
elevado e sdo menos seletivos em comparacdo a@ andfecular, a
taxa de reacdo com os constituintes tende a seerdada. Ershov e
Morozov (2008) observaram um aumento substancialtaxa de
decomposicdo do 0zbnio quando o pH aumentou dead&asendo o
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valor de pH na solucgédo restabelecido apds a compitomposicédo do
0zbnio. Em estudo posterior, Ershov e Morozov (2@iervaram que
a concentracdo de 0zonio em solucéo (0,8 mrifpldiminuiu cerca de
90% em aproximadamente 100 horas em pH 1,7. Cammersto do pH
para 7,9, a decomposicdo completa ocorreu em aEhasin. Os
autores indicaram a seguinte relacdo entre a tangtante e o pH: 0,023
L-mol*-s em pH 1,0; 0,038 L-mdls* em pH 3,0; 0,57 L-mdis’ em
pH 4,7; 2,64 L-mét-s* em pH 6,0 e 12,93 L-nidls* em pH 7,9.
Normalmente, sob condi¢Bes de baixo pH (inferid) a reacdo direta é
predominante, enquanto em pH alcalino, acima de t®acao indireta é
dominante. Ambas as reag¢bes podem ser encontradasiajo pH é
préximo a neutralidade (GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPH)QD).

Compostos sequestradores de radica@igl (“Scavengers”)

Como mencionado anteriormente, “sequestradores’sghstancias
gue competem com outras substancias pela reacdo<omdicaiSOH,
limitando, dessa forma, a acdo do oxidante. Dergsas substancias, a
matéria organica natural (MON) e espécies -carbdaata
(COs¥ e HCQ)) sdo destacadas.

A MON pode afetar a estabilidade do ozénio diretabmea partir de
sua reacdo direta com a molécula de¢ @q. 2.12 e 2.13) ou
indiretamente, através do sequestro dos radicis(Eq. 2.14 e 2.15)
(VON GUNTEN, 2003). Como destacado por Cséfalvayjthd e
Mizsey (2007), os radicai©OH apresentam taxa de reacdo constante
mais elevada com os “sequestradores” do que combdai@m Se 0
“sequestrador’ presente reage com os radi€@i$, o consumo de
ozbnio pode ser determinado pela concentracdo dogpanentes
oxidaveis e a taxa de reacéo do ozbdnio pode seuladh a partir da
dependéncia do tempo pela concentragéo de ozénio.

O, + MON - MON,, (2.12)

O, + MON - MON™ +0O,"" (2.13)
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"OH + MON — MON’ +H,0/OH" (2.14)

MON’ +0O, — MON-0, — MON*+0,” (2.15)

Em relacdo as reacdes do radi€@H com a MON, Von Gunten
(2003) destaca a origem de dois efeitos na estatidi do oz6nio. Apds
a reacdo, a fracdo de MON leva a formacdo de iadiemtralizados
(Eq. 2.14) que, ao reagirem com o oxigénio reswoiétaformacéo de
radicais superoxidos (Eq. 2.15), 0os quais reagguritamente com 0
0z6nio para formar radicai®H novamente.

A presengca de carbono inorgéanico na forma de catbsne
bicarbonatos tende a reduzir a eficiéncia da oagéiz. As reacbes de
inibicdo das reacBes indiretas com os carbonatbgabonatos sdo
indicados nas equacgfes 2.16 e 2.17. Gottschalka lebSaupe (2000)
destacam que, embora as taxas de reacdo sejaverakzite baixas em
comparacdo as taxas de reac¢do de compostos org&oicpo radical
‘OH, a reacdo do carbono inorganico com o rad@dl ndo deve ser
negligenciada, uma vez que esses compostos esEenf@Es na agua em
concentracdes relativamente elevadas. Ainda dela@mm os autores,
0 aumento na concentracdo de carbono inorganide @meduzir a taxa
de reagcdo com compostos organicos, mas, por oatlo, Ireduz
igualmente o decaimento do 0zb6nio, de forma queidagdo direta do
substrato organico torna-se mais importante.

"OH+HCQO, - CO,” +H,0 (2.16)
kOH, HCO = 8,5x 16 M_l'S_l

"OH+C0O” - CO,” +OH"~ (2.17)
kOH, co=3,9X 16 M_l'S_l
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2.4.3.2 Ozonizagdo aplicada a remocdo de cianobactérias
degradacao de cianotoxinas

A eficiéncia do ozbnio como um oxidante capaz demover a
degradacdo de cianotoxinas dissolvidas tem sidagd em alguns
estudos na literatura. Elevadas remocgOes sédo @lolseyv para
microcistina  (ROSITANO; NICHOLSON; PIERONNE, 1998;
ROSITANO et al., 2001; SHAWWA; SMITH, 2001; BROOKé al.,
2006; ONSTAD et al.,, 2007; MIAO; TAO, 2009; AL MOMM;
JARRAH, 2010), anatoxina-a (ROSITANO et al., 2081; MOMANI,
2007; ONSTAD et al., 2007), e cilindrospermopsi@NETAD et al.,
2007). Para saxitoxina e seus andlogos, a eficiétai ozonizacéo é
reduzida ou mesmo nula (ROSITANO et al., 2001; ORRNES;
HAMILTON, 2004; BROOKE, 2009).

Como observado, a microcistina é a cianotoxina neaisidada
guando se avalia a eficiéncia de degradacdo deotoidnas por
diferentes oxidantes, tendo-se observado em tosl@stodos, elevadas
remogcdes deste contaminante. Brooke et al. (200&erearam
decréscimo da concentracdo de MC-LA e MC-LR panmzaade dois
mananciais distintos com o aumento da dose de @mzdendo-se
completa remocédo da toxina com dosagem de ozoniyXeng-L* a
partir de uma concentracdo inicial de toxina deodpradamente 40
1g-L* de MC-LR eq. Miao e Tao (2009) obtiveram remocgigseriores
a 89,3% e 95,7% para MC-RR e MC-LR, respectivamentgartir de
uma concentrac&o inicial para cada variante daaogiual a 1;g-L" e
para uma dosagem de 5 mgD".

Devido ao seu elevado potencial oxidativo, seja ccomzdnio
molecular (2,07 V) ou como radica®H (2,80 V), o 0z6nio apresenta
uma taxa de degradagdo de toxinas muitas vezesisugede outros
oxidantes, como o cloro. Em um estudo de degraddea®C-LR,
ANTX-a e CYN com ozbnio, cloro, diéxido de clorppermanganato de
potassio em agua natural e pH 8, realizado porifoel et al. (2007b),
diferencas significativas entre as taxas de degéadforam observadas.
Valores de 4,1x10357, 33,0 e 1,0 M s’ foram encontrados para MC-
LR, para oz6nio, permanganato de potéssio, clad@dxdo de cloro,
respectivamente. Para as demais toxinas (ANTX-&rH)Ca mesma
tendéncia foi mantida. Al Momani e Jarrah (201Q3liavam de forma
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mais ampla o efeito da temperatura e do pH nadaxdegradacéo de
MC-LR e MC-RR. Esses pardmetros sdo importante) gue, assim
como a presenca de outros constituintes, podemamlte taxa de
decomposicdo do ozénio e a eficiéncia de degraddgdoxina. Como
observado pelos autores, menores eficiéncias decBenpara ambas as
toxinas foram obtidas em pH alcalino, sendo a tdeadegradacao
consequentemente menor com o aumento do pH. ParhRVIQor
exemplo, uma taxa constantd e degradacéo de 6,79%1a™ s* foi
obtida a pH 2, superior a taxa encontrada em pHglh| a 3,49x1d
M™.s' a 20 °C. Um decréscimo ainda maior foi observadea p
MC-RR, cuja taxa de degradacao reduziu de 2,45pa6 4,96x10M"
1.s'. O comportamento descrito sugere que a toxinaetangagir mais
fortemente com o 0zdnio molecular do que com ogasmlOH. Em
relacdo a temperatura, 0s autores observaram umendoimna
degradacdo das toxinas quando a temperatura aumdet®0 para
35 °C.

Considerando que o ozénio, de forma geral, € umtagexidante
nao seletivo, qualquer constituinte organico priesen meio podera ser
atacado, o que implica em uma competicdo entre xaaoa ser
degradada e os demais compostos organicos (FALCORER). Por
esta razdo, a dosagem de o0zdnio aplicada deve fisterstemente
elevada a ponto de satisfazer a demanda em ozéracapoxidacao do
material org&nico na Agua e resultar em uma remogafiavel de
toxinas. A menor eficiéncia de degradacdo de migtina na presenca
de COD foi avaliado por Brooke et al. (2006) e M&adao (2009).
Utilizando duas fontes naturais de agua (conceitrde COD de 5,3 e
19,9 mg-[Y), Brooke et al. (2006) observaram ser necessaria u
dosagem de 0z6nio quatro vezes maior para a aguaamacentracéo de
COD mais elevado para que a remogéo completa Bas$o(40 pg- L
de MC-LR eq.) fosse obtida. Miao e Tao (2009), ealiacdo com agua
ultra-pura com diferentes concentracdes de COD @ mg-L") e
dosagem de ozonio de 3 mg;Ltambém observaram uma maior
concentracéo residual de MC-RR apds 10 min de tesepoontato e
residuais de 0zénio menores quanto maior a coragidtrde COD no
meio. Como destacado por Brooke et al. (2006),uaidpde da agua
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nao se torna limitante na degradacéo de toxinasdgua concentracao
de ozbnio residual disponivel é adequada.

Estudos de degradacdo de toxina intracelular esecpentemente,
dos efeitos do oxidante na estrutura celular denobiactérias,
principalmente para o 0z6nio, sdo ainda bastastgtos. Para este tipo
de avaliacdo, considera-se a pré-oxidacdo comoegsoc utilizado.
Estudos com a aplicagdo do ozdnio para esta faddiddestacam a
reducdo nos valores de clorofila-a e a destruigdocglulas quando da
aplicacdo de determinadas doses de o0z6nio, comervalo®s nos
estudos realizados por Miao e Tao (2009) e Li.gR8l11). Miao e Tao
obtiveram méaxima redugdo na concentracdo de d@f{91%) para
M. aeruginosacom a aplicacdo de 5 mgQ ™~ (concentracédo inicial de
clorofila-a ndo informada pelo autor). Em adi¢cé®,antores indicaram
gue a interacdo entre o 0z6nio e as células delmatérias resultou em
uma visivel destruicdo da parede celular das ciattébas para dose
mais elevada (5 mg@L™). Li et al. (2011) procuraram avaliar o efeito
do pH na reducdo de clorofila-a também paa aeruginosa e
observaram um aumento na eficiéncia de remoca@Bdepara 86,7%
guando o pH foi aumentado de 3 para 9, consideram#oconcentracdo
inicial de clorofila-a de 1600 pgLe dosagem de ozdnio de 0,752
mg-L* em fluxo continuo. O aumento na remocéo de claraficom o
aumento do pH deve-se ao fato da manutencéo ctastamm residual
de ozénio, devido ao fluxo continuo de, @nesmo na presenca de
"sequestradores” dos radic&dH. O nimero de células remanescentes
néo foi indicado em ambos os estudos.

A maior preocupacdo quando se avalia 0 empregad@axdacao
no tratamento de 4gua com a presenca de algan@ba@érias, é a
inerente capacidade de lise celular do oxidantex@Cdestacado no item
2.4.2, o oxidante tende a atacar a parede celalarghnismo e, mesmo
que ndo haja o rompimento da estrutura externgragfies na
permeabilidade da célula e o rompimento da membpasmatica
resultam na liberacdo de compostos intracelulaf@smo outros
oxidantes, o o0zbOnio ira atacar primeiramente a deareelular e a
membrana plasmética através da oxidacdo de glicopes e
glicolipidios ou de certos aminoacidos como o d¢fgaho e a rapida
morte celular apds a ozonizagdo pode ser atribpioaeiramente a
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mudancas na permeabilidade celular e, em seguit,lipe da célula
(GREENE; FEW; SERAFINI, 1993; MORATO et al., 2003).

A liberacdo de compostos intracelulares (matériyamica
intracelular - MOI), além de toxinas, a partir dddacdo das células,
tende a aumentar a concentracdo de carbono orgéingmvido (COD)
na agua e, dessa forma, contribuir para a formdeasubprodutos da
desinfec¢do, quando da aplicacdo de cloro ao filmlprocesso,
destacando-se a formacéao de trialometanos (THM)desihaloacéticos
(HAA) (PLUMMER; EDZWALD, 2001; HONG et al., 2008;ANG et
al., 2010b). Miao e Tao (2009) observaram um aumnena
concentracdo de COD da suspensdo algal de 0,34 ‘mfsém
ozonizac&o) para 1,03 mg'L1,98 mg-I! e 2,56 mg-I! quando
dosagens de Qiguais a 1, 3 e 5 mg-. respectivamente, foram
aplicadas. O mesmo comportamento foi observaddipang, Cheng e
Cheng (2008) para as espéci@scillatoria tenuisae M. aeruginosa
Além disso, um consumo de o0zb6nio significativamemntaior &
observado quando se compara a oxidacdo de célulasxieas
separadamente, como observado por Hoeger, Dietitititefeld (2002).

A capacidade de degradacao da toxina intracelpds a oxidacao
da célula deve ser igualmente considerada na e#faliala pré-
ozonizagéo de cianobactérias. Dos estudos avaliadosente Hoeger,
Dietrich e hitzfeld (2002) fazem uma referénciargoa degradacao de
toxinas, verificando que para maiores densidadesétidas, maiores
doses de o0zdnio eram requeridas. Uma avaliacdoapesfundada para
a pré-ozonizagdo, como observado nos estudos geebal. (2007) e
Zamyadi et al. (2010) com a pré-cloracédo de céldéasianobactérias,
considerando a liberac@o e oxidacdo de toxinawiabdlidade celular
dos organismos, nao foi encontrada.

Embora seja consistente a observagédo de que az@né&acao de
aguas com cianobactérias venha a resultar em zoejna qualidade da
agua, se considerado o aumento da concentracdoulusascias
organicas e, consequentemente, a contribuicdo gafermacao de
subprodutos da desinfeccdo ao final do tratamdatopém deve-se
levar em consideracdo que este processo tendeta guie toxinas
possam vir a estar presentes na agua tratada.cBetideracdo é
relevante quando se verifica que o0s processos ooiveis de
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tratamento, na sua concep¢do ndo se mostram &ficiea remogao
destes compostos. Além disso, deve-se ponderaa qu&ozonizacdo é
um processo que necessita de processos subseqientatamento, de
forma que os produtos organicos formados a paatioxddacao sejam
removidos nas etapas posteriores e, uma vez quegdacdo de
toxinas foi obtida no inicio do sistema, outroscgessos de tratamento
avancados tornam-se desnecessarios.

2.4.3.2.1 Acao do oz6nio na molécula de microcistina

A toxicidade da microcistina é associada as dujglasdes presentes
na fracdo Adda (3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-{fEbil-4,6-acido
diendico) da molécula e, portanto, a quebra ddigfasbes resulta na
eliminagdo de sua toxidade (LAWTON; ROBERTSON, 1999
ONSTAD et al.,, 2007). O ozbnio reage com as dupigacbes
conjugadas presentes na metade Adda e com a dygifdd no grupo
Mdha (ONSTAD et al., 2007; WESTRICK et al., 201€dmo indicado
na Figura 2.8. Pequenas diferencas nas taxas dadde§o entre as
diferentes variantes de microcistina podem sebudttas aos grupos
radicais da molécula.

Figura 2.8 Estrutura da toxina MC-LR e sitios de ataque daimzd

piel

Fonte: adaptado de (ONSTAD et al., 2007).
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Em termos oxidativos, o radic@H apresenta um potencial (2,08 V)
superior ao @ molecular (2,07 V). No entanto, a menor seletidela
estabilidade dos radicai®H acabam por reduzir a sua eficiéncia de
degradacdo. Tendo-se em consideracdo a oxidacaniadecistinas,
Onstad et al. (2007) observaram constantes de idatte 5 vezes
maiores nas reagbes de degradacdo de MC-LR comaigdH, se
comparada as reacdes da toxina com o 0zonio matedb entanto, a
estabilidade do radic&DH é desfavorecida em meios com a presenca de
compostos organicos devido a afinidade destes coradicaisSOH. Os
autores destacam que a reatividade seletiva doicozadwlecular
favorece a sua acdo na degradacdo da microcistirebomparacdo aos
radicais’OH. Uma vez que a presenca de radicals é favorecida em
pH alcalino, a degradacéo do composto alvo podesderzida em agua
cuja concentracdo de compostos organicos é elevada.

Poucos estudos na literatura tém avaliado a acdoz8aio na
degradacdo de microcistina, assim como outras dexiguanto aos
aspectos de sua reatividade com a estrutura dazuhlé a formacao de
produtos intermediarios. Al Momani e Jarrah (204.8)iao et al. (2010)
propdem mecanismos de oxidacdo de MC-LR e MC-RR@oabnio e
indicam os intermediarios formados a partir dag@es de oxidagdo. De
acordo com os autores, dois caminhos sdo cons@erad ataque
eletrofilico as duplas ligagbes na parte Adda, coma inicial
hidroxilacdo da molécula (adi¢cdo de dois OH nagdmsiC4-C5 ou C6-
C7) e posterior clivagem da ligacdo e subtracafsadpnento Adda; e a
clivagem do anel com a quebra da ligacao insatudadaminoacido
Adda e a subtracdo do fragmentgOC Como indicado por Masten e
Davies (1994a), a reacdo do 0zonio com os alcersndta na formacéo
de aldeidos, acidos carboxilicos, cetonas e/oudtiéke carbono. J& o
ataque eletrofilico do 0zénio molecular tende arr@coem atomos que
carregam carga negativa, como N, P, O ou carbomrtedfilico. O
ataque indireto pelo radicaDH geralmente ocorre por trés caminhos:
abstracéo de hidrogénio, transferéncia eletronicadicdo de radical,
com a hidroxilagdo do anel aromatico, como foi ole#o por Miao et
al. (2010) como diferencial na degradacdo de MC-RR.

Miao et al. (2010) e Al Momani e Jarrah (2010) desin diferencas
entre os tipos de subprodutos formados e seus kammaon que foi
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relacionado com a concentracdo de toxinas e a desezdnio

empregada nos ensaios. Doses mais elevadas podemecr um

ataque mais agressivo a estrutura da toxina etaeswd formacdo de
fragmentos de menor tamanho. Os caminhos de r¢éadda ou Mdha)

e 0s subprodutos formados a partir da degradac®MCdER e MC-RR

sdo apresentados na Figura 2.9 e na Figura 2.&Peattvamente,
conforme exposto por Miao et al. (2010) em seusdest

Figura 2.9. Caminhos de reacdo e subprodutos edgs da degradacédo de
MC-LR (X = Leu) e MC-RR (X = Arg) por oz6nio no ladAdda da molécula
de microcistina.
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Figura 2.10. Degradacédo de MC-LR (X = Leu) e MCXR= Arg) pelo ozbnio
considerando a fracdo Mdha da molécula de micipaist
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Fonte: adaptado de (MIAO et al., 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste estudo foi desenvolv@®epartamento
de Engenharia Civil, de Geologia e de Minas, ddeéERolytechnique de
Montréal (EPM), Canada. As atividades laboratorfarmm realizadas
nas dependéncias do Centro de Pesquisa, Desengnteira Validacado
para Tecnologias e Processos de Tratamento de @REDEAU -
Centre de Recherche, développement et validatisntetshnologies et
procédés de traitemant des eaux) no quadro deladies do Conselho
de Pesquisa em Ciéncias Naturais e em EngenhaGammda em Agua
Potavel (“la Chaire CRSNG - Conseil de recherchaesseiences
naturelles et en génie du Canada, en Eau Potabt#f)a orientacdo da
professora Bt Michéle Prévost.

A avaliacdo do 0zbnio como processo oxidativo favera remocao
de cianobactérias e degradacdo de cianotoxinascdoisiderada
relevante em virtude das anuais ocorréncias deacms de
cianobactérias em alguns mananciais utilizados patsastecimento de
agua da regido de Quebéc, Canada. A Baia Missjsqo@ grande
incursdo de agua do Lago Champlain e que apresentalmente
elevadas floragGes de cianobactérias, foi utilizzmao fonte de estudo
na aplicacdo da ozonizacdo em amostras reais.

Floracbes de cianobactérias também sao frequerdeBrasil,
inclusive na llha de Santa Catarina, onde a presgegmanente da
espécieCylindrospermopsis raciborskina Lagoa do Peri, manancial
destinado ao abastecimento de agua da Costa LdstaSlha, tem
incentivado o estudo de diferentes processos tentesmto visando a
remocao das células e degradacdo de suas toxiemBge ckles, 0s
processos oxidativos.

3.1CULTIVO DE CIANOBACTERIAS

Uma cepa toxica delicrocystis aeruginoséCPCC 299) e uma cepa
nao téxica deAnabaena flos-aquadCPCC 64), obtidas do Centro
Canadense de Cultivo Ficologico (Canadian Phyco#bgiCulture
Centre) foram cultivadas em laboratério. Ambas apas foram
cultivadas em meios inorganicos de crescimentajcencepa dé.
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aeruginosacultivada em meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964) (Ape
A) e a cepa dA. flos-aquaeem meio de cultivo BG-11 (RIPPKA et al.,
1979) (Anexo B). Para o meio BG-11, uma aliquota del de solucao
de vitaminas foi adicionada para favorecer o cmasoto da espécie
(GUILLARD; RYTHER, 1962). O cultivo foi incubado enémara com
temperatura controlada em 26+1 °C, aeracdo comstagbb regime de
foto-periodo (2 12h luz/12h escuro) com uma interdgdaiminosa de
70 pmol-8-m* (Figura 3.1). Para evitar contaminagdes, todo t@riah
utilizado, assim como o0s meios de cultivo, foi ektado por
autoclavagem e as operacdes realizadas em condg@ssepsia.

Figura 3.1. Local de cultivo das cepasl\dieaeruglnosaeA ros -aquaeEm

Qe

A. flos-aquae M. aeruginosa °
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Visando monitorar o crescimento das espécies deoluitérias
cultivadas, amostras dos cultivos foram recolhilasintervalos de 3 a
4 dias para caracterizacdo. A avaliacdo foi id@iaonsiderando uma
propor¢cédo de indculo de 10% em relagdo ao volura te meio de
cultivo. Foram considerados os seguintes parametesta avaliacdo:
densidade dptica a 730 nm (@ (HUANG et al., 2009), pH, numero
de células, viabilidade celular (BacLi§¥), carbono organico
dissolvido (COD) (extracelular e total) e carbomgamico total (COT),
além da concentracdo de toxinas, avaliada somemge g espécid.
aeruginosa uma vez que a espéck flos-aquaese mostrou nao
produtora de toxinas. Os cultivos para esta av@idgram mantidos
nas mesmas condi¢des experimentais descritasanerite.

Para 0s ensaios de o0zonizagdo, 0S microrganismosfasm
exponencial ou estacionaria (aproximadamente 2 dbacrescimento)
foram separados por filtragdo em membrana de eiulmse com
porosidade de 1,2 unM( aeruginosa e 10 um A. flos-aquag Em
seguida, as células foram ressuspendidas em tabwatm a pH 7 e
quantificadas por microscopia O6ptica, utilizando aurndmara de
contagem Sedgewick-Rafter. A partir desta contagemlume
equivalente ao numero de células desejado eraomdid a agua de
estudo.

3.2MANANCIAL PARA COLETA DE AGUA SUPERFICIAL

Visando avaliar a aplicagdo do 0zdnio na remocéaciatebactérias
e degradagdo de cianotoxinas em ambiente natwr@mfrealizadas
coletas de agua da Baia Missisquoi entre os mesadht e setembro
de 2011, periodo em que foi observada a ocorrélecelevada floracdo
de cianobactérias neste manancial.

A Baia Missisquoi é caracterizada como uma lagea (em média
2,3 metros de profundidade e 77,5 *kmle extensdo superficial)
localizada no extremo norte do Lago Champlain, wedidia por uma
fronteira internacional que separa o Estado de Wetn{Estados
Unidos) e a Provincia do Quebec (Canada) (BECHK. e2@l12) (Figura
3.2).
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Figura 3.2. Mapa da localizagéo da Baia Missisgagyor¢ao norte do Lago
Champlain (a) e fotografia do local (b).

+ Bedtfard
of Quebec, Canada
Richforde

+Tutten

+Swanten Sreshig

Vermont

Fonte: imagem da internet (http://.google.coe e arquivo

pessoal.

A presenca de cianobactérias neste ambiente énaental verificada
nos meses de verao, com um aumento expressivonsiddde destes
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organismos com o decorrer dos anos. Beck et al2j2@lacionam o
visivel aumento na eutrofizacdo da Baia Missisgieside 1980 a um
aumento proporcional da concentracdo de fésfoed twiste ambiente,
tendo-se observado um incremento de aproximadari8fteno teor de
fésforo entre os anos de 1979 e 2009 (concentraédiia de 50 pg-h),
com origem principal a partir de fontes ndo porstligadas a atividades
agricolas. Desde o ano de 2001, a ocorréncia dascfles de
cianobactérias na Baia Missisquoi tem comprometideso da agua
para abastecimento e recreacdo, devido a preseacaoxnas
dissolvidas, resultando em um elevado impacto pa@uia da regido.
Caracterizagdes realizadas por Fortin et al. (2@hie 2008 e 2011,
indicam a dominancia de espécies produtoras deoaiitina sobre a
comunidade fitoplancténica do corpo d'agua tant® meses de verédo
guanto de outono, tendo-se identificado a predamsindde espécies
dos géneroMicrocystise AnabaenaPor esta razdo, adotou-se o cultivo
laboratorial de espécies destes géneros para owiddeento do
estudo.

3.3EXPERIMENTOS DE PRE-OZONIZAGAO

O desempenho do ozébnio foi avaliado para ambag@asbactérias,
M. aeruginosae A. flos-aquag considerando-se estudos cinéticos de
consumo de ozénio e avaliacdo do efeito do oxidsobee as células.
Nesta avaliacdo, foram consideradas trés diferaliess do oxidante,
(0,5, 2,0 e 4,0 mg-1), duas densidades de células, 2,5 a,5x16
cel-mL?, e valores de pH inicial de 6 e 8. Os valores idrglicados
foram escolhidos em virtude de serem valores nonerate encontrados
em mananciais e lagos utilizados como fonte detatiazento na regido
de Montréal e da cidade de Quebéc. Este planejaneqerimental
resultou em um total de 24 ensaios de ozoniza¢ém de 6 outros
ensaios nas mesmas condi¢cdes de pH e doses da @uséncia de
células, utilizados como controle. Ensaios similaferam realizados
para avaliacdo da pré-ozonizacdo com a agua néBag Missisquoi).
As condicdes operacionais avaliadas sdo sinteszaal&igura 3.3.
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Figura 3.3. Fluxograma representativo dos expeltiosetie pré-ozonizacdo com
cultivo de células de cianobactérias e floracdaraht
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Nos experimentos para determinacdo do decaimenta@uo e seu
impacto na viabilidade celular, solucdes estoqu@gE0 - 70 mg- L)
foram preparadas a partir da difusdo de oz6niosgasm agua ultra-
pura. O ozénio foi produzido através de um geraddnancada (TG-10,
Ozone Solutions, Inc.) com capacidade de produgdbOdg de @por
hora a 2 LPM (litros por minuto) utilizando oxigénpuro a uma
presséo de 0 a 100 psi. O frasco contendo aguapulta foi mantido
sob resfriamento constante a 4 °C, de forma a maaina dissolucéo
do gas na agua. O sistema de producao de ozéréprésentado na
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Figura 3.4. De forma a evitar que o excesso deiozimoduzido no
sistema fosse liberado para a atmosfera, promavea-suebra das
moléculas de @através de sua passagem por uma solucdo de ieleto
potassio (KI) a 2%, com a formagédo de uma molédal& (Eq. 3.1).
No momento do uso da solucdo estoque de ozonias prgduzido pelo
gerador era direcionado para um sistema de de&ruic

KI +O,+H,0 - I, +0, + KOH (3.1)

Figura 3.4. Sistema de ozonizagdo com borbulhantmtizdnio produzido em
um sistema contendo &gua ultra-pura sob resfriament

@) e

@)

()

(6) |

L—

(1) Cilindro de Q (3) Painel de controle (5) Saturagdo de agua corg O
(2) Ozonizador (4) Destruidor de @  (6) Armadilhas com solucgédo de Ki

A concentracdo da solugdo estoque de o0zbnio, aesimo a
concentracdo de ozdnio residual nas amostras fdetarminadas de
acordo com o método colorimétrico 4509{@PHA, 2005) utilizando o
reagente indigo trisulfonat@sfon,=20.000 M'-cmi'). A molécula de
indigo contém apenas uma dupla ligagdo C=C, o gssilglita uma

PPGEA - Engenharia Ambiental (2012)



Capitulo 3 -Materiais & Métodos 83

reacdo direta com o o0zbnio em elevada taxa de age@ddgura 3.5)
(GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000). As amostras foram
analisadas a 600 nm em espectrofotdmetro (Cary\i&@an) em uma
célula de quartzo de 1 cm (para quantificagdo dmiozna solucdo
estoque) ou 2 cm (para determinacdo do residuabzmio nas
amostras). A concentracédo de 0z6nio medida é diesite proporcional
a coloracao azul da solucédo de indigo.

Figura 3.50xidacao do indigo trisulfonato pelo ozénio.

indigo trisulfonato
£600nm=20.000 (M/cm)

03
0]
0 Acido isatino sulfénico
SO/ 1§
NH e produtos correspondentes
2 = £600nm=0,0 (M/cm)
(80,-)

Fonte: (GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000).

Os valores de pH inicial foram ajustados utilizassddampao borato
(forca ibnica: 0,05 M), produzido a partir de unm@usédo de acido
bérico 31 g-[* (HsBOs) e hidréxido de sédio 16 g*L(NaOH). As
curvas de decaimento de ozdénio foram monitoradasimnreator de
bancada, em regime de batelada para cada uma dabcdmEs
mencionadas anteriormente (dose de oxidante, detesicelular e pH).
As doses de 0zdnio aplicadas foram administradiasipecao de uma
aliquota da solugcao estoque de o0zbnio, via seridgaetamente na
amostra, mantida sob agitacdo constante. Um béadevidro com
capacidade de 2 L foi utilizado como reator nosairss tendo-se
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acoplado uma tampa em Teflon para evitar a dedgagdio do ozbnio
da amostra (Figura 3.6).

Figura 3.6. Reator de vidro utilizado para os ersde ozonizacao. ((a) reator
sobre agitador magnético; (b) distribuidor pare@tzotle amostra).

Fonte: adaptado de arquivo pessoal

Os valores residuais de ozonio foram medidos agolote um
periodo de 10 min de reacdo a partir da adicdo dd. Fla amostra
(dispenser) a 20 mL de solucdo indigo trisulfonato diferentes
concentragbes (0,02, 1 ou 3%). O uso da solucddndigo nas
diferentes concentracBes era condicionado ao wmdsidlel oz6nio na
amostra. Quanto maior a concentracdo de ozonimrraaiescoloracao
da solugéo de indigo. Assim, a concentracdo dgdnelia reduzida com
o decorrer do tempo de reacéo, em funcdo do mesmual de oz6énio.
Para quantificar a formacédo de radicZ¥d, um reator paralelo foi
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enriguecido com uma solucdo de acido para-cloralemzpCBA) a

200 pg-[* (1,28 uM). Uma sub-amostra de 1,5 mL, retiradangsmo

frasco para determinacédo do residual de ozoniofilfada em filtro

0,45 pm (Millex-HV), sendo os primeiros 0,5 mL dmtados e o
volume remanescente analisado por cromatografiaidiqde alta
eficiéncia (HPLC) (caracteristicas da coluna: Nosie100-5, RP-C18,
150 mm de comprimento, 4,6 um, Macherey-Nagel).adefmovel
consistiu em 60% agua (acidificada a pH 2 cof8®) e 40% metanol
(grau HPLC). A deteccao do pCBA, com limite de date(LD) igual a
0,2 ug-L*, foi realizada utilizando um detector de arrangodibdos a
236 nm (Elite LaChrom, Hitachi). As condicdes cromgaaficas foram
estabelecidas a partir de estudo realizado poreviindotbi e Barbeau
(2010).

O efeito do oxidante sobre as células de cianobastéoi
determinado a partir de medidas de COD extraceluabilidade
celular, contagem de células e concentracéo dea®xX¥l. aeruginosa
em tempos de contato pré-determinados de 0,53,055,0 e 10,0 min.
A reacdo do ozénio com a amostra foi imediatamiiégrompida nos
tempos de contato indicados com a adigdo de umag&wode bissulfito
de sédio 1.000 mg'L (NaHSQ - 2,2 mg/mg® (Eq. 3.2). Os
procedimentos experimentais para a determinacio pdodmetros
analiticos indicados sao descritos nas se¢desua.seg

NaHSQ - Na"+H"*+SO s

3.2)
SO7:+0, -~ SO 4+0,

3.4ANALISES

3.4.1 Contagem, integridade celular e morfologia

A determinacdo do numero de células de cianobastéfoi
conduzida a partir de contagem em microscépio optim camara de
contagem de Sedgewick-Rafter apds a preservacdamdstra com
lugol (APHA, 2005). A contagem de células foi reatla previamente
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aos ensaios de ozonizagdo, visando determinarumeohecessario da
suspensdo de células (obtida a partir de filtraddccultura em fase
estacionaria) a ser adicionado a agua para atendensidade celular
desejada, e para determinar o nimero de célulaanestentes apds o
processo oxidativo. O numero de células por mLrdestra € expresso
a partir da Equacao 3.3, considerando-se o fataldedo agregado.
Para a espécie filamentoga flos-aquage adotou-se inicialmente a
determinacao do niimero médio de células por filaongminimo de 30
filamentos). Devido ao longo comprimento da ciamtéda
filamentosa, procedeu-se a contagem das mesmasuade de area
na camara de contagem (100 JurfFigura 3.7). O nimero total de
cel/mL é estimado a partir do nimero de filamemoistados na area
considerada e multiplicado pelo nimero médio delaglpor filamento
(Eqg. 3.4). Todas as amostras foram preservadasigohdpds a coleta.
Quando dos ensaios com agua natural, a identificacguantificacdo
das espécies de cianobactérias presentes nas asniosém realizadas
em laboratério do Ministério do Meio Ambiente deeDac.

_ N, 1000
C

N (3.3)

onde N é o numero de células por mlL; & o nimero de células
contado; e C € o numero de campos contados.

N = No 2ooann?

F (3.4)
ADIC

onde N é o numero de células por mlg &o namero de filamentos

contado; A é a area de cada campo Imi é a profundidade de cada

campo (mm); C é o nimero de campos contados; e Riéero médio

de células por filamento.
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Figura 3.7. Representagdo esquematica da areaeaptva para contagem de
filamentos deA. flos-aquaeem camara de Sedgewick-Rafter.
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=&
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Filamentos

A avaliacdo da integridade celular antes e apéspasicdo das
cianobactérias ao processo oxidativo foi realizawipregando-se o kit
colorimétrico BacLight” (Molecular Probes, Inc.) (BOULOS et al.,
1999; STOCKS, 2004; BERNEY et al., 2007). O testlBght™
consiste em dois corantes, o corante verde fluenescSYTS 9 e o
corante vermelho fluorescente iodeto de propidip, @ue tém como
principio integrar-se a dupla fita de DNA da ciaactgria. A diferenca
entre os dois corantes é a habilidade de penetdicéada um na célula.
Enquanto o SYT® 9, quando utilizado isoladamente, integra-se ao
genoma de células viaveis e inviaveis, o Pl persimente em células
cuja membrana se encontre danificada, o que @iatdtao maior peso
molecular deste corante. Devido a maior afinidadePdl aos &cidos
nucleicos, quando ambos os corantes estdo presmie da célula, o
SYTO® 9 é substituido pelo PI, tendo-se assim, a prathmmia da
coloracao vermelha na célula (STOCKS, 2004). Déssaa, células
vivas, com a membrana intacta irdo apresentar dho@ncia verde,
enquanto células com a membrana danificada irdceseptar
fluorescéncia vermelha. A visualizacdo das célditasrealizada em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51, com ladgp de
halogénio e filtro FITC/Texas Red (U-N51006), coretetcdo dos
corantes entre 450 e 490 nm. O procedimento expatah utilizado
para a determinacao da viabilidade celular dasobeatérias é descrito
no Anexo C.
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A estrutura morfolégica das cianobactérias antagds a exposicéo
ao oxidante foi observada através de microscopérbeica de
varredura (MEV). As observacdes foram realizadas c@uxilio de um
microscopio eletrdnico de varredura por emissaoasepo (FEG-SEM.
Jeol JISM-7600TFE).

3.4.2 Quantificacdo de carbono orgénico dissolvido

As amostras para determinagdo quantitativa de carlmwganico
dissolvido (COD) procedente das células foramafilils em membrana
hidrofilica de polietersulfona com tamanho médiopdeo de 0,45um
(Supof’ - 450, PALL, USA), previamente lavada com um lid® agua
ultra-pura para remocdo de impurezas. A quantficago COD foi
conduzida com o auxilio do analisador de carborgérico total de
laboratério Sievers 5310C.

Fracbes intra e extracelular de COD foram consitiexa As
amostras de COD extracelular foram obtidas poaiio imediatamente
apos a exposicdo das células ao ozbdnio. Para amlamede COD
intracelular, a amostra foi submetida a trés cidesgelo/degelo para
alcancar o completo rompimento das células e aralfd® das
substancias intracelulares, e entdo filtradas,otesed dessa forma, os
valores em termos de COD total (fracdes intra eaegtular). Todas as
amostras para andlise de COD foram coletadas erarigidivre de
carbono, obtido apds a permanéncia das mesmasremrfwufla a 500
°C por 4 horas. As andlises foram realizadas ineuiente apés a
filtracAo ou preservadas sob refrigeracdo por neim@uma semana
antes da analise.

3.4.3 Quantificacdo de cianotoxinas

A quantificacdo de microcistina antes e apds aapédd deM.
aeruginosapor ozonizagdo foi realizada em termos de conaggir
dissolvida (extracelular) e total (extracelular gtracelular). O
procedimento foi 0 mesmo adotado para a quant#icae COD.

As andlises quantitativas foram realizadas utitiase kit ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (ABRAXIS 520Dféara totas
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as condicdes avaliadas. Devido ao baixo requeromdamtequipamentos
e rapida e efetiva detec¢éo de microcistinas ens@asode agua, o kit
ELISA é normalmente empregado em analises quawdisatembora
forneca apenas valores em termos de toxina totpdguMC-LR eq.),
ndo diferenciando entre as variantes de microeisfinesentes na
amostra. Como descrito pelo fabricante, o testédbaseia em uma
competicao indireta em que a microcistina preseatamostra compete
pelos sitios de ligacdo dos anticorpos anti-Miatita. Com a lavagem
da placa, um segundo anticorpo marcador (anticbiifRB) é adicionado
e a introducdo de uma solucdo de substrato apéseguada lavagem
resulta na formacdo da coloracdo azul, cuja indexsi é inversamente
proporcional a concentragdo de microcistina na &@osA
determinacao quantitativa é obtida apés leiturpldea em fluorimetro
a 450 nm. A Figura 3.8 representa esquematicanemigncipio de
deteccdo em que o método é baseado. As andlisestagiiaas com kit
ELISA foram realizadas com a insercdo direta dasémmas placas, em
duplicata, sem a filtragdo da amostra quando datificacdo de toxina
total.

Figura 3.8. Representagdo esquematica do prindépideteccdo do método de
ELISA com anticorpo conjugado HRP (horseradish xidese) - avaliagdo
indireta.

Suporte

Anticorpo
primario

, \§= Antcorpe
Antigeno secundario
4 Substrato

guimioluminescente

Fonte: imagens da internéttip://www.cyanagen.it/index.php?option=com__
content&view=article&id=2&Itemid=144 adaptado)
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De forma a identificar as variantes de microcisfmaduzidas pela
cepa deM. aeruginosacultivada em laboratorio e possiveis variantes
encontradas na agua natural eutrofizada, foranzaeals analises por
cromatografia liquida seguida de espectrometriandesas a partir de
extracdo em fase sélida em modo on-line (on-lineé 8RC MS/MS). O
método utilizado permite a determinacdo de conagd#s de toxina em
ng-mL! em amostras de 1 mL sem pré-concentracdo. O tefapo
corrida foi de 6,8 min/famostra. Colunas LC HypeBld C18 (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) foram empregadas na e#taon-line (12
pum, 20 x 2,1 mm) e andlises de separacao (1,9 gnx, 31 mm).
Foram utilizadas como fase moével agua com 0,1%citko &6rmico
(Fase A), e acetonitrila com 0,1% de &cido form{Ease B) com
gradiente escalonado. As seguintes variantes deocistina foram
consideradas passiveis de identificacdo: MC-LR (L O ng-L[*), MC-
YR (LD 17,0 ng-[*), MC-LY (LD 1,0 ng-LY), MC-LF (LD 1,0 ng- ),
MC-RR (LD 0,01 ng-[}), MC-LW (LD 9,0 ng-[*) e dmMC-LR (3-
desmethil MC-LR) (LD 3,0 ng-). Anteriormente a insercdo no
aparelho, as amostras foram preparadas adiciorsnd®5 pL de
metanol 100% e 25 pL de padrdo interno (nodularmm& mL de
amostra, sendo a mesma fracionada em trés viatks quadlises em
replicata.

3.4.4 Formacdo de subprodutos

O potencial de formacéo de subprodutos da desi@deagartir das
cianobactérias, considerando-se o efeito da praiegho no aumento
da formagdo destes compostos, foi avaliada nedigdcesForam
consideradas as trés doses de 0zbnio determinadedniente, ambos
os valores de pH e densidade de células igual>d@,sel-mL* para
cada espécie separadamente. As amostras brutanizamas (apos 10
min de tempo de contato) foi adicionado cloro liadficiente para
alcancar uma concentracado de cloro residual d®,2 mg- " apds 24
horas de tempo de contato a 22 °C. Ao final dakiacdo, amostras
para analises de trihalometanos (THM) e &cidosacéticos (HAA)
foram recolhidas em frascos contendo sulfato denamdale forma a
interromper a agéo do cloro com os constituinteardastra, tendo-se a
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formacdo de cloreto de cloraminas (Eqg. 3.5). Ococliwre residual foi
determinado através do método colorimétrico DPRti{dparafenileno
diamino) 4500C1-G (APHA, 2005). O procedimento pdeterminacao
da concentracéo de cloro residual livre é desndténexo D.

(NH,),SQ, +2HOCI +2H,0 -

(3.5)
2NH,Cl +4H,0 +H,S0,

Para os compostos de THM procedeu-se a extragdidditiquido
com hexano, como descrito no Standard Methods 623PBIA, 1998).
Os compostos de HAA, por sua vez, foram obtidasvat de extracao
liquido/liquido com éter metil terc-butilico (MTBE}eguido por
derivatizacdo com metanol acido, de acordo com todiéé USEPA
552.2 (USEPA, 1995). Os procedimentos de extragd®HM e HAA
sé@o descritos no Anexo E. Todos os subprodutosnfarsalisados por
cromatografia gasosa (CP-3800, Varian) com detepgiiccaptura de
elétrons (GC/ECD). Utilizou-se uma coluna capilerpacotada RTX-
5MS, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didametd26 um de
espessura de filme.

3.5AVALIACOES CINETICAS

3.5.1 Calculos fator CT: exposicdo ao 0zonio molecular edicais
livres

Para cada tempo de contato especifico, a exposigad@zonio
molecular (valor de CT, concentracdo do oxidantempo de contato,
expresso como mg-min/L) foi calculada como a amda & curva de
decaimento através de integragdo numérica usandanétodo
trapezoidal. Para validar os valores de CT numéegtimados esses
foram comparados a valores de CT modelado, obtidssimindo-se
uma cinética de decaimento de pseudo-primeira ofdgitiEq. 3.6).
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C
CTy; = ?0 [1-expkm)] (3.6)

onde G = ozdnio residual inicial (mg-1) determinado a partir do ajuste
exponencial da relacdo entre o ozbnio residual tengpo (min); e
k' = constante de decaimento de pseudo-primeira ofém).

A exposicdo aos radicai®H (CT.qn) foi determinada utilizando a
taxa de reagdo constante para o rad@Hll (koppcea=5,2 x 16 M™*s?)
e cinética de segunda ordem, tal como expressojuacBo 3.7.

d{pCB
% = ~Kou *pCBA IpCBA [TOH] (3.7)
onde I pcea € a taxa constante para o pCBA (Min[pCBA] é a
concentracdo de pCBA (ug')L e [OH] é a concentracdo de radicais
livres.

A partir desta consideracédo, a exposicdoQ@id é definida como
expresso na Equacéo 3.8:
[pCij

[pcBA

CToy = | "OH xdt= ( (3.8)

pCBA

3.5.2 Modelagem cinética

O decaimento do ozénio foi modelado como um pracess duas
etapas: uma demanda imediata e uma cinética dmaor@ésima

A demanda imediata de 0zbnio é caracterizada cogquaiatidade de
ozbnio consumida rapidamente, no primeiro estagiopwbcesso de
oxidacdo (medida apds poucos segundos) (PARK ,e2@01). Como
exposto por Zhang (2006) a partir de estudos pséu@ literatura,
quando o ozénio é aplicado em aguas contendo maiéganica, um
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consumo inicial rapido é verificado, seguido por peniodo mais lento
de decaimento, o qual é caracterizado como um mociektico de
pseudo-primeira ordem (Eq. 3.10) (BABLON et al.,918). O
conhecimento da demanda imediata do oxidante bantrpara
estabelecer uma concentracdo residual de ozonguada no sistema
ao final do tratamento. Na Figura 3.9 tem-se reggmtasla uma curva
tipica de decomposicdo do oz6nio.

Figura 3.9. Curva tipica representativa de decomppoglo ozénio em &gua.
2,5

2.0 - —

Demanda imediata de ozonio

Decaimento de primeira ordem

0.5f

Concentragéo de oz6nio dissolvido
(mg/L)

O‘D 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)
Fonte: adaptado de (ZHANG, 2006).

Numericamente, a demanda imediata de oz6nio éidesomo a
diferenca entre a dose de oxidante aplicada e eentmacdo inicial
obtida a partir de regresséo linear ou a primairacentracdo residual
medida. A relagao é expressa por:

D, eaiuia = Cin =Cs (3.9)

imediata

onde, G, é a dose de o0z6nio aplicada (Mg ke G é a concentracéo
residual inicial medida (tempo 17 s) (md)(ZHANG, 2006).
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Uma etapa além do modelo geral de regresséo fendelvida para
predizer a demanda de oz6nio como uma funcdo dad#exidante, do
pH, do tipo de organismo e da concentracdo de @D@ecaimento de
0zobnio ap6s a demanda imediata foi modelado carside-se duas
estratégias alternativas. Inicialmente, cinéticas mbeudo-primeira
ordem foram ajustadas sucessivamente para cada derdecaimento,
considerando-se como valor dg & concentracdo observada apés a
demanda imediata obtida por regressao linear (£§).3

C£ = exp(kxt) (3.10)

(]

onde C e g sdo as concentracdes final e inicial do composto a
(mg-LY); k é a taxa constante de reacdo de pseudo-primedemor
(min); e t é o tempo (min).

Como uma abordagem alternativa, uma lei de tax@icaempirica
(Eqg. 3.12) foi desenvolvida a partir da cinéticadéeaimento do o0z6nio
em agua ultra-pura (Eg. 3.11) considerando a pgasgm COD.

dct)s =kx(0,)**x(OH7)" (3.11)
dc% = -k x (03)" x (oH -)m x(COD_T)P (3.12)

onde Q é o ozdnio residual; t é o tempo; O& a concentracdo de
hidroxidos; COD_T é a concentracéo de carbono agantal medida
apos ozonizagdo das células de cianobactérias; re, p e k sao
parametros de ajuste obtidos por regressédo néar-line
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Assumindo que o pH e o COD_T sdo constantes durante
ozonizagdo, a Equacdo 3.12 pode ser integrada s@irnmto da
Equacéo 3.13. Assumir que o0 COD_T é constantenfiai simplificacéo
adotada, uma vez que nao foi possivel a obtenca@ladies suficientes
para representar a reatividade do COD de acordo @dempo de
exposicao. Além disso, considera-se que o COD septa uma série de
compostos organicos, ao invés de um unico soluto.

1-n
O, =]~ +kxtx(OH™)"x(COD_T)P (3.13)

@)

A Equacgdo 3.11 foi ajustada separadamente paransmios de
ozonizagéo conduzidos para cada um dos organisesisn como para
0 conjunto de dados obtidos (combinando dados pamhos os
organismos).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados obtidos sera realeadtrés blocos
distintos: avaliagdo das caracteristicas dos agltiaboratoriais dé/.
aeruginosae A. flos-aquae(Secdo 4.1); ensaios de ozonizacdo com
cultivos deMicrocystis aeruginos& Anabaena flos-aquagsecéao 4.2);

e ensaios de ozonizagdo com floragdo natural deluéatérias (Segéo
4.3).

4.1CRESCIMENTO E MORFOLOGIA DOS CULTIVOS DBM.
aeruginoseE A. flos-aquae

O crescimento das espécids aeruginosae A. flos-aquaefoi
determinado basicamente pelo monitoramento da dhaesidptica do
cultivo (DOy30), sendo a taxa especifica de crescimento defiridao
um aumento da Dg durante o tempo de crescimento avaliado.
Considerando a propor¢cdo de in6culo empregada inim ido cultivo
(10%), um valor de D@, inicial de 0,006 cim (61.808 cel-mL) para
M. aeruginosae 0,014 cnt (238.600 cel-mt) paraA. flos-aqua€foi
verificado.

Ao contrario do observado por Huang et al. (2008)estudos com
as mesmas espécies de cianobactérias (tempo de aritre 38 e 45
dias), para o cultivo d®. aeruginosa neste estudo, ndo foi possivel
estabelecer uma distingdo entre as quatro fasexedeimento (lag,
exponencial, estacionéria e de declinio) no peridecavaliacdo (56
dias). ParaA. flos-aquag as distintas fases de crescimento foram
identificadas no periodo de avaliacao (32 diasyui@ 4.1). Param.
aeruginosa considerou-se um tempo de laténcia (fase lag) de
aproximadamente 16 dias enquanto parfios-aquagum periodo mais
curto, de 4 dias, foi observado. P&aflos-aquaga fase exponencial
durou aproximadamente 13 dias e uma répida fasei@séria com
declinio da densidade foi observada. Em termos @gs)D valores
proximos foram observados por Huang et al. (2088)ora periodos
mais longos para todas as fases de crescimenta dggécie tenham
sido relatados. Baseando-se ha medida dgd>®taxa de crescimento
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especifico na fase exponencial foi em média 0;bEM35 a 0,088 Y

e 0,15 & (0,06 a 0,30 d para M. aeruginosae A. flos-aquae
respectivamente, valores estes obtidos a partir Edaacdo 4.1
(SANGOLKAR et al., 2009). Os resultados indicam cqueepa de
Microcystisapresentou um crescimento mais lento se comparadpa
de Anabaenanas condic¢des de cultivo utilizadas. Taxas dscarento
especifico de 0,02 a 0,34%,d0,05 a 1,11 de 0,1 a 1,8 d sdo
reportados em estudos avaliando o crescimentofdeslies cepas de
Microcystis (LONG; JONES; ORR, 2001; WILSON; WILSON; HAY,
2006; SANGOLKAR et al., 2009).

Além da densidade celular inicial, a expressifardn¢a entre as
taxas de crescimento para as duas espécies esugad®a ser
relacionada a concentracdo de nutrientes (nitrogéridsforo) no meio
de cultivo. Em sua composi¢cdo, o meio de cultivo-BG(A. flos-
aquad apresenta concentracéo igual a 1.500 fglé nitrogénio (em
termos de NaNg) e 40 mg-L* de fésforo (em termos de,HPQy), 0
que é aproximadamente 8,5 e 2,3 vezes maior queneeitracao
encontrada no meio de cultivo ASM-1M. aeruginosy
respectivamente. A maior concentracdo destes ntdse teria
favorecido o rapido crescimento exponencialAdeflos-aquaee com
isso, 0 declinio também rapido dos nutrientes dis@is. ParaM.
aeruginosa a menor densidade inicial de células pode tesrénido a
estabilidade da relacdo A/M (alimento/microrganismpor um periodo
mais longo, refletindo em um crescimento constaBte. termos de
tempo de duplicacdo, calculado como In(2)/u (WILSOMILSON;
HAY, 2006), valores iguais a 11,5'c 4,6 & foram obtidos na fase
exponencial de crescimento paM. aeruginosae A. flos-aquage
respectivamente. A partir destes resultados, pedeisgerir que
ambientes que apresentem concentracdes de nitbogénfésforo
semelhantes ao meio ASM-1 favoreceriam a permaaéleifloracdes
de M. aeruginosapor um periodo maior de tempo se comparado a
flos-aquae

_ LnX, - LnX|,

4.1
1, (4.1)
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Figura 4.1. Curvas de crescimento Mk aeruginosae A. flos-aquaeem
laboratério, considerando densidade 6ptica, coragid de carbono orgéanico

dissolvido e total.
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durante o crescimento dd. aeruginosae A. flos-aquaeé também

representada na Figura 4.1. Como observado, a moacg&o de COD
liberado por ambas as cianobactérias aumentougasigamente com a
idade do cultivo. Valores méximos de COD extracelude 6,49 e
7,94 mg-L* foram obtidos paraM. aeruginosae A. flos-aquae

respectivamente, ao final do periodo de crescimewtiado, com

produgdes proporcionais de contelido de COD potacékemelhantes
para as duas espécies.

Em média, aproximadamente 77% do carbono dissojwidduzido
pelas células d&. aeruginosafoi liberado para o meio, sendo essa
porcentagem reduzida com o tempo de crescimenta AP #os-aquage
apenas 21% do COD produzido pelas células foi bdiz@do como
COD extracelular, indicando que a maior parte dba#o produzido é
mantida na célula até a sua lise. Do conteldo dmica organico total,
0 COD produzido pelas células dé. aeruginosae A. flos-aquae
correspondeu a 57% e 48%, respectivamente, sersdévpbconsiderar
0 contetdo de carbono excedente como aquele peesanestrutura
celular da cianobactéria. Uma correlacao lineaitipasentre as fracdes
de carbono medidas e a densidade Optica foi oldserymra M.
aeruginosa mas nédo pard. flos-aquaepara o periodo completo de
cultivo avaliado. Considerando-se somente a faggorencial de
crescimento, uma correlacdo linear de 0,99 foidebppara ambas as
espécies (Figura 4.2). A mesma correlagéo (entrgd#0COT) nao foi
observada por Huang et al. (2009), tendo os auteeeficado, no
entanto, uma correlacéo linear positiva entre;49® clorofila-a (0,97
para Anabaenae 0,98 paraMicrocystig, sugerindo que a densidade
Optica a 730 nm pode ser utilizada como um par&npra indicar o
crescimento celular das espécies de cianobactgdiadas.

Na avaliacdo do pH dos cultivos, para ambas asciespédoi
verificado um aumento constante nos valores de pHndio com o
decorrer do periodo de crescimento, com um maioreato de pH no
cultivo deA. flos-aquaeUm acréscimo do pH de 7,31 para 7,70 e de
7,28 para 8,51 foi contabilizado pav& aeruginosae A. flos-aquage
respectivamente. A excessiva fotossintese é cond@eim dos fatores
responsaveis pelo aumento no pH do meio, sendoegantre 6 e 9
considerados 6timos para o desenvolvimento desgsnismos em
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corpos d'agua (SANT'ANNA et al.,, 2008). Esse aumere pH é
considerado um dos problemas associados a floragbemnobactérias
em mananciais de abastecimento de agua, uma \ezZeqdem a
interferir nas etapas de coagulagéo e floculac@oresequentemente, na
eficiéncia do processo de tratamento.

Figura 4.2. Correlacédo linear entre COT e;B@araM. Aeruginosae A. flos-
aguaena fase exponencial de crescimento.
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DO730(cm?)

O perfil de producdo de microcistina pela cianoddat M.
aeruginosaé representado na Figura 4.3. Apenas duas variaetes
microcistina foram produzidas pela cepa CPCC 299M@-LR
(microcistina-LR) e a dmMC-LR (3-desmethil micrdiia-LR).
Proporcionalmente, a toxina MC-LR foi a variantemiltante (60 a
80%) no total de toxinas produzidas. Na quantiicagle toxina
dissolvida, no entanto, a propor¢cdo de dmMC-LR ligeiramente
superior aquela observada para MC-LR, o que padeskeionado ao
seu menor peso molecular (980 Da) comparado a MCIBR Da).

A Figura 4.3 representa o comportamento das fradiEsolvida
(toxina liberada pela célula no meio) e total (t@xextra e intracelular).
Uma correlacdo linear positiva {R= 0,98) foi observada entre a
densidade odptica e a concentracdo de toxina totadupida pelas
células. Em média, 26% da toxina produzida pelaulaéifoi
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caracterizada como toxina dissolvida. Por ndo tdo gossivel a
identificacdo das etapas estacionaria e de declmjmeriodo de cultivo,
0 aumento natural da concentracdo de toxinas didaokm relagcéo a
toxina intracelular ndo pode ser observada comeradp quando do
periodo de morte celular. A produgdo média de roistina, definida
como equivalente de MC-LR (MC-LR eq.) por célula determinada
como 4,6 x 10 pg-cef nas condicdes avaliadas para a cepdide
aeruginosaCPCC 299.

Figura 4.3. Concentracao de toxina total e extrdaeldurante o periodo de
crescimento da espédik aeruginosa

—O— Toxina extracelular ==0--Toxina total ==/X=-0D730
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A perda de viabilidade das células com o tempo wévea foi
avaliada a partr do método BacLifit Na Figura 4.4 tem-se
representada a viabilidade inicial e final dosieo# deM. aeruginosae
A. flos-aquae Em termos percentuais, a cianobactéiaflos-aquae
apresentou uma maior reducdo da viabilidade ce{ti7%) ao final
do periodo de cultivo (32 dias) se comparadé. aeruginosa(4,68%)
para um total de 56 dias de cultivo. P&aflos-aquag a perda de
viabilidade passou a ser mais expressiva no imfaifase estacionaria,
corroborando com o decaimento nas medidas de @elesigptica. Um
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tempo maior de cultivo para ambas as espécies frmnima melhor

avaliacdo tanto da viabilidade celular (até recaithdices de células
viaveis) como dos demais parametros destacadosiaAtificacdo dos

valores residuais de nutrientes (N e P) poderialigente complementar
esta avaliacéo, visto que a concentracéo destesmles é determinante
no desenvolvimento dos microrganismos em questao.

Figura 4.4. Avaliacdo da viabilidade celular damobactériadl. aeruginosae
A. flos-aquaanos tempos inicial e final do periodo de cresciment

M. aeruginosa
A. flos-aquae

100 -
80
60 -
40 -
20 A
56 0 N

Tempo (dias)

Viabilidade celular (%)

Célulasviaveis ®Célulasnao viaveis

Morfologicamente, o cultivo déVl. aeruginosafoi caracterizado
como um cultivo de células isoladas, com diametéaliomde 3um. A
formacdo de colénias ndo foi verificada em nenhustAgio do
crescimento celular. Este comportamento pode seocaslo a
movimentagao constante do meio de cultivo devideracdo. Sangolkar
et al. (2009), em avaliagédo de cultivo isoladdvileaeruginosapor sua
vez, identificaram distintas morfologias durante periodo de
crescimento, com a presenca de células isoladagas® inicial e
posterior formacao de coldonias compactas. O usedao artificial no
referido estudo ndo foi mencionado. O cultivo Ae flos-aquae
apresentou filamentos de tamanhos variados, o dfieultdu a
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determinacdo de um ndmero médio constante de séalafilamento.
Valores de 3,5 um e 2 um foram determinados pangpémento e
largura das células, respectivamente.

4.2ENSAIOS DE OZONIZACAO COoM CULTIVOS
LABORATORIAIS DE M. aeruginoséE A. flos-aquae

4.2.1 Efeito da ozonizacéo na liberacéo de COD das célsla

A ozonizagdo das suspensfes de células de ciadnbaatesultou
em um aumento substancial na concentragdo de CODain. Na
Figura 4.5 e Figura 4.6 tem-se representado o @omenCOD paraV.
aeruginosae A. flos-aquaeap6s ozonizacdo em doses de 0,5, 2,0 e
4,0 mg-L* de ozdnio para as densidades de célula de 2 ®elonL*
(Figura 4.5) e 1,5xf0 cel-mL* (Figura 4.6). Como observado,
proporcionalmente, a maior quantificagdo de CODraeriular foi
observada j4 no primeiro tempo de contato avali@®d min). Este
comportamento pode ser atribuido a duas condic@&mtds: uma
rapida reacéo entre o 0zbnio e a biomassa cetwlara formacéao direta
de COD; ou uma reacdo indireta a partir da liseulael das
cianobactérias, levando a liberacdo dos compostdsacelulares
(MULLER et al., 2003; HAMMES et al., 2007; RAMSEIE& al.,
2011).
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Figura 4.5. Liberacao de COD pava aeruginosaa) eA. flos-aquadb) para a
densidade de 2,5x1@el-mL"; dose de ozénio de 0,5, 2,0 e 4,0 myelpH de
6e8.
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Figura 4.6. Liberacao de COD pavla aeruginosaa) eA. flos-aquadb) para a
densidade de 1,5xi@el-mL"; dose de ozdnio de 0,5, 2,0 e 4,0 myelpH de
6e8.
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Como mostrado nas Figuras citadas acima, dosesealesigdas de
ozbnio tenderam a resultar em uma maior concemtratg COD
extracelular. Para 2,5x10cel-mL* (Figura 4.5), por exemplo, um
aumento de 0,52 mg'ide COD com a aplicacdo de 0,5 mgO' para
0,96 mg-I* apés 4 mg@L? e de 1,14 mgt de COD com
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0,5 mgQ-L" para 1,58 mg-Lapés 4 mg@ L™ foi observado pari.
aeruginosee A. flos-aquagrespectivamente, apdés um tempo de contato
de 10 min e a pH 8. Pasa flos-aquagno entanto, a pH 8, o aumento
de 2 para 4 mgPL?, para ambas as densidades, ndo promoveu um
aumento na concentragdo de COD extracelular, osggere que a 2
mgQOs- L™, todo o material organico teria sido devidameiiterado ou
oxidado. Tendo-se em consideracdo as duas viab/@igsgara explicar
0 aumento na concentracdo de COD apds a ozonizdgdes mais
elevadas de ozbnio poderiam ter causado maioressdancélula e
permitido a liberacdo de maiores fragées de COM@drtular. Por outro
lado, as maiores fragdes de COD quantificadas padmeferentes a
formacéo deste por reacdes diretas entre o 0z6rig eompostos
orgéanicos ndo-assimilaveis presentes na estrudluitag uma vez que o
ozbnio apresenta uma reatividade mais elevada compastos
organicos se comparado a outros oxidantes (RAMSEEIER, 2011). A
maior concentracdo de COD extracelular quando daizacdo deA.
flos-aquaeem comparacédo Bl. aeruginosaem média 90% superior,
pode ser relacionada ao tamanho da célula da @at@ta, resultando,
consequentemente, em uma maior quantidade de sciasta
intracelulares a ser liberada, ou em maior biomastaar disponivel
para oxidag&o.

O aumento na concentracdo de COD disponivel no rapiis
ozonizagao de células t& aeruginosdoi também observada por Miao
e Tao (2009). Os autores reportam que 0 aumentosiade 0zonio de
1 para 5 mg-L elevou a concentracdo de COD de 1,03 para
2,56 mg-[*. O mesmo comportamento foi observado por HuangnGh
e Cheng (2008), que atribuiram o aumento na coraggit de COD a
reacdo do ozbnio com os polissacarideos da paretidarc da
cianobactéria. O aumento na propor¢cdo de COD eltlac apos
ozonizacao foi também observado para algumas espéeialgas, como
Cyclotella sp. (PLUMMER; EDZWALD, 2001) e Scenedesmus
quadricauda e Scenedesmus vacuolat{eLUMMER; EDZWALD,
2001; HAMMES et al., 2007 ammes et al. (2007) observaram uma
relacdo proxima entre a concentracdo de carborénica assimilavel
(COA) e COD, principalmente em tempos mais bai@exposicao (1 -

2 mg-min/L), em que 90% do COD foi caracterizadon@@OA.
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O carbono organico assimilavel compreende a fragd@€OD que
pode ser facilmente assimilada pelas bactériaswedido em biomassa
celular (LIU et al.,, 2002), sendo produzida a padth oxidacdo da
matéria organica dissolvida. Devido ao baixo pesueoular, estes
compostos favorecem a atividade microbiana, semdsiderado um
controlador do crescimento bioldégico em sistemas ddgribuicdo
(PADUA; FERREIRA, 2006). O ozbnio, particularmentes
caracterizado por produzir elevadas concentracéeSQ@A e de forma
imediata, devido a sua elevada reatividade em @dAMMES et al.,
2006). Uma correlacdo entre ambas, biomassa deobcatéria
(Planktothrix rubescense pigmentos em aguas superficiais, e a
formacdo de COA apds pré-ozonizacédo foi observadaviiller et al.
(2003). Em estudo de ozonizacao de célulaaptenizomenon gracile
Ramseier et al. (2011) observaram um aumento ingediza
concentracdo de COA, mesmo em baixas doses de 0pzémino
observado para o contetdo de COD neste estud@cAdrde carbono
assimilavel ndo foi determinada na presente pesquis

A influéncia do pH na reatividade do ozbénio em tesnde COD
extracelular também foi observada. Uma maior qdadé de COD foi
liberada em pH 8 se comparado a pH 6. Um aumentmneentracao
de COD em maiores valores de pH (5,5 a 9,0) fobamobservado por
Huang, Cheng e Cheng (2008). Em pH alcalino, a m@iacentragéo
de ions hidréxido (OHl promove a decomposicdo do ozbnio e a
formacéao de radicais hidroxil&ZOH) (WIDRIG; GRAY; MCAULIFFE,
1996; VON GUNTEN, 2003). De acordo com Widrig, Geacauliffe
(1996), o mecanismo de reacdo do radi€#H é mais propenso a
degradar moléculas alifaticas saturadas, as quetBo dargamente
presentes em substancias organicas derivadas dg &lgssa forma,
uma maior concentracdo de radicai, devido ao pH alcalino ou a
aplicacéo de doses mais elevadas gg@dem aumentar o dano celular
e a formacéo de COD.

Na Figura 4.7 tem-se representada uma avaliacdnatinada da
liberacdo de COD (expresso em termos de % do maxiencOD
liberado) para ambos os organismos como uma fudgdxposicdo ao
0z6nio molecular (Cds) ou a exposicao aos radicais hidroxila (&].
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Figura 4.7. Liberacdo normalizada de COD como unmgdo de CJ; (a) e
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Como obsevado na Figura 4.7a, nao é Obvia a difarda liberacéo
de COD entre as espécibk aeruginosae A. flos-aquae A maior
concentracdo de COD extracelular (Figuras 4.5 efdi.@ssencialmente
causada pela maior carga de biomassa das células fles-aquae
Entretanto, para ambos os organismos, existe umariamte diferenca
causada pelo valor de pH. A liberacdo de COD a pkt#ébilizou em 30
a 50% da concentracgéo final de COD observada a. pHp®tagem do
CT de liberagdo com respeito ao .G (Figura 4.7b) forneceu uma
melhor descricdo do conjunto de dados. Pode-serigfige os radicais
livres desempenham um papel importante na oxidalz células
algais. CTon pode ser correlacionado com &Tassim como um maior
CTostambém levaria a um maior GJ;. Esse comportamento € também
considerado para o efeito do pH, o que explicgparsaridade do Cpy
sobre Chs em predigbes de liberacao de COD das células.

4.2.2 Efeito do ozbnio sobre a integridade celular d&. aeruginosa
eA. flos-aquae

O impacto da ozoniza¢do sobre a morfologia e @iid@ede celular
foi verificado por microscopia eletronica de vawed (MEV) e pelo
método BacLight”, respectivamente. N&o foi verificada perda de
integridade celular devido a adicdo direta das lagluna éagua
tamponada. Entretanto, como mostrado nas FiguikaelBigura 4.8d,
uma perda imediata da integridade celular apéspas&géo ao 0zonio
para ambas as espécies de cianobactérias foi ablsetodas as células
apresentaram uma coloragédo vermelho/alaranjado onpama 0 menor
tempo de contato (30 + 5 s) e dose de ozdnio dem@a . Esses
resultados indicam danos imediatos a membranaaceduh valores de
CT < 0,2 mg-min/L para todos os experimentos de ozoaiapara
ambas as espécies de cianobactéria, os valordd dexp densidades de
célula adotados. Com o aumento da dose de ozbkio Empo de
contato, as células se tornaram mais opacas, imtbicque as ligacdes
do Pl (iodeto de propidio) com os sitios de atadoeam
progressivamente reduzidas, com a provavel oxidaiggies sitios
ativos pelo ozonio. Para a dose mais elevada dg@;-ii*, j4 nos
primeiros 30 s de tempo de contato, a opacidade céagas foi
observada, concluindo-se, portanto, que a oxiddo&csitios de ataque
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do corante Pl foram imediatamente oxidados. Engueatboidratos e
acidos graxos reagem levemente com o 0zonio, amidws proteinas e
acidos nucleicos reagem muito rapidamente com estidante
(BABLON et al., 1991b). Ambos DNA e RNA podem se&gchdados
pelo ataque do 0zénio (ozdénio molecular ou radi€i$) mesmo com a
célula permanecendo intacta (THERUVATHU et al., RGDATALDO,
2005), o que explicaria a manutencdo da estrutaraétlila, mas na
degradacao do genoma da célula.

Assim como outros oxidantes, o o0z6nio ataca prangente a
parede celular e as glicoproteinas, glicolipideos@rtos aminoacidos
da membrana plasmética. A rapida morte da céluls apozonizacao
pode ser atribuida as mudancas na permeabilidadidarcedo
microrganismo seguida pela lise da célula (GREENEW,;
SERAFINI, 1993; MORATO et al., 2003). Devido aowldo potencial
de oxidacao do ozébnio, a lise celular ndo é dascdimo o mecanismo
primério de inativacdo, mas uma consequéncia daddeconcentracdo
do oxidante aplicado, uma vez que o 0zbnio tendeagir mais
fortemente com o material nuclear (GREENE; FEW; S8ERII, 1993).
Devido a completa perda de viabilidade das céldasambas as
cianobactérias ap6s 30 s de tempo de contato, aBqdssivel
determinar a cinética de dano celular, como indicadr Daly, Ho e
Brookes (2007) e Zamyadi et al. (2010).

Na avaliagdo do numero remanescente de célulastdura ensaios
de ozonizagdo, diferentes valores de reducdo faybservados em
funcdo da dose, do pH e da espécie de cianobactése M.
aeruginosaem densidade igual a 2,5%1&I|-mL", o total da contagem
de células realizadas entre 0 e 10 min de tempmzdeizacéo indicou
uma lise limitada (< 2%) para a menor dose de ozfhb mg-[*) a pH
6. Para as dosagens mais elevadas, de 2 e 4 hig@m total de 32 e
41% de perdas em termos de nimero de célulasriicado. Em pH 8,
entretanto, nenhuma reducao significativa do nuna&océlulas foi
verificada. O maior residual de oz6nio em pH 6 ptatefavorecido a
oxidacdo das células, com consequente lise, emoempiores de
exposicdo. Embora os radicdi®H possam ser mais agressivos as
células (dados apresentados na sequéncia), a suz emabilidade,
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reduzida em altas concentragbes de COD, reduziseus efeitos ao
ponto de culminar na lise celular dos organismos.

Figura 4.8. Impacto da ozonizacao sobre a vialiédzelular a partir do método
BacLight™. Células deM. aeruginosa(a) antes e (b) ap6s ozonizacao; células
deA. flos-aqua€c) antes e (d) apés ozonizacdo (pH 6 com 0,55140 30 s

de tempo de contato).

ParaA. flos-aquagnenhuma reducéo de célula significativa (> 2%)
foi verificada para ambos os valores de pH e desazdnio, 0 que pode
igualmente ser relacionado como uma funcdo dosobaalores de
0zbnio residual quando da ozonizacdo desta espéci@anobactéria.
Considerando os resultados em termos de viabilidadeimero de
células, pode-se ponderar que a aplicacéo de baddszs de 0zénio em
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reduzido tempo de contato, seria suficiente paugaraa inativacdo do
microrganismo, mas nao a sua lise.

Embora um mesmo valor reduzido de CT tenha sidoienfe para
as duas espécies apresentarem-se como células iéags,v uma
consideravel diferenca nos valores de CT para ambasanobactérias
foi verificada. Os valores de CT palA aeruginosaforam sempre
superiores ou semelhantes (pH 8 e 0,5 gig) aqueles determinados
paraA. flos-aquagTabela 4.1), o que sugere gMe aeruginosaseria
aparentemente mais resistente ao oxidante se cadgarA. flos-
aquae Deve-se considerar, no entanto, que a presengandemaior
concentracdo de COD quando dos ensaios Aonflos-aquaeteria
favorecido o consumo desOresultando em menores valores de CT e,
portanto, sugerindo que esta espécie seria meatisareo oxidante.
Esta relacdo serd melhor discutida quando da a@alizinética do
processo (secdo 4.2.3.3). Zamyadi et al. (2012péamobservaram a
necessidade de um maior valor de CT para a renteglo aeruginosa
se comparado a outras espécies de cianobactéradmdas pelos
autores. Os valores de CT foram também influenecigddtos valores de
pH (menores em pH 8), pela dose de oz6nio (quamiorma dose de
0z6nio maiores os valores de CT) e pela densidad®ldlas, tendo-se
frequentemente menores valores de CT para a ddesiiais elevada.

Visando validar os valores reais de CT obtidosgsedbram
comparados a valores de CT modelados, obtidos comalores de
decaimento de ozénio e tempo igual a 10 min, armlatEquacéo 4.2.
Para ambas as espécies de cianobactérias verdicogie o CT
modelado poderia subestimar os valores de CT &gl 4.3 e 4.4).
Dessa forma, considerou-se que a remocdo de cépdds ser
controlada a partir de um CT real.

modelado —

CT = %[1— exp(k'm)] 4.2)

onde G é a concentracdo residual inicial de ozénio (iify-L
determinada a partir do ajuste exponencial da &elaentre 0z6nio

residual e tempo (min); k' é a constante de decaimento de primeira
ordem (mirt).
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CT, oo = L0ICT _ — 039 (R% 1,0)M. aeruginosa  (4.3)

CT, ogeiaqo = LO2CT,, — 055 (R* 1,0)A. flos-aquae  (4.4)

eal

Tabela 4.1. Valores de CT obtidos nos ensaios deidento de @para as
espéciedl. aeruginosee A. flos-aquagconsiderando densidade de células, pH
e dose de ozbnio.
M. aeruginos: - pH 6 (250.000 cel- mt) M. aeruginos: - pH 8 (250.000 cel-mL)
Tempo (min) 0,5 mgOL" 2mga-L* 4mga-L* 05mgaL’ 2mga-L’ 4mga-L"

0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 0,18 1,13 1,80 0,13 0,77 1,50
1,5 0,45 2,95 6,01 0,26 1,52 2,99
3,0 0,73 5,29 11,77 0,32 2,10 4,52
5,0 0,90 7,73 18,26 0,35 2,33 5,60
10,0 1,05 12,95 31,60 0,38 2,56 6,57
A. flos-aquae- pH 6 (250.000 cel- mt) A. flos-aquae- pH 8 (250.000 cel- mt)
Tempo (min) 0,5 mg®OL" 2mga-L* 4mgQ-L* 05mga-L* 2mga-L’ 4mga-L*
0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 0,18 0,89 1,96 0,16 0,83 1,63
1,5 0,35 2,03 4,96 0,30 1,59 3,16
3,0 0,47 3,50 9,31 0,39 1,98 411
5,0 0,50 4,70 14,14 0,44 2,09 4,56
10,0 0,56 6,13 21,63 0,52 2,15 4,85

M. aeruginosa- pH 6 (1.500.000 cel-mt) M. aeruginosa- pH 8 (1.500.000 cel-mt)
Tempo (min) 05mgdL" 2mga-L’  4mga-L’ 05mgQ-L’ 2mga-L’  4mga-L’

0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 0,21 0,86 1,88 0,19 0,74 1,42
15 0,46 2,03 4,26 0,40 1,32 2,14
3,0 0,65 3,21 8,09 0,50 1,52 2,51
5,0 0,76 4,14 12,60 0,55 1,63 2,60
10,0 0,96 5,35 18,79 0,72 2,01 2,83

A. flos-aquac - pH 6 (1.500.000 cel-mt) A. flos-aquar - pH 8 (1.500.000 cel- mt)
Tempo (min) 0,5 mg®OL" 2mga-L* 4mgQ-L* 05mga-L’ 2mga-L’ 4mga-L*

0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 0,15 0,66 1,39 0,11 0,54 1,06
15 0,24 1,01 2,40 0,18 0,80 1,48
3,0 0,36 1,18 2,98 0,27 0,92 1,64
5,0 0,48 1,37 3,19 0,44 1,14 1,80
10,0 0,71 1,74 3,62 1,03 1,62 2,23

Comparativamente a estudos utilizando cloro cominlamte, os
resultados aqui obtidos indicam que o 0z6nio tensler mais efetivo na
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perda de viabilidade celular em um tempo de coniaferior. Por
exemplo, Zamyadi et al. (2012a) verificaram difegen na perda da
integridade celular para distintas espécies de obactérias apos
experimentos de cloracdo (2 e 5 mg-Cl). Um valor de CT superior a
31 mg-min/L foi necessario para perturbar a intlegie (medida a partir
do método FDA - diacetato de fluoresceina) de h&i99% das células
de M. aeruginosa enquanto um valor de CT de aproximadamente 8
mg-min/L teve um impacto equivalente em célula®\deircinalis, C.
raciborskii e A. issatsckenkaPara todas as espécies, 0s autores
verificaram uma reducdo de 60 a 80% no numero dalasg¢
considerando-se dessa forma a sua lise complet @mgieriodo de
cloracdo (60 min) e para ambas as doses, ao donttarque foi
observado no presente estudo com o0z6nio. Em ostind@ Zamyadi et
al. (2010) obtiveram uma reducdo de 9 e 15%Adeircinalis apds
exposicéo a doses de cloro de 2 e 3 mgréspectivamente, e um valor
de CT < 7 mg-min/L foi requerido para reduzir ailidade celular dos
organismos em valores inferiores a 2%. Para umgsidbae de
aproximadamente 330.000 cel-fhLDaly, Ho e Brookes (2007)
verificaram que doses de clorol2 mg-L* resultaram em lise em mais
de 98% das células di& aeruginosgé no primeiro minuto de tempo de
contato. Considerando que um €10,2 mg-min/L foi suficiente para
tornar inviaveis 100% das células de ambas as iesp&¢aliadas como
nao viaveis, a aplicacdo do ozbnio em comparacamono seria mais
favoravel, tanto pelo menor tempo de exposicao cpetd menor dose
de oxidante requerida.

No mesmo estudo mencionado anteriormente, Dalye Hiyookes
(2007) observaram ainda uma reducao na fluorescéiactlorofila com
a adicdo do cloro, o que foi atribuido & oxidac&@s ghigmentos
fotossintéticos. A acdo do ozbnio observada nestade também
promoveu uma reducdo na intensidade da colorag8o ad#ostras
(Figuras 4.9 e 4.10), podendo-se interpretar estar@ncia também
como uma oxidacao dos pigmentos fotossintéticoboeannao tenham
sido realizadas analises quantitativas de clorafil@uanto maior a dose
de ozbnio aplicada, menor a intensidade da comedda nas amostras,
principalmente par#l. aeruginosaO menor contetdo de clorofila-a em
M. aeruginosaem comparacdo A. flos-aquag como observado por

PPGEA - Engenharia Ambiental (2012)



Capitulo 4 - Resultados & Discussao 117

Huang et al. (2009), teria favorecido a acdo midsva do 0zdénio na
oxidacdo dos pigmentos pavh aeruginosaem uma mesma condicao
experimental.

O efeito do pH na oxidacdo dos pigmentos tambéne dear
considerado, principalmente pam flos-aquae (Figura 4.10). Em
condi¢cBes alcalinas, o ozénio tende a reagir conpns OH para a
formacao de radicai©H, cujo potencial oxidativo é reconhecidamente
superior (2,85 V) ao do ozénio molecular (2,07 K3ta consideracao
foi utilizada por Li et al. (2011) para explicarnaaior reducdo na
concentracéo de clorofila-a em ensaios de ozorozemd células dd.
aeruginosaem valores de pH de 3, 7, 9 e 11. A presenca @eroaior
concentracdo de radicai®H (obtido pela continua inser¢éo de o0zénio
no meio) teria favorecido a oxidagc&o dos pigmentos a redugédo do
teor de clorofila-a com o decorrer do tempo de aonawvaliado (90
min) nos pHs 9 e 11. Portanto, devido a menor didade do ozbénio
molecular, este teria atuado mais fracamente rdagéb dos pigmentos
em pHs mais baixos. Embora a formacédo de radiGdisem pH mais
elevado também tenha sido contabilizada neste @stad mesma
consideracdo ndo pode ser estabelecida nas comdigferimentais
aqui avaliadas, uma vez que os ensaios foram adakzem batelada e
sem a introducéo continua de 0zdnio, como obsermadestudo de Li
et al. (2011) e, portanto, sem a producdo conttfeiaadicais’OH.
Embora ndo seja possivel estimar numericamenteda do o0zénio
molecular pareceu ser similar a dos radid@ld em termos de reducéo
de cor, para uma mesma dose de oz6énio em amboalaressde pH,
considerando-se o0s ensaios cbi aeruginosa(Figura 4.9). Para.
flos-aquae pode-se sugerir que a acao dpet pH 6 foi mais efetiva,
visto a obtencédo de uma reducéo de cor da amdsgard 4.10a) (4
mgOs-L™Y). Em pH 8, a baixa concentracdo de ozonio resi¢il
mg-L* em 1,5 min) teria desfavorecido a acdo do mesmoxitmcéo
dos pigmentos.
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Figura 4.9. Alteracdo na coloracdo das amostrasisigensao dé. aeruginosa
em funcdo da dose de ozbnio e do tempo de cont@i®d gensidade de
1,5x10 cel-mL™. (a) pH 6 e (b) pH 8.
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Figura 4.10. Alteracdo na coloracdo das amostrasisigenséo dk. flos-aquae
em funcdo da dose de ozbnio e do tempo de cont@i®d gensidade de
1,5x10 cel-mL”. (a) pH 6 e (b) pH 8.
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Miao e Tao (2009) também avaliaram os efeitos dénioz na
remocao de células dé. aeruginosaDoses de ozbnio de 1, 3 e 5 mg-L
! foram aplicadas em uma suspensdo de células emacde foi
observada em termos de clorofila-a. Remocgdes de9afg% de
clorofila-a foram obtidas para dose de 0zénio argsL" apés 60 min
de tempo de contato (concentracao inicial de dlarafndo informada).
Os valores de CT requeridos nao foram calculadosda) os autores
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relatam alteracdes na estrutura celulaMdeaeruginosaem diferentes
propor¢cées em funcdo da dose de ozbnio aplicadadbses acima de
3 mg-L*! de ozdnio, lise completa do microrganismo foi otmea. A
extensdo dos danos as células em termos numéciebm(*) nao foi
indicada pelos autores. Experimentos desenvolvidos Hoeger,
Dietrich e Hitzfeld (2002) com a pré-ozonizacdo klcrocystis
resultou em lise da maioria das células apés aamdlo de 0zénio em
1,0 mg-L*, diferentemente do reportado por Miao e Tao (2089)
Plummer e Edzwald (1998), que reportam maior lelelar em doses
superiores a 3 mgL Danos as células ddl. aeruginosaapés
ozonizagao, também séo relatados por Li et ale(lal., 2011) apH 9 e
concentracdo de ozonio de 0,752 igdO e fluxo de 8 L-mit, tendo-
se observado destruicdo parcial das células apdrii@e tempo de
contato, com perda da maior parte da parede cedplds 90 min de
tratamento.

Se comparado aos estudos de Li et al. (2011), @ada@zonio nas
células deM. aeruginosee A. flos-aquaeno presente estudo pareceu ser
menos destrutiva (Figura 4.11 e Figura 4.12). Raraeruginosacom
a dosagem de ozbnio mais baixa (0,5 my-e& pH 6, alteracdes
morfolégicas na estrutura externa da célula fordoservadas ja nos
primeiros 30 s de tempo de contato (Figura 4.1h&p ocorrendo
alteracBes expressivas dessa condi¢do para o tetapae ozonizacdo
(10 min). Mesmo para a maior dosagem, 4 rgd-® apenas alteracées
na morfologia da parede celular foram observadagui®& 4.11c).
Células completamente destruidas, que justifiqueadiacdo do nimero
de células indicado anteriormente, ndo foram emadas nesta
avaliacdo microscopica. Quando avaliado o efeit@mzfimio em pH 8,
verificou-se que em dosagem mais baixa, ndo holieeagdes na
morfologia externa da célula (Figura 4.11d) comseobado a pH 6.
Com o aumento da dosagem para 4 rigo entanto, uma alteragéo
mais visivel na estrutura da parede celular foeolzla ja em 30 s de
tempo de contato (Figura 4.11e), sendo esta malsrge apos 10 min
de tempo de contato (Figura 4.11f). PArdlos-aquagcom a aplicacdo
de 2 mgQ-L", observaram-se alteracdes visiveis na morfologia d
parede celular apds 30 s de tempo de contato a pHaBentando uma
reducdo no volume celular (Figura 4.12).
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Figura 4.11. Impacto da ozoniza¢&o na integridatidar - avaliagdo por MEV.
Células deM. aeruginosaa) antes e (b) ap6s ozonizagdo pH 6, 0,5 gighe

0,5 min; (c) pH 6, 4 mgQL™ e 10 min; (d) pH 8, 0,5 mg@* e 10 min, (e)
H 8,4 mgQ-L™" e 0,5 min; (f) pH 8, 4 mgOL™ e 10 min.

Cerpssid oM
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Figura 4.12. Impacto da ozonizac¢é@o sobre a intadectelular - avaliagdo por
MEV. Células deA. flos-aquae(a) antes e (b) apds ozonizagdo (pH 6 com
2 mgQ:-L™ - 0,5 min de tempo de contato).
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Lin et al. (2009) observaram diferencas signifii entre a
oxidacdo deM. aeruginosae A. circinalis indicando que a espécie
filamentosa seria menos resistente a oxidacado tanm, © que pode ser
também sugerido para o 0zdnio na presente avalid¢@ste mesmo
estudo, os autores verificaram que o cloro atuoumdmeira mais
agressiva na célula dd. aeruginosacomparativamente ao observado
com o0zbnio no presente estudo.

Nas condi¢cBes avaliadas, os resultados obtidos@@istentes com
a literatura: a liberacdo de COD e metabdlitosrimte precede a lise
celular. Consequentemente, reduzidos tempos deatoopbdem ser
suficientes para induzir danos as células e peadintégridade, mas
com pequena ou nenhuma interferéncia no nimeréldias.

4.2.3 Impacto das cianobactérias e COD sobre o decaimentio
0z0nio

Na sequéncia serdo apresentados resultados refer@ndemanda
imediata de ozbnio e a cinética de decaimento dimiozque foi

caracterizada a partir de um modelo classico dedgsprimeira ordem.
Como Ultima andlise, ser4 apresentada a geneddizdgs dados
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cinéticos dos ensaios com 0z6nio, obtida atravédedenvolvimento de
um modelo de ordem-ésima

4.2.3.1 Demanda imediata de oz6nio

Os valores de demanda imediata de 0zOnige{Ry) a partir dos
dados reais, considerando-se a primeira medida zdeim residual
realizada entre 15 e 17 s, sdo indicados na Tdb&laComo observado,
maiores valores de demanda inicial foram obtida® coaumento da
dose de oxidante, do pH da amostra e da densidadegldlas de
cianobactérias.

Considerando-se a andlise estatistica dos dadostesmos, a maior
demanda imediata de ozbnio pode ser diretamerdgeisabda a maior
dosagem de ozbnio, pH e concentracdo de COD. $wtathente,
considerando todas as variaveis iguais, a demanediata de ozénio
ndo foi estatisticamente diferente (p < 0,05) pdraaeruginosae A.
flos-aquae Consequentemente, foi possivel predizer a demanda
imediata de oz6nio para ambos 0s organismos com eimzada
correlacdo (R= 0,90) a partir da Eq. 4.5.

D, =a+bxDoseQ +cx pH +dxCODx DoseQ (4.5)

onde [} é a demanda imediata de ozénie; €0,93) b (0,10) ¢ (0,14)e
d (0,03)séo coeficientes de regressao.

A andlise dos dados estatisticos revelou que egée entre COD e
dose de ozdnio foi o preditor mais importante daaego. Esta interacdo
reflete o fato de que um aumento na dose de opdoduz uma elevada
demanda imediata em aguas ricas em COD. Da mesma fmara o pH,

0 seu aumento levou a maiores demandas imediatazddé, o que é
uma consequéncia direta da maior atividade dosawdiivres em pH
mais elevado. A partir da Eqg. 4.5 e considerandorsa concentracao
inicial de COD de 2 mg-t em funcdo do pH, a demanda inicial
tenderia a variar entre 0,00 (pH 6 e 0,5 mg®) e 0,82 mg-L: (pH 8 e

4 mgQ-L™"), como indicado na Tabela 4.3.
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Tabela 4.2. Valores de demanda imediata de oz@s@ondi¢cdes avaliadas.

Dens. coD® Dosé” ©  Dimediata

CB'  amly PH gLy (mgoty & (mgLH
0,28 0,51 0,38 0,13

6 0,29 2,03 1,96 0,07

2 5x16 0,40 4,05 3,98 0,07

0,40 0,50 023 0,27

8 0,64 2,00 1,37 0,63

M. 0,76 4,01 2,75 1,26
aeruginosa 0,57 0,50 0,38 0,12
6 0,86 2,02 1,80 0,22

1516 1,06 4,02 357 0,45

0,82 0,51 035 0,16

8 1,16 2,00 1,41 0,59

1,62 4,02 247 1,55

0,70 0,53 0,30 0,23

6 0,66 2,02 1,77 0,25

2 5x16 0,88 4,00 3,62 0,38

0,96 0,50 027 0,23

8 1,53 2,04 1,51 0,53

A 1,42 4,05 2,79 1,26
flos-aquae 1,46 0,51 032 0,19
6 2,55 2,03 1,20 0,83

p 2,96 4,02 252 1,50

1.5x1 - 053 014 0,39

8 4,44 2,03 082 1,21

4,44 4,05 1,73 2,32

- 0,49 0,48 0,01

6 - 2,00 1,910 0,09

Agua Milli- - 4,03 4,00 0,00
Q ) - 0,50 0,44 0,04
8 - 2,02 1,87 0,15

- 4,03 3,66 0,37
® Concentracdo de COD extracelular a 0,5 nfthDose real aplicada®
concentracao residual na primeira medida realizada.

* CB = cianobactérias
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Tabela 4.3. Demanda imediata de fedita para os diferentes valores de pH
avaliados, considerando concentracéo inicial de @®R mg-[* (R% 0,90).

pH 6 pH 8
Dose de @ Dimediata Dose de @ Dimediata
(mg-L?) (mg-L") (mg-L?) (mg-L")
0,5 0,00 0,5 0,26
2,0 0,22 2,0 0,50
4,0 0,50 4,0 0,82

Como destacado por dger (2003), o ndo monitoramento da
presenca de cianobactérias em um manancial potde afeficiéncia do
processo de tratamento, uma vez que o sistemangadestar preparado
para um aumento na demanda inicial de 0z6nio. Assiesmo que a
demanda seja satisfeita, o residual de ozdnioresepte, pode ndo ser
suficiente para permitir a degradagéo das toxire®l¥idas. Portanto, o
monitoramento da presenca e quantificacdo de séhiamanancial
deve ser considerado um procedimento constante.

4.2.3.2 Modelo cinético de pseudo-primeira ordem

O perfil de decomposicdo do o0zb6nio nas diferentesdicdes
experimentais avaliadas € apresentado na FiguBa(Ml.laruginosa e
Figura 4.14 A. flos-aquak Para cada curva de decaimento, avaliada de
forma individual, um modelo de pseudo-primeira andei ajustado por
regressdo nao-linear. Como observado nas figuraspedil de
decaimento do ozbénio na auséncia de células fois nemto se
comparado ao perfil de decaimento quando as cégtasam presentes.
Em pH 6 a taxa de decaimento mostrou-se mais ésf@a@ as trés
doses aplicadas, do que em pH 8, mesmo na auskncianobactérias.
A maior quantidade de ions Ql¢m decorréncia do pH mais elevado,
teria acelerado a reacdo de iniciagdo de decondmogip 0zOnio
molecular, com a geracéo dos radidaid, os quais sdo menos estaveis
em é&gua (VON GUNTEN, 2003; ERSHOV; MOROZOV, 2008).
Também, Ershov e Morozov (2008) consideram naoigergtiavel a
reacdo tanto do 4 molecular como dos radicaitOH com os
constituintes da solugdo tampédo (ex. fosfato eoabidrico). Dessa
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forma, possiveis reacdes entre i@olecular e/ou radicai©H e estes
constituintes podem ter também contribuido paraesan a velocidade
de decomposicéo do 0zbénio em pH 8.

Figura 4.13. Curvas de decaimento de ozénio em algueapura na auséncia e
na presenca de célulasMeaeruginosgMIC). (a) 2,5x16 cel-mL* e pH 6; (b)
2,5x10 cel-mL* e pH 8; (c) 1,5x10cel-mL* e pH 6; e (d) 1,5xT0cel-mL* e
pH 8.
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Figura 4.13. Cont...
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Figura 4.14. Curvas de decaimento de 0z6nio em dlinaapura na auséncia de
células e na presenca de célulatdéos-aquagANA). (a) 2,5x18 cel-mL* e
pH 6; (b) 2,5x10 cel-mL* e pH 8; (c) 1,5x1Dcel-mL* e pH 6; e (d)
1,5x10 cel-mL* e pH 8.
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Figura 4.14. Cont...
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Em condi¢gbes idénticas de ozonizagdo, 0os maioresirdentos
foram sempre observados pafa flos-aquaese comparado aJ.
aeruginosa Este efeito pode ter sido causado pelo fato dhdas de
Anabaenaserem maiores (3,5 um de comprimento x 2 um dgifay
que as déicrocystis(3 um de didmetro). Uma vez que a densidade de
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células inicial foi equivalente para ambos os nigaaismosA. flos-
aguaeapresentaria uma maior carga organica a ser agidadto em
termos de COD, quando os valores obtidos parabaenaforam em
média 90% maiores (Sec¢do 4.2.1), como em relacdc@ustituintes
organicos da parede celular. O aumento na dosedieocoresultou em
uma menor velocidade de decaimento, assim comoresai@lores de
o0zbnio residual. Como destacado por Park et al01(R0a menor
velocidade constante de decaimento para uma makkg de o0zbnio
pode ser relacionada ao consumo de uma maior dadeti de
constituintes organicos por reacgdo direta ja na fEsdemanda inicial
de ozbnio, uma vez que este esta disponivel enr maantidade. Com
o aumento da densidade de cianobactérias de 2,%p@ 1,5x19
cel-mL*, completa decomposicéo do 0z6nio foi observadanenps de
3 min de tempo de contato considerando a maior diesezobnio
aplicada (4 mg-t). Assim como para a &gua ultra-pura isenta de
células, o pH alcalino favoreceu o maior decaimelotozonio.

Na Figura 4.15 tem-se representado o efeito do pHperfil de
decaimento de ozbnio comparativamente para as dspécies de
cianobactérias para uma mesma densidade celufacl(@®,cel-mL) e
dose de ozénio (4 mg’). Para pH 6 em presenca Me aeruginosao
residual de ozdnio tende a ser superior para unpdecompleto de
exposicdo se comparado a agua cAmflos-aquae Em pH 8, ao
contrério, o perfil de decaimento de ozénio é skamk para ambas as
espécies, embora a concentracao residual de ozéjdaoligeiramente
inferior paraA. flos-aquaeA semelhanca no perfil de decaimento para
as duas espécies em pH 8, sugere uma rapida caoders) molecular
em radicaisOH neste pH, com um ataque mais agressivo dos nsesmo
as células, o que é refletido na maior concentrded@OD extracelular
guantificada (Figura 4.16). A 0,5 min de tempo datato, em que se
observou proporcionalmente a maior concentragdo @D
liberado/formado das células (indicado pelo circdoFigura 4.16), um
valor inferior de residual des@&m pH 8 resultou em uma concentracao
de COD extracelular mais elevada, indicando queiacéo dos radicais
"OH na liberagédo/formacédo de COD foi mais efetiva.
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Figura 4.15. Perfil comparativo do decaimento dénaz paraM. aeruginosa
(MIC) eA. flos-aquagANA) em funcdo do pH (2,5xi@el-mL"; 4 mgQ-L™).
(a) pH 6; e (b) pH 8.
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Figura 4.16. Perfil comparativo do decaimento d&naz e da concentracédo de
COD extracelular paril. aeruginosaa) eA. flos-aquagb) em funcédo do pH
(2,5x10 cel-mL*; 4 mgQ-L™). O circulo na figura indica a maior concentragéo

liberada/formada de COD dentre os tempos de ex@msi¢aliados.
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A Tabela 4.4 sumariza os parametros de regressiadies das
andlises de decaimento. Embora o modelo de pseudedm ordem
geralmente forneca um bom ajuste para dados exg@@EAlB
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(R? normalmente > 0,95), algumas condicdes claraneiibéram dois
regimes cinéticos. Os tempos de meia-vida variadasde valores
baixos como 0,21 min até 64 min, sendo estes \wlom®is
acentuadamente elevados em pH 6 quanto maior a dmsezdnio
aplicada. Em pH 8, esse comportamento em relagd@iavida ndo foi
observado. Em pH e densidade de células mais @gevaénores
tempos de meia-vida foram observados.

Tabela 4.4. Constantes de velocidade aparente elel@gprimeira-ordemkj
para decaimento de ozénio.

2,5x10 cel-mL* 1,5x16 cel-mL*
CB® pH Dose (13
(mg-L) k(sH Tuz k(sH Ty

(min) (min)
0,5 3,52 x16(0,952 32,85 3,52x10(0,95) 32,85
M’}ﬁi‘fg 6 2,0 1,82x10(0,78) 63,59 1,82 x16(0,78) 63,59
4,0 3,17x10(0,98) 36,48 3,17 x10(0,98) 36,48
) 0,5 2,02 x 16(0,99) 572 2,02 x 18(0,99) 572
MAiﬁ’i‘_JS 8 2,0 2,38x16(0,99) 486  2,38x16(0,99) 4,86
4,0 2,87 x 16(0,97) 4,03 2,87 x 18(0,97) 4,03
0,5 6,57 x 16 (0,97) 1,76  9,85x18(0,96) 1,17
6 2,0 1,53 x 16 (0,94) 7,53 6,30 x 18(0,97) 1,83
M. 4,0 8,17x10(0,99) 14,15 2,10x18(0,97) 550
aeruginosa 0,5 1,57 x 16 (0,96) 0,73 1,36 x 18 (0,98) 0,85
8 2,0 1,18x16(0,99) 098 2,18x18(0,99) 0,53
4,0 8,65 x 16 (0,98) 1,34 2,74 x 18(0,99) 0,42
05 1,48 x 16 (0,99) 0,78 4,56 x 18(0,96) 0,25
6 2,0 4,68 x 16 (0,98) 249 319x16(0,99) 0,36
A. 4,0 1,75 x 16 (0,99) 6,60 2,04 x 18(0,99) 0,57
flos-aquae 0,5 1,71 x 16 (0,95) 0,68 552x18(0,96) 0,21
8 2,0 1,56 x 16 (0,99) 0,74 3,81 x 18(0,99) 0,30
4,0 1,30x16(0,99) 089 391x18(0,99) 0,30

W CB: cianobactérias® Coeficientes de correlacéo JRapresentados entre
parénteses.
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4.2.3.3 Modelo cinético de ordem-ésima

Visando estabelecer uma melhor observacdo solmnpacto do pH,
do carbono orgénico e do 0zénio residual sobraética de decaimento
do ozbnio, uma lei de velocidade empirica genexd#izfoi construida
para o conjunto de dados inteiros.

A Equacgédo 3.11 (secdo 3.9) foi ajustada por regoessio-linear
para os quatro grupamentos de dados descritosh®al4.5: conjunto
de dados para agua ultra-pura tamponada; conjunidados pard.
aeruginosa conjunto de dados parA. flos-aquae;e, finalmente, a
combinacao dos dados e aeruginoseae A. flos-aquaeem um Unico
conjunto de dados. Os modelos forneceram um bosteajle dados
(R> = 0,87 - 0,92). A decomposicdo do 0zdnio em Agitra-pura
provou ser de segunda ordem com respeito ao ozdisiplvido,
enquanto a ordem de reagdo com relacdo a concamtrde ions
hidréxido foi igual a 0,53. Mizuno, Tsuno e Yamada007)
desenvolveram um modelo cinético similar para @e®sro decaimento
do ozbnio em &agua ultra-pura, tendo os autores &ambbtido uma
cinética de segunda ordem com respeito ao ozosswldido. A ordem
de reacgdo para os ions hidréxido (0,73) foi, nargnt levemente maior
ao obtido neste estudo. Este comportamento depessavelmente ao
fato de que o modelo de Mizuno, Tsuno e Yamada 7(200i
desenvolvido para uma faixa mais ampla de pH (Z,8r

Tabela 4.5. Par&metros estimados para determinaorportamento do
decaimento de ozbnio.

Parametros Milli-Q MIC* ANA* MIC+ANA
estimados R=0,92 R?®=090 R?=0,87 R?=0,88

O3 n 2,00 2,02 2,08 2,04
k k 131,50 37,60 2,46 13,85
Efeito do pH m 0,53 0,34 0,18 0,28
Efeito COD_T p - 1,19 1,03 1,03

*MIC: M. aeruginosaANA: A. flos-aquae
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Na presenca de matéria organica algal (MOA), o heodmético
indica que o decaimento do 0zdnio é sempre de dagumdem para
e de primeira ordem com relacéo ao COD. Em relagdoH, as ordens
de reacéo (0,18 - 0,34) foram menores do que &ashbtm agua ultra-
pura, o que indica que o impacto do pH sobre oiderdo do 0zdnio
foi reduzido na presenca de MOA. A reatividade Me aruginosa
(k = 37,6 &) foi também superior aquela observada paréos-aquae
(k = 2,46 §). Tais resultados indicam que os menores tempaseis-
vida observados quando da oxidacacAddlos-aquaeforam causados
pelo aumento da reatividade da MOA ao invés do atonde COD
promovido pelo maior tamanho das célulasdd@os-aquaecomparado
aM. aeruginosa

De forma a permitir uma comparacéo direta da rielatile do 0zonio
com as células de cianobactérias, os modelos pexlile demanda
imediata de ozbnio e de decaimento foram utilizgols predizer o
perfil de decaimento de ozénio utilizando uma co&oicomum de
ozonizacdo (COD_Total = 2 mg*Le dose de ozénio = 2 mgHL
mantendo variaveis o pH e a espécie de cianobactriigura 4.17
indica que, para as mesmas condicdes (pH, dosmdale COD_T) o
decaimento do ozb6nio seria semelhante para todosomgsintos de
dados a pH 6 e levemente superior pdraaeruginosaa pH 8, em
decorréncia de sua maior reatividade.
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Figura 4.17. Curvas preditivas de decaimento daiozara agua Milli-Q com
auséncia e presenca de células Me aeruginosa A. flos-aquag e M.
aeruginosat A. flos-aquaeem pH 6 e 8 (dose de 0z6nio = 2 mi§- COD = 2
mg-L?"). (MIC: M. aeruginosa; ANA: A. flos-aquae).
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4.2.4 Formacao de subprodutos da desinfeccédo a partir deélulas
de cianobactérias

Diversos estudos tém avaliado quantitativamenteatividade de
algas e células de cianobactérias e seus metabéditoo precursores de
subprodutos da desinfeccdo (PLUMMER; EDZWALD, 2080ONG et
al., 2008; EL-ATY et al., 2009; HUANG et al., 200RAMYADI et al.,
2012). A pré-ozonizacéo de células de cianobastémi@duz a liberacéo
de compostos intracelulares que podem contribuircanjunto de
precursores dos subprodutos da desinfeccdo (agbungjue a poés-
cloragdo € utilizada ao fim do tratamento). Pardiawv o potencial de
formacgéo de subprodutos a partir das céluldg.deeruginoseae A. flos-
aquae submetidas ou ndo a diferentes doses de o0z6mostes
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contendo densidade de células de 2,5xdél-mL' em ambos os
valores de pH (6 e 8), foram cloradas e submeéidasalises de THM e
HAA.

Os resultados obtidos indicaram a formacdo precdamen de
cloroférmio (CHCY) e acido dicloroacético (DCAA) nos ensaios com
M. aeruginosae de CHGJ, DCAA e &cido tricloroacético (TCAA) para
A. flos-aquae(Tabela 4.6). A legislacdo brasileira (Portari®12)
(BRASIL, 2011) preconiza um valor total de 100 iypara THM e 80
1g-L* como valor maximo permitido como padréo de poidile. Os
mesmos valores sdo adotados pela legislacdo camadEANADA,
2006; 2008). Os valores obtidos para a densidadetlddas estudada
(250.00 cel-mLY) de até 38,4 e 62,7 pg*ide THM e 13,5 e 23,9 ug-L
! de HAA para M. aeruginosa e A. flos-aquae, respmuente, indicam
que a presenca das cianobactérias estudadas ern agperficiais
poderiam, principalmente para o THM, aumentar aceotracédo final
de subprodutos formados, dependendo da qualidadiguda

Um estudo realizado por Hong et al. (2008) indigoe a formacéao
de THM e HAA a partir de cianobactérias é diretamerlacionada a
composicdo bioquimica da célula. A formacdo de Thde a ser
maior que de HAA quando a propor¢édo de lipidioscomposicdo da
célula é maior. A formacdo de HAA, por sua vez,epahdente da
quantidade de proteinas. De acordo com o0s autargsiantidade de
proteinas é proporcionalmente maior em céluladlde@eruginosado
gue em células dénabaena sp.entretanto, as células dmabaena sp
apresentam uma maior propor¢ao de lipidios (HON&.e2008). Esta
consideragdo poderia explicar a razdo da maiordoéim de THM a
partir das células dé. flos-aquaebservada neste estudo. Em termos de
formagcédo de HAA, embora uma maior concentracdcedadbproduto
tenha sido esperada pdvh aeruginosa(maior contetdo de proteina),
concentracdes mais elevadas de HAA foram obtides/Audlos-aquae
Considerando-se a maior proporcdo de COD extraceharaA. flos-
aquae a maior concentracdo de material proteinaceoodispl teria
favorecido a formagdo de HAA. El-Aty et al. (2009)Hong et al.
(2008) destacam que a formacdo de subprodutos f@odeém ser
relacionada ao contetdo de clorofila-a da célulns@lerando que a
concentracéo de clorofila-a € maior em célulag\déos-aquaedo que
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em células deM. aeruginosa(HUANG et al., 2009), a concentragdo
total de THM ap6s cloracdo para flos-aquaetambém poderia ser
atribuida a este fator.

Tabela 4.6. Concentracgao total de THM (TTHM) e HEAIAA) antes e apds
pré-tratamento com ozonio.

. Dose de @ Trum Thaa
ce PR mglh (gL (ug-LY)

- 0,0 0,0

6 0,5 0,0 0,0

2,0 0,0 3.4

M. 4,0 0,0 5,4

aeruginosa - 6,3 2,9
8 0,5 15,5 6,0
2,0 25,5 11,4
4,0 38,4 13,5

Dose de @ Trhm Thaa
e PR mglth ugh (ug-LY)

- 0,0 0,0

6 0,5 0,0 0,0

2,0 1,6 3,3

A. 4,0 1,9 9,3
flos-aquae - 22,8 14,4
8 0,5 35,3 19,8
2,0 41,6 21,9
4,0 62,7 23,9

* CB = cianobactérias

As doses de 0zdnio mais elevadas resultaram enr foamwacao de
subprodutos, exceto parilicrocystis a pH 6, em que nenhuma
formacdo de THM pode ser detectada mesmo apésicagi de
oz6nio a 4 mg-t. ParaAnabaena somente nas dosagens de 2 e 4
mg- L™ foi possivel verificar a formacdo de THM. Maiorrftacéo de
THM e HAA foi observada parAnabaenauma conclusédo coerente se
correlacionada a maior concentragdo de carbonmicm&xtracelular
guantificado ap0s a ozonizacdo para esta espénibord maiores
concentracdes de COD tenderam a resultar em neiada formacgéo
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de subprodutos, pode-se considerar também quédiddade destes foi
tanto pH como organismo-dependente. Maximos rendivse de

11 pg-mgC (TTHM = 38 pg-[Y) e 4 ug-mgC (THAA = 14 pg-LY
foram obtidos par. aeruginosaem pH 8 e apds dosagem de 0zdnio
de 4 mg-[*. ParaA. flos-aquagnas mesmas condicdes, foram obtidos
rendimentos maximos de 16 pg-mgCTTHM = 63 pg-LY) e 6
pg-mgC' (THAA = 24 pg-LY).

Huang et al. (2009) obtiveram um rendimento levamenferior
para células dé. flos-aquaecomparado 8. aeruginosaao contrario
do observado neste estudo, sugerindo que estaépci@r estaria
relacionada as caracteristicas de menor hidroftddie e menor
conteudo de precursores de HAA (proteinas). Da mefima, a
formacdo de TCAA paril. aeruginosando observada neste estudo, foi
verificada por Huang et al. (2009) e atribuida #omlaidrofobicidade da
MOA para esta espécie.

A razdo TCAA/DCAA pardA. flos-aquaevariou de 0,14 a 0,21 em
pH 6 e de 0,30 a 0,48 em pH 8, tendo-se observams razdes
entre esses compostos com o aumento da dose déo.oEwses
resultados indicam que o COD produzido pelas cgldésd. flos-aquae
foi mais propenso a formagédo de DCAA do que de TENBUYEN et
al., 2005; EL-ATY et al., 2009). Este comportamestmere menores
niveis de carbono aromatico em comparacao aossrieeaminoacidos
no contetddo total de MOE para esta espécie (HONG@I.et2008;
HONG; WONG; LIANG, 2009). Conforme destacado poraHg et al.
(2009), a maior proporcao de material proteinacgeMOE intensifica a
dominancia de DCAA, podendo-se relacionar este oommento a
fracdo de nitrogénio presente na estrutura dagipest. A Figura 4.18
apresenta o total de THM e HAA medido nas diferemi@ndicdes de
dosagens de ozb6nio e pH. Uma relagdo com a coacéotde COD
extracelular foi também considerada.

A influéncia do pH na formac&o de THM pode ser eissta a dois
mecanismos. Por um lado, a ozonizacdo em pH mavgadd resultou
em uma maior concentracdo de COD extracelular (comstrado nas
Figuras 4.5 e 4.6), aumentando a disponibilidadéVi@E. Por outro
lado, é conhecido que em pH basico a reatividadelato livre com a
matéria organica tende a aumentar, enquanto enctipld a reatividade
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do cloro é reduzida. Portanto, o pH mais elevaiaala concentragao
de COD pode resultar em maiores concentra¢des fiteasubprodutos.
Alguns estudos indicam que o aumento do pH favoaefmrmacao de
trihalometanos (IRIARTE et al.,, 2003; LIANG; SINGERO0O03;
NAVALON; ALVARO; GARCIA, 2008; FANG et al., 2010a)mas
pode desfavorecer a formacdo de TCAA (LIANG; SINGERO03),
enquanto a formagédo de DCAA mostra-se independienpd.

A partir de um mecanismo proposto por Reckhow geirem 1985,
Liang e Singer (2003) sugerem que THMs e TCAA pesswma
estrutura comum de precursor (R-COLLXsendo a formagdo da
espécie do subproduto dependente da natureza pangeato funcional
R e do pH do meio. Em pH alcalino, a maior formagéddHM e HAA
é atribuida a hidrdlise alcalina, a qual é aumentamn o aumento da
concentracdo de OHIRIARTE et al., 2003; LIANG; SINGER, 2003).
Em pH &cido, para que TCAA seja formado, € necigsgée R seja um
grupamento funcional facilmente oxidavel, caso i@id, a hidrélise
devera prevalecer, produzindo trihalometanos. Quard grupo
funcional € um grupo metil (ex. GLO-CX; - 1,1,1-trihaloacetona),
compostos de THM e DCAA sao formados, mas ndo TQUANG;
SINGER, 2003). Como observado na Figura 4.18, eng pdlformacao
de cloroférmio ndo foi observaddl( aeruginosa ou foi formado em
pequenas concentracded. (flos-aquag obedecendo o mecanismo
descrito. Considerando a formacao de DCAA e GHE&iIn média, a
formacdo de DCAA correspondeu a 29% do total depraglutos
formados paraVl. aeruginosae 27% pard. flos-aquaeem pH 8. Ao
contrario do considerado na literatura consultadaoncentracdo de
TCAA (A. flos-aquag aumentou com o aumento do pH de 6 para 8,
assim como as concentracfes de DCAA. O mesmo cteanpemto foi
observado por Fang et al. (2010a) em estudosMoagruginosa
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Figura 4.18. Formacao de THM e HAA ap0s ozonizalgld. aeruginosda) e

A. flos-aquagb) em pH 6 e 8 apés 10 min de tempo de contato @56, 2 e 4
mgQ;-L™ para 2,5x10cel-mL* (condicées de cloracdo: cloro residual de 1,0
+0,2 mg-L* ap6s 24 horas de tempo de contato a 22 °C).

70 - . - 2,0 o
B THM H8
<760 A PRS P o
5 OHAA 1 O
g 50 1 A COD extracelular : LS g
~ I =
40 2
3 i t108
T 30 - I ; =3
()] 1 Ay 2
= p A . —~
T2 ' - 053
F 101 1 a
- [ N
0 = . . J 0,0
wn o N B wn o N N
e o o ° e ™ o °
s 3 3 3 s 3 3 3
N «Q« «Q «Q« N «Q« «Q «Q
o o) o) o) o o) o) o)
3. (%) w w 3. (%) w @
S = = = = = = = (@)
70 - - 2,0
BTHM pHE | oH 8
~ 60 1 I Q
4 OHAA I 8
= 50 1 I ; F15 o
> £ DOC extracelular 1 AN <
2 40 - I S
3 Lo =
. ' c
T 301 1 2
o A I =
s 201 : L 05 3
e 04 -
1 N
0 . ol ] - 0,0
wn o N IN " o N IN
e o o ° g o o °
3 3 3 3 3 3
g Q «Q «Q g «Q Q «Q
> o o) o) o o} o) o)
=3 (%) w w =3 w w w
= = = = = = = = (b)

PPGEA - Engenharia Ambiental (2012)



142 Capitulo 4 - Resultados & Discusséo

Uma avaliagdo comparativa do potencial de formagd®
subprodutos a partir de MOE e células de cianobastééo foi
considerada neste estudo. Entretanto, algumas vaelges sobre a
MOE foram feitas em relacdo a subprodutos acumslatlwante um
longo periodo de tempo de cultivo de células, o quenenta a
representatividade destas descobertas em uma&toraeal (ZAMYADI
et al., 2012). Outros resultados obtidos por Liale{2011) em estudos
de cloracdo conmM. aeruginosaindicam que somente 22% do total de
THM formado foi derivado da MOE em uma mistura unatio células e
MOE. Em estudos também com célulasMieaeruginosa Fang et al.
(2010b) avaliaram a contribuicdo de MOE, MOI e l&&wa formacéo
de subprodutos. Os autores observaram que a MO@Bofomenores
concentracdes de cloroférmio e DCAA se comparatitCl e células
de cianobactérias, 0s quais apresentaram uma laogéd similar na
concentracdo total de subprodutos formados. Ouwtstisdos também
demonstram que a formacdo de subprodutos a pastic&ulas é maior
que aquela obtida a partir da fragdo extracelHWWANG; CHENG;
CHENG, 2008; HUANG et al., 2009; YANG; GUO; SHEN)1A).

Todos esses resultados confirmam que a pré-oxidde@elulas de
cianobactéria pode impactar significativamente mamécao de
subprodutos da cloragdo em certas condicdes, abpeaie quando a
concentracdo de células é elevada. Entretanto, eitoamcasos, o
conhecimento do nivel de precursores tem sido amstcomo o
principal fator que afeta a formacéo total de sothptos em aguas
naturais e o fator mais importante que limita o dsopré-cloracéo
(ZAMYADI et al.,, 2012). No caso da ozonizacdo, amdicbes de
tratamento podem melhorar a reatividade e o rendonedos
subprodutos a partir das células e do materialaestnlar. Quando
considerada a pré-ozonizagdo, a contribuicdo deulasél de
cianobactérias no montante de precursores de THiA& deve ser
cuidadosamente ponderada, especialmente se nenhatamento
adicional é considerado ap0s a pré-ozonizacdo,eow $ratamento
empregado ndo é capaz de remover os precursoeadds pelas
células.
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4.2.5 Efeito da ozonizacdo na liberacdo e oxidacdo de toa
intracelular em células deM. aeruginosa

Os niveis de toxina total e extracelular obtido§sap exposicéo de
células deM. aeruginosaao o0z6bnio, nas trés diferentes doses descritas
ao longo deste estudo, foram medidos de forma bBanwaefeito do
oxidante na liberacdo da toxina da célula em coagdar com a
degradacdao global de toxinas pelo ozonio.

A imediata alteracdo na estrutura celular Me aeruginosafoi
novamente verificada com o aumento da concentraigotoxina
extracelular apos 30 s de tempo de contato emcanaginte todas as
condicbes. Este mesmo comportamento foi observasndyp da
avaliacdo da concentragcdo de COD apds exposicdocélaks ao
oxidante. O perfil de liberacdo e oxidacdo de MC-4®R durante o
periodo de exposicdo das células ao processo deizagdo nas
diferentes doses de ozbnio, pH e densidade cefulpresentado na
Figura 4.19. Para ambas as densidades, obsenra-sgimento visivel
na quantidade de toxina extracelular apos o irdoidratamento. Nas
condicdes avaliadas (exceto para 0,5 gg® a 1,5x16 cel-mL?),
verificou-se que em pH 8 a concentracdo de toxitea@:lular foi
superior aquela observada para pH 6 para um mesmmotde contato
(entre 0,5 e 1,5 min). Entretanto, considerando-perfil de oxidacao
em pH 6, um decaimento mais rapido na concentragéianescente de
toxina extracelular foi observado para todas aslicdes avaliadas. A
partir da dosagem de 2 mg:lem pH 6, completa remocéo de toxina
extracelular foi observada a partir de 1ip de tempo de contato,
ou seja, logo apos o pico de concentracao de tdikimr@ada pela célula.

Em estudos visando a degradacdo de MC-LR dissolyida
ozonizagdo, 0 mesmo comportamento de degradacammxde em
valores de pH mais baixos foi observado (ROSITANGZHOLSON,;
PIERONNE, 1998; SHAWWA; SMITH, 2001; AL MOMANI; SMIH;
EL-DIN, 2008; AL MOMANI; JARRAH, 2010). Conforme d&acado
por Al Momani e Jarrah (2010), a degradacdo mais la pH alcalino
sugere gque a microcistina apresenta uma maiodatiei com o 0z6nio
molecular do que com os radicais hidroxila.
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Figura 4.19. Perfil de liberacé@o e oxidacdo de ogistinas. pH: 6 e 8; doses de
ozbnio: 0,5, 2 e 4 mg? densidade celular: 2,5x10cel-mL* (a) e

1,5x16 cel-mL* (b).
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A menor eficiéncia de degradacao de toxina em pHliab pode ser
considerada sob dois aspectos: um menor poteneiadxdlacdo do
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0z6nio molecular em pH alcalino (1,24 V) se comgara pH &acido
(2,70 V); e ao aumento na conversdo do ozo6nio miaeem radicais
hidroxila em meio alcalino (ROSITANO; NICHOLSON; BERONNE,
1998). Al Monani e Jarrah (2010) indicam uma redugignificativa na
constante de velocidade de degradacdo de MC-LR -&kRRQuando do
aumento de pH de 2 para 11. De pH 7 para pH 9resalnais proximos
aos utilizados no presente estudo) a constanteldeidade K) reduziu
de 9,90 € para 1,58 § para MC-LR, e de 20,0"spara 5,58 & para
MC-RR, considerando-se uma temperatura de 20 °@rdfavalores de
k a pH mais baixos indicam a melhor reatividade dar®lecular na
degradacdo das microcistinas, de acordo com osegutOnstad et al.
(2007) destacam que a menor oxidacdo de toxinas patlicaisOH
pode ser associada a presenca de matéria orgaeste, caso o0 COD,
que atuaria como sequestrador dos radicais hidrexileduziria o seu
potencial oxidativo.

As concentracdes remanescentes de toxina, totdtacelular, apos
10 min de exposi¢éo ao 0zbénio nas condi¢bes aealisdio apresentadas
na Tabela 4.7. Para a densidade de 2%gabmL?, anteriormente a
ozonizagdo, a concentracdo de toxina extracelwarcénsiderada
ausente com concentracdes de toxina total médiasldeg- [* (pH 6) e
7.4 pg-C* (pH 8). Com a exposicdo das células & dosagem de
0,5 mgQ-L™, uma concentracdo de ozénio residuél, 1mg-L* passou
a ser detectada a partir de 1,5 min de exposigdim @ aumento
imediato da concentracdo de toxina extracelulamocendicado na
Figura 4.19. Ap6s 10 min de exposi¢céo nesta dosagé# da toxina
total foi degradada a pH 6 e 92% a pH 8. A conegaty semelhante de
toxina total e extracelular indica que grande pdaédoxina foi liberada
e degradada, como observado por Daly, Ho e BrogR@87) em
experimentos com cloracdo. A partir da dose de 2. completa
degradacdo de microcistinas (total e extraceldtaralcancada (Tabela
4.7) com maior efetividade quando em pH 6 (Figut®y
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Tabela 4.7. Ozb6nio residual e dados de degradagdenidrocistina apos
ozonizagdo das células dd. aeruginosaem densidades de 2,5%1@

1,5x10 cel-mL", pH 6 e 8 e 10 min de tempo de contato (DosadeBs?2 e 4
mgQ,- LY.

s () Residual de 0zonio (mg'-lu.- pH6
250.000 cel-ml 1.500.000 cel- mk.
0,0 0,0 0,5 2,0 4,0 0,0 0,5 2,0 4.0
0,5 0,0 0,3 2,1 3,9 0,0 0,3 1,6 3,0
1,5 0,0 0,2 1,6 3,7 0,0 0,2 0,8 2,6
3,0 0,0 0,1 1,4 3,4 0,0 0,1 0,6 2,2
5,0 0,0 0,1 1,3 3,0 0,0 0,0 0,3 1,6
10,0 0,0 0,0 0,9 2,6 0,0 0,0 0,2 1,1

Concentracao de toxina (ugl-)L

Total 8,1 0,3(96%)* 0(100%) O (100%) 271 7,4(73%) 0(100%) O (100%)
Extracelular 0,0 0,2 0,0 0,0 0,2 57 0,0 0,0
Tempo (min) Residual de 0zonio (mg'-lu.- pH8
250.000 cel-ml 1.500.000 cel- mk.
0,0 0,0 0,5 2,0 4,0 0,0 0,5 2,0 4,0
0,5 0,0 0,2 1,1 2,2 0,0 0,3 1,1 1,4
1,5 0,0 0,1 0,6 1,2 0,0 0,1 0,2 0,4
3,0 0,0 0,0 0,2 0,7 0,0 0,0 0,1 0,1
5,0 0,0 0,0 0,1 0,4 0,0 0,0 0,1 0,0
10,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

Concentracao de toxina (ugl-)L

Total 7,4  0,6(92%) 0(100%) 0 (100%) 30,1

Extracelular 0,0 0,6 0,0 0,0
* Porcentagem de degradacao.

Os valores destacados em negrito referem-se agaftsee 0z6nio (mg-.

16,9(44%) 3,7(88%) 0 (100%)
0,2 7,1 2,6 0,0

Para a maior densidade de células, a exposicéeageim de 0zonio
de 0,5 mg-L* resultou em uma degradacéo de 73% e 44% de toxina
total em pH 6 e 8, respectivamente, a partir deeatnaco inicial. Para
esta mesma dosagem, verifica-se que, do montataterémnanescente
de toxinas em pH 6 (7,4 pg‘L apenas 5,7 pug'Lé extracelular,
indicando que apés a oxidacdo com dosagem de (C%-hifjcerca de
1,7 pg-L* permanece ainda como toxina intracelular. O mefwno
observado em pH 8, em uma maior proporcéo, conack®,8 ug-Lt
sendo quantificada como toxina intracelular. Comd@sagem de
2 mgQ:-L* em pH 6, completa degradacdo de toxinas foi observ
ainda com um residual de ozénio de 0,2 rifgapés 10 min de tempo
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de contato. Para pH 8, nesta mesma dosagem, amdeegidual de
toxina total de 3,7 ug'k (1,1 pg-I* como toxina intracelular) foi
determinado, tendo-se obtido uma remocdo total, aatirp da
concentracao inicial, de 88%. Um residual de ozénih1 mg-L* foi
detectado a partir de 3 min de tempo de contatoa E@adosagem de
4 mgQ:-L!, toda a toxina inicialmente quantificada foi detp@a
também a pH 8, com a decomposicao completa do @z6i min de
exposicdo. A baixa ou ausente deteccdo de toximagl@ses mais
elevadas de oz6nio sugere que a toxina foi degaadadnesmo tempo
em que foi liberada pela célula. Uma avaliagéo lamiealizada por
Daly, Ho e Brookes (2007) com a cloragéo de céldédd. aeruginosa
demonstrou a necessidade de maiores dosagens mbe pelta uma
reducdo efetiva na concentracdo de microcistira, teemelhantes as
avaliadas neste estudo, além de um também maigotel®m contato.
Comparativamente ao cloro, o 0zénio mostra-seaptwt mais efetivo
na degradacdo de microcistinas em um curto tempxplesicdo e em
menores dosagens, o0 que favorece o seu uso ed@aaagloro.

O perfil de decaimento do oz6nio e de liberacdegratacdo de
toxinas em ambos os valores de pH (6 e 8), sd@®laoionados nas
Figuras 4.20 e 4.21, respectivamente, para a dafesidde
1,5x10 cel-mL*. Como pode ser observado, um maior residual de
ozbnio é sempre observado em pH 6. Para a dose@@oomais
elevada, no ponto em que se verificou a degraditabdas toxinas,
residuais de ozdnio de 2,6 e 0,4 myfaram quantificadas para pH 6 e
pH 8, respectivamente.
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Figura 4.20. Perfil da liberacdo e degradacao deocistina e residual de
oz6bnio em pH 6 (densidade: 1,5%1Cel-mLY). (@) 0,5 mg@L™;

(b) 2,0 mgQ-L"; (c) 4,0 mgQ L™
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Figura 4.21. Perfil da liberacdo e degradacao deocistina e residual de
oz6bnio em pH 8 (densidade: 1,5%1Cel-mLY). (a) 0,5 mg@L™;
(b) 2,0 mgQ-L"; (c) 4,0 mgQ L™
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A reacdo de oxidacao de microcistina com o ozdrdeskrita como
uma reacdo de segunda ordem, sendo de primeirengrda cada um
dos reagentes. Como indicado por Al Momani e Ja(281i0), uma
cinética de pseudo-primeira ordem pode ser coraldeem relacdo a
degradacdo da toxina, o que é justificado pelososuntervalos de
tempo utilizados nos dados cinéticos e ao excessz@hio na solucédo
(no minimo 15 vezes a concentracdo de MC-LR eqnéticas de
pseudo-primeira ordem foram também consideradaRpdriguez et al.
(2007) e Daly, Ho e Brookes (2007) em experimento pré-cloracao.
Dessa forma, a taxa de reagéo pode ser descrita com

—d[Tox

dt
onde, ky, € a constante cinética de pseudo-primeira ordera pa
degradacao da toxina.

=k,, X[Toxing

Em ensaios com cloracdo de células de cianobastédaly, Ho e
Brookes (2007) e Zamyadi et al. (2010) destacam ajaeimento na
concentracéo de toxina extracelular, logo apéspasgio das células
ao oxidante, sugere que a toxina intracelular érditta da célula
danificada em uma velocidade maior do que é dedeadzonsiderando
essa premissa, procurou-se comparar a constantbelacdo e de
oxidacdo de toxina (total), plotando-se In([MC-LR.]er./[MC-LR
eq.}) versus CT. Os valores obtidos séo indicados h&l@al.8 para a
densidade de células de 1,5%b@l-mL?, a qual permitiu uma melhor
avaliacdo das constantes em virtude de possibditquantificacdo de
residuais de toxina por um periodo mais longo deptede contato.
Como pode ser observado, exceto para a dosagemnd®AL ™" a pH 6,
a constante de velocidade de liberacdo € maiorudoagconstante de
velocidade de degradagdo da toxina. Esta relac&obowa com os
autores citados, a respeito da velocidade de §Bera degradacédo da
toxina intracelular. Em dosagem de 4 rgdd a pH 6, o maior valor da
constante da oxidacdo em relacdo a constante eiedéo de toxina
sugere que esta é imediatamente oxidada apés at@alas células com
0 0zbnio, ainda dentro da célula.
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Tabela 4.8. Constantes de reacdo de liberagdodagio de MC-LR eq. total
para densidade de células de 1,5 mL™.
O

pH (mg-sl_'l) k liberagdo de toxina k oxidagéo (tox)
k(s k' (M*-sY k(s k' (M*-sY

0,5 1,54E-01 7,37E+0% (0,81y  2,97E-02 1,42E+03 (0,84)

6 2,0 7,60E-02 3,65E+0% (1,00) 2,65E-02 1,26E+03 (0,90)

4,0 4,53E-03 2,17E+0Z (1,00) 1,63E-02 7,84E+02 (0,85)
0,5 4,15E-01  1,99E+0< (1,00) 2,47E-02 9,60E+02 (0,82)
8 2,0 1,03E-01 4,96E+0% (1,00) 1,50E-02 7,36E+02 (0,93)
4,0 4,49E-02 2,15E+0% (1,00) 1,60E-02  7,68E+02 (0,99)
* Coeficientes de correcdo 1R

Em relag&o ao pH, valores maioreskdsfio observados em pH 8 em
termos de liberagdo de toxina da célula, o quecandima acdo mais
agressiva do ozonio/radicat®H na célula. O mesmo comportamento é
observado quando avaliado em termos de COD exitacelSecao
4.2.1). Em termos de oxidagdo, os valoreskdeao contrario, sao
maiores em pH 6, indicando uma maior eficiénciaddgradacdo das
toxinas neste pH, em virtude da maior concentraga®; molecular. A
relacdo entre a liberagdo e a oxidagcdo das toxipas exposicdo ao
o0zbnio em todas as condi¢des avaliadas é apreasemdiaBigura 4.22 e
na Figura 4.23.

A presencga de compostos organicos no meio é coadalem fator
limitante no processo de ozonizagdo devido a sagécedireta com o
ozdnio molecular ou indireta, através do sequedt® radicaisOH
formados. Globalmente, a taxa constante de reagéoratlicais OH
com 0s compostos organicos, ou sequestradoresioé eaaque a taxa
constante de reacdo doj; Qmolecular (CSEFALVAY; NOTHE;
MIZSEY, 2007), uma vez que sdo moléculas com pakosidativo
mais elevado e sdo menos seletivas. Por essa razéonsumo de
radicais’'OH pelos sequestradores (ex. COD) tende a redeficiéncia
de degradacao do composto alvo pelos radicaisxilialro
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Figura 4.22. Perfil da liberacdo e degradacdo deacistina em pH 6 e 8
durante os ensaios de ozonizacdo (densidade: 2,5g&DmLY). (a)
0,5 mgQ-L™; (b) 2,0 mg@ L™ (c) 4,0 mgQ- L™
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Figura 4.23. Perfil da liberacdo e degradacdo deacistina em pH 6 e 8

; P ; . -1
durante os ensaios de ozonizagdo (densidade: £,5xdd-mL?).
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A formacéo de radicai©®H em funcédo do pH e da dose de 0z6nio na
presenca de células 8 aeruginosa2,5x10 cel-mL?) é observada a
partir do decaimento da concentracdo de pCBA eagdielao tempo de
exposicao (Figura 4.24). Em pH 6 o decaimento dareatracdo de
pCBA é menos expressivo, mesmo em doses mais akvadH 8, o
aumento na dose de 0zdnio resulta em um decaimegitointenso na
concentracdo de pCBA, o0 que sugere a elevada faogradicais.

Figura 4.24. Oxidacdo de pCBA durante o processozdaizagdo com células
deM. aeruginosg2,5x10 cel-mL?).
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Um exemplo do perfil de oxidagdo de microcistina femgéo do
conteudo de COD extracelular € apresentado nad#§@6 em relacao
a densidade de células de 1,5%a6- mL™.
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Figura 4.25. Relac@o entre COD extracelular e toXliberacdo e oxidagao)

(1,5x10 cel-mL?). (a) 0,5 mg@L™; (b)

2,0mgQ L% e (c) 4,0 mgoL™
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De forma geral, o pico de concentracédo de toxberdida pela célula
ocorre no mesmo ponto em que se verifica a malerdgdo/formacao
de COD, com a posterior reducdo da concentracatoxdeas. Em
relacdo ao COD extracelular, como comentado enosagterior, este
tende a aumentar com o0 aumento da dosagem, sen@o es
comportamento mais expressivo em pH 8. Em pH & pardosagens
mais elevadas, a concentragdo de COD foi similamo@madamente 1
mg-LY). Em pH 8, ao contrério, um aumento constante @D C
extracelular é observado quanto maior a dose de@metnpregada. Este
comportamento sugere que todo o COD intracelllardido pela célula
seja obtido pela agdo do ozénio molecular em cémjeom radicais
hidroxila, e que um aumento nesta concentracdo pedassociado a
reacdo direta dos radicais hidroxila (pH 8) comcosstituintes da
célula. Do mesmo modo, a maior concentracdo de COD
liberado/formado atuaria como sequestrador doscaedihidroxila,
reduzindo a sua concentracdo no meio, com menaacadu na
degradacao da toxina, como é claramente obsenaé@uara 4.25 para
as dosagens de 0,5 e 2 mgO". Para dosagens mais elevadas, mesmo
tendo-se maior concentracdo de COD, portanto, maioisumo de
radicais, o excesso de radicA é capaz de promover a degradacéo
da toxina. A pH 6, a reacdo direta do ozénio conadpono ou a sua
decomposicdo natural ndo influenciou na degraddgdoxina, tendo-se
verificado sempre um residual de oz6nio ao final miriodo de
oxidagcdo para as dosagens mais elevadas (Figudy 42formacao
mais elevada de radicail®H (Figura 4.24) e a auséncia de residual
mesmo em dosagem de 4 mglO' (Figura 4.21) confirmaria a continua
reacdo entre os radica®H e o COD extracelular ou com o préprio
0z6nio molecular.

Miao e Tao (2009) avaliaram diferentes concentraggeCOD (0 a
4 mg-L") e observaram uma reducdo significativa na degéadale
MC-RR, sendo esta reducdo maior quanto maior aettragdo de
COD. Menores valores de residual de o0z6nio forageados quanto
maior a concentragdo de COD. O mesmo comportanientdservado
por Shawwa e Smith (2001) que destacam a compedigdie a matéria
organica e a MC-LR pela reacdo com o ozbnio, \asteecessidade de
uma maior dosagem de o0zbnio para a oxidacdo daatain niveis
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inferiores ao limite de deteccdo quando do aumeatooncentracdo de
COD.

Os resultados obtidos com a pré-ozonizacdo dosivawult
laboratoriais indicam que o 0zbnio, mesmo em rethszidosagens,
apresenta uma elevada capacidade de danos asagig@s estudadas.
A liberacdo de compostos intracelulares no inicidrdtamento sugere
reacOes imediatas entre as células e as molémilezddio, com a perda
imediata de viabilidade, mas com a manutencdo, a#ria das
condicOes avaliadas, da estrutura celular, indicapug uma dose inicial
de ozdnio de 0,5 mg-Lseria suficiente para induzir a inativacdo das
células. Em termos de concentracdo de COD, essaidiogal baixa
garantiia que o COD extracelular quantificado asemriundo
exclusivamente dos constituintes organicos inttdaeds liberados da
célula e ndo da formacdo de COD pelas reacdes adzéhila. Em
termos de liberacdo e oxidacdo de toxinas, todsar#seis, dose, pH e
densidade de células influenciaram no potenciadlaiio do ozdnio,
sendo o pH considerado a variavel mais importateeido a obtencao
de uma maior eficiéncia de degradacéo desses nitdatzopH 6, o que
indica uma maior afinidade da microcistina com éria molecular. A
maior propensdo de formacgdo de subprodutos dafelesdio apos a
reacdo do ozbnio com as células indica ser impertaonsiderar
barreiras para a remocdo dos precursores formadog ® pH é uma
variavel importante no processo, visto que em pidlialo a formagéo
de THM e HAA foi muitas vezes superior a formac@&stds mesmos
compostos a pH 6. Considerando todas as variaugisegadas, pode-
se indicar que as melhores condi¢des operacion@mfobtidas a pH 6
e dose de o0z6nio intermediaria, de 2 mgO, visto que a degradacao
da toxina nestas condic¢des foi completa mesmo ganaior densidade
de células e que a formag&o de subprodutos da;@twfai reduzida.
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4.3APLICACAO DO OzZONIO EM FLORACAO NATURAL DE
CIANOBACTERIAS

A acdo do ozdnio nas células de cianobactériasaeefitiéncia na
degradacdo de toxinas foram igualmente avaliadaa pena agua
natural com floragdo de cianobactérias. As amo$brasn coletadas na
Baia Missisquoi entre os meses de junho e setedd)11. Durante
este periodo de floracdo, em que os ensaios foemiizados, foi
identificada a presenca dos géneros de cianotkextilicrocystis
AnabaenaPseudanabaena AphanizomenoifFigura 4.26). Durante o
periodo de floracdo no manancial, observou-se dandoia alternada
dos génerodicrocystis e Anabaenasobre os demais géneros. Como
encontrada normalmente em ambientes naturais, nobaAatéria
Microcystis apresentou-se na sua grande maioria como cold@sas
células, em diferentes formatos, com poucas célisialadas sendo
observadas.

Nas secOes a seguir serdo apresentados os resuitatidos em
relacdo ao perfil de decaimento do ozbnio, ao eféd oxidante na
liberagdo de compostos intracelulares (COD), aastosf sobre a
turbidez, integridade celular, formacéo de subpasida desinfeccéo e
degradacado de toxinas. Procurar-se-a relaciondadss obtidos nesta
etapa com aqueles verificados nos ensaios convau#boratorial de
M. aeruginosae A. flos-aquae

Devido a impossibilidade de determinacao quantéadi qualitativa
das amostras em termos de género e nimero de a@éoas, de forma
a determinar um valor inicial de células como nosa@®s precedentes,
optou-se por realizar as avaliacbes em termos iédéz. A seguir,
serdo apresentados os resultados obtidos paravabisiais de turbidez
de 15, 25, 45 e 65 uT e dosagens de ozonio detZ 3,mgQ L™
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Figura 4.26. Géneros de cianobactérias encontradssamostras de &agua
superficial utilizadas nos ensaios de ozonizagésudlizagdo em microscopio
Optico em 400 X).

Microcystis

Aphanizomencs
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4.3.1 Impactos sobre o decaimento de 0zénio

Um total de oito condicdes (turbidez x dose dg fOram avaliadas
para as amostras de agua superficial. Devido dag&oi natural na
variedade e quantidade de organismos durante odpedie floracdo da
Baia Missisquoi, a quantificacdo de microrganisnasto em termos de
numero de células quanto de género, ndo foram miopais com o
aumento da turbidez, visto que as coletas forarfizagas em dias
distintos. Apesar de a maior turbidez avaliadasido de 65 uT, o
nimero de células para esta condicdo (502.840 Icé)- foi inferior
aquela verificada para a turbidez de 45 uT (855@80nL?). Ensaios
prévios com amostra bruta coletada do mananciatfaealizados. No
entanto, devido a elevada turbidez da &gua in agagima de 1.000
uT), a avaliagdo do processo oxidativo foi afetagd@or esta razéo,
optou-se por diluir a amostra bruta em agua ulimaspaté que fosse
atingida a turbidez inicial desejada (entre 15 @Bp Em termos de pH,
apos a diluicdo as amostras apresentaram valotes &5 (15 uT) e
6,80 (65 uT), ndo tendo sido realizada qualqueecéo deste valor.

As constantes de pseudo-primeira ordem para asgb@sdavaliadas
quanto ao decaimento do ozénio sdo indicadas naldah9, assim
como a dose imediata e tempo de meia-vida. Comenadido nos
ensaios com células isoladas, a velocidade de rdectd é sempre
maior para menores doses de 0zdnio, assim comengzos de meia-
vida. O perfil grafico do decaimento de 0zbnio nasdigbes avaliadas
é indicado na Figura 4.27 (15 uT), Figura 4.282% Figura 4.29 (45
uT) e Figura 4.30 (65 uT).
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Tabela 4.9. Constantes de decaimento, tempo devidgiad demanda imediata
de ozobnio para as condi¢cdes avaliadas com amoatrtaah de floragdo de
cianobactérias.

Turbidez Dose Q k T Dimediata
(uT) (mg- L) (sY (min) (mg: L)

15 2 3,40E-030,98)* 3,40 0,62

3 2,07E-030,99) 5,59 0,82

25 2 9,33E-030,99) 1,24 0,88

5 3,89E-030,99) 2,97 1,06

45 2 9,13E-030,99) 1,27 0,18

4 3,10E-030,98) 3,72 0,47

65 3 1,11E-020,99) 1,04 0,82

5 4,56E-030,98) 2,54 0,81

* Coeficientes de correlacdo R

Figura 4.27. Curvas de decaimento de ozdnio em agtuaal com turbidez de
15 uT (160.694 cel-mt; pH 6,05; 2 e 3 mgPL™).
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Figura 4.28. Curvas de decaimento de oz6nio em agtuaal com turbidez de
25 uT (218.550 cel-nit; pH 6,79; 2 e 5 mgoL™).
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Figura 4.29. Curvas de decaimento de oz6nio em agtuaal com turbidez de
45 uT (855.280 cel-mt; pH 6,72; 2 e 4 mgpL™).
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Figura 4.30. Curvas de decaimento de oz6nio em agtuaal com turbidez de
65 uT (502.840 cel-ml; pH 6,80; 3 e 5 mgoL™).

6,0

~5.0 —O—3 mgO3/L
|

- —/=5 mgO3/L
24,0 9

o

[}

=)

©

=)

o

(7]

()

04

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Tempo (min)

Com o objetivo de fazer uma comparacdo entre oai@EnTom
células isoladas e amostra natural, sdo indicaddsabela 4.10 valores
referentes a constante de decaimento, demandalimiei oz6nio e
tempo de meia-vida para a dosagem de 2 giigbe densidade de
células deM. aeruginosae A. flos-aquaede 2,5x18 cel-mL* (pH 6) e
turbidez para agua superficial de 25 uT (ndmerocérilas mais
préximo aos ensaios com células isoladas). Umarmaiocidade de
decaimento foi observada quando da avaliagédo datearatural, assim
como um maior valor de demanda imediata, a quat ged associado a
presenca de outros constituintes organicos presemteagua, mesmo
ap6s a diluichio em &agua ultra-pura. Do montante cé&ulas
quantificadas na amostra natural, nesta condi¢cdorbglez, as maiores
proporcBes foram observadas para os géniliosocystis (37,6%) e
Anabaena(31,4%). A presenca de outras cianobactérias ditdosas
(Aphanizomenom Pseudanabaenaeria também contribuido para um
decaimento mais rapido de ozbnio na amostra nat@Qaperfil de
decaimento do 0z6nio nas condicbes mencionadadicadto na Figura
4.31, tendo-se um residual de ozénio inferior a @gO;-L™ para a
amostra natural ja a 5,6 min de exposicdo. Em temieoCT, menores
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valores foram observados para a agua natural, doelmn estabelecer a
seguinte relacdo: Glom < CTana < CTuic.

Tabela 4.10. Constantes de decaimento, tempo de-vitei e demanda
imediata de o0z06nio para ensaios de pré-oxidacao a@ulas isoladas dil.
aeruginosae A. flos-aquaee floragdo natural (dose: 2 mgQ").

Amostra k(s") Ta2(min) Dimediata(Mg- L7
M. aeruginosa 1,53E-03 7,53 0,07
A. flos-aquae 4, 68E-03 2,47 0,25
Bloom* 9,33E-03 1,24 0,88

*Floragao de cianobactérias

Figura 4.31. Curvas de decaimento de ozbnio pasai@com células isoladas
deM. aeruginosa A. flos-aquaee floracdo natural (dose: 2 mgQ™).
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4.3.2 Efeito da ozonizacdo na quantificagdo de células de
cianobactérias, liberacéo de COD e turbidez

4.3.2.1 Avaliacdo da viabilidade celular apés ozonizacéo

Nos ensaios de ozonizagdo com as amostras de @juialna
remocao de células se comportou de forma aleatodderentemente
daquela observada quando dos ensaios com célaladas em cultivo
laboratorial. Nas Figura 4.32 a 4.39 tém-se reptade graficamente a
proporcdo de células de cada género para cada amaahdicbes
avaliadas antes e ap6s a ozoniza¢do. Os valoresmagdo indicados
nas figuras foram calculados em funcdo do nimesolato e nao das
propor¢cBes representadas nos gréaficos. A susdajstde de cada
género as diferentes dosagens e valores de tunbidiezser relacionada
a proporcdo deste na amostra. De forma geral, oserge
Aphanizomenome Pseudanabaen&oram mais susceptiveis ao 0zonio,
com maiores remog¢des em relacdo ao numero inieieétilas. A maior
ou menor vulnerabilidade do género ao ozénio pededacionada a
fase de crescimento das cianobactérias encontraadiferentes dias
de amostragem. Comportamento semelhante em relacétevada
proporcdo de células apds oxidagdo foi observadaZzpmyadi et al.
(2012b) em estudo de pré-cloragdo de células piEavies da Baia
Missisquoi.

Em algumas ocasides, principalmente pdrerocystise Anabaena
verificou-se o0 aumento no nimero de células apimoaizacdo, 0 que
pode ser atribuido ao fato do ozénio ter promoddiesmembramento
das colbnias em células isoladas parMiarocystis e a quebra do
tricoma na juncdo das células vegetativas adjasgra@AnabaenaA
contagem de células agregadas em colbnia pode tisodesa
guantificagdo real do numero de células. Para génflamentosos,
como aAnabaenaa separagdo das células do tricoma pode inchgir,
contrério, a uma superestimagédo do nimero de s¢ltdso a contagem
seja realizada por nimero médio de células pamtéc
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Figura 4.32. Proporgcdo dos quatro géneros de cété@iias na amostra (a)

antes e (b) ap6s a ozonizac&o (10 min) - 15 utg@: L™
Microcystis

(@)

Figura 4.33. Proporgdo dos quatro géneros de caté@iias na amostra (a)

antes e (b) apés a ozonizagdo (10 min) - 15 umgG;- L™
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Figura 4.34. Proporgcdo dos quatro géneros de cété@iias na amostra (a)

antes e (b) ap6s a ozonizac&o (10 min) - 25 utg@: L™
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Figura 4.35. Proporcdo dos quatro géneros de cété@iias na amostra (a)
antes e (b) ap6s a ozonizacdo (10 min) - 25 umgG;- L™
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Figura 4.36. Proporcdo dos quatro géneros de cété@iias na amostra (a)
antes e (b) apés a ozonizagdo (10 min) - 45 umeg@;- L™
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Figura 4.37. Proporgcdo dos quatro géneros de caté@iias na amostra (a)
antes e (b) ap6s a ozonizagdo (10 min) - 45 ume@,- L™
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Figura 4.38. Proporcdo dos quatro géneros de caté@iias na amostra (a)
antes e (b) ap6s a ozonizac&o (10 min) - 65 uthgG;- L™
(a) (b)
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7,0% 33,4%, . i 8.0%

y
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Remocéo: 60,2%phanizomenon

Figura 4.39. Proporcdo dos quatro géneros de ciaté@iias na amostra (a)
antes e (b) ap6s a ozonizac&o (10 min) - 65 uthg®,- L™
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Anélises de integridade celular pelo método Badflyhforam
também realizadas em algumas amostras (25 uT &)45epresentadas
nas Flguras 4.40 e 4.41. Para a amostra a 25 ddseade 0zbnio de 2
mg-L* (CT de 1,08 mg-min/L -1 min de tempo de contato) f
suficiente para tornar todas as células de ciatélbas presentes como
células ndo viaveis. Para a amostra de 45 uT, don ga CT de 1,69
mg-min/L (1 min de tempo de contato) resultou ndugao da
viabilidade celular a 37% com dose de o0zbnio deg®O41L™, com
completa perda de viabilidade celular a partir dmi de tempo de
contato (CT de 3,07 mg-min/L). Para a dose de 4ztgQa 1 minuto
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de tempo de contato, 93% das células foram comrsldernéo viaveis
(CT de 3,32 mg-min/L).

Figura 4.40. Viabilidade celular ap6s ozonizacdamestra de 4gua superficial
a25uT e2mgPL™
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Figura 4.41. Viabilidade celular ap6s ozonizacdamestra de agua superficial
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Comparando aos ensaios com células isoladasaé¢ruginosae A.
flos-aquag e a amostra natural com turbidez igual a 45 ufa @
mesma dosagem de 2 mgO', um maior valor de CT foi requerido
para a amostra natural (3,07 mg-min/L) se compagl@mostras
isoladas (0,18 mg-min/L), o que pode ser associ&ma@onsumo do
0zo6nio pelos demais constituintes da amostra afdsscélulas serem
devidamente atacadas.

4.3.2.2 Efeito da ozonizagdo na liberacdo de COD das &lala
reducdo da turbidez

Como observado nos ensaios com cultivo unicela@avzonizagéo
promoveu o0 aumento na concentragdo de COD nas rasioBe forma
menos expressiva para a amostra com turbidez d&,15m aumento na
concentracdo de COD no primeiro minuto de tempoca@ato foi
observado. Esse comportamento, assim como 0s snqBsawnos, sugere
gue o impacto do 0zdnio nas células de cianobastégsultaria em um
aumento imediato da concentracdo de COD em fungdiberacdo de
compostos intracelulares. Independente da turl@daltada, o aumento
na dosagem de 0zdnio nao resultou em maiores doacées de COD.
Na Figura 4.42 tem-se a representacao graficamersto de COD apds
a ozonizagdo para todas as condi¢cOes avaliadastcEpara 15 uT, a
concentracao inicial de COD foi semelhante pardemsais condigfes.
Entre os valores de turbidez de 25 e 45 uT, cezdd, &) mg a mais de
COD foi obtido para 45 uT para uma mesma dosageth mgQ- L™
para o primeiro tempo de contato. Comparando azresliniciais de
turbidez de 45 e 65 uT, pequena diferenca de ctnag@o de COD foi
observada, mesmo tendo-se uma dosagem mais elgaadasta Ultima
condicéo, o que pode ser associado a presenca deaionnimero de
células a 45 uT do que a 65 uT.

Nos ensaios com células isoladas, um aumento maximo
0,5 mgCOD-I* (2,16x10° mg COD-cel) para M. aeruginosae
0,9 mg COD-[* (3,60x10° mg COD-cel) paraA. flos-aquaeforam
obtidos para a maior dosagem de o0zénio (4 snig) a pH 6. Valores
entre 2,93x18 (15 uT) e 6,96x10 mgCOD-cel (65 uT) foram obtidos
nas amostras de agua superficial com as maioresgelos de ©
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utilizadas. Além do COD obtido a partir das céludascianobactérias,
0s valores superiores deste nas amostras natwdempser também
relacionados a formacédo de COD, com uma possieheéh parcela de
COA, a partir da ozonizacao da matéria organicsoticla presente nas
amostras (HAMMES et al., 2006).

Figura 4.42. Concentracdo de COD antes (tempo () enapds o processo de

ozonizagdo para as amostras de agua superficialdif@®ntes condi¢des
avaliadas.
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Alguns estudos na literatura demonstram que a zoéizacdo pode
melhorar o desempenho das etapas de coagulacétafao e filtracéo,
com reducgdes expressivas nos teores de cor edarfiighis, mesmo em
aguas superficiais com presenca de algas (LEE,&04l5; ZHANG et
al., 2011). A pré-ozonizacdo tem como principiondmros compostos
orgéanicos, aderidos no interior das particulasidals, mais polares de
forma a dessorvé-los das particulas e torna-los @lliveis. Dessa
forma, a particula (inicialmente carregada negatemte) torna-se
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desestabilizada e mais favoravel a agregacado quedadadicdo de
coagulantes quimicos (CORPORATION, 2010).

A pré-ozonizacdo das amostras de agua superfiemlltou em
elevada reducédo nos teores de turbidez em todaendgdes avaliadas
(entre 71 e 85%). O perfil de reducédo de turbidem ©® tempo de
ozonizacgao € compilado para todas as condicbefgneaf.43. Exceto
para a turbidez inicial de 15 uT, nas demais cd®digo aumento da
dosagem resultou igualmente em uma maior remocaartdelez. As
porcentagens de remocdo ap0s o periodo compleexmesicdo (10
min) sdo indicadas na Tabela 4.11.

Figura 4.43. Perfil de decaimento dos teores deidez nas amostras de agua
superficial nas condi¢gbes avaliadas.
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Tabela 4.11. Porcentagem de reducao de turbidezaodizacao.

Turbidez Dose Q Reducéao
(um) (mg-LY) (%)
15.0 2,0 74,1

3,0 76,9
25.0 2,0 67,7
5,0 84,7
450 2,0 54,7
4,0 85,2
65.0 3,0 71,0
50 82,0

4.3.2.3 Formacdo de subprodutos da desinfec¢cdo nas amai&ras
agua superficial

A formacdo de trihalometanos e acidos haloacétiaa®bhém foi
avaliada para a agua superficial. As andlises faeatizadas para os
valores de turbidez de 25 uT (2 e 3 dd), 45 uT (2 e 4 mg@L™) e
65 uT (3 e 5 mg®L™Y), nas mesmas condicdes analiticas consideradas
para as andlises com cultivo unicelular.

Os resultados obtidos indicaram a formacdo predamen de
cloroférmio (CHCY), &acido dicloroacético (DCAA) e acido
tricloroacético (TCAA). Ao contrario do observadosnensaios com
cultivo laboratorial, maior conteddo de TCAA foi apdificado em
comparacdo a DCAA, cuja razdo (TCAA/DCAA) foi semguperior a
1,0, o que indica a presenc¢a de um maior nivehd@oo aromatico.

Os valores obtidos em termos de total de THM e @4 indicados
na Tabela 4.12 e na Figura 4.44. Como esperadatayu@aior o valor
de turbidez mais elevada a concentracdo de THM A, H&ndo em
algumas vezes esses valores superiores aos valaramos permitidos
preconizados pela legislacdo brasileira e canad@sBADA, 2006;
2008; BRASIL, 2011).
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Para todas as condi¢cbes de turbidez inicial, nasorae dosagens
empregadas obteve-se um aumento expressivo na nt@gé® de
subprodutos, com uma consequente reducdo desteesval partir das
doses mais elevadas. A redugdo na formacgéo decslulbps a partir da
pré-ozonizacdo é considerada em alguns estudostenatura (KO;
ABBT-BRAUN; FRIMMEL, 2000; CHANG; MA; ZING, 2002;
RODRIGUEZ; MARCOS; NUNEZ, 2012). O ozébnio pode fam
(aumento da concentracdo de compostos COA) ou udeshs
precursores de subprodutos, o que ira dependeosiayeim de ozdnio,
da natureza da matéria organica e dos processaRcgentes de
tratamento (CORPORATION, 2010). De forma geralyadias razdes
O4/COT tendem a resultar em uma menor concentracgmedeirsores
de subprodutos. Estudos destacados por Chang, Mage (2002),
consideram que a reducdo dos subprodutos estéonsda ao fato do
ozbnio promover a decomposicdo dos grupos fundoretivos
presentes nos compostos orgénicos. Da mesma farraplicacdo do
0zbnio pode resultar em uma maior hidrofobilicidate MON, o que
reduz a producdo de subprodutos, principalmentdeemos de THM
(LIANG; SINGER, 2003), como observado na Tabela24.1A
mineralizacao de COD a G@ambém pode ser obtida com adequadas
doses de ozbnio, tendo-se a formacao simultaneadigais hidroxila
(CORPORATION, 2010).

Tabela 4.12. Concentragdo total de THM e HAA amtepds pré-tratamento
com oz6nio em amostras de agua superficial.

Turbidez Dose Q TTHM THAA
(um) (mg- L) (ug-LY (ug-LH
- 41,0 19,4

25 2 63,8 32,4
3 41,0 23,6

- 58,8 18,3

45 2 145,7 79,9
4 135,6 77,2

- 127,4 56,7

65 3 201,6 107,5
5 159,3 94,2
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A reacdo do oz6nio, em maiores dosagens, com cstitcimes
organicos da agua pode ter favorecido a reducammeentracdo final
de THM e HAA, sendo esta reducéo mais expressiva pAM. Essa
reducdo nao foi observada quando dos ensaios dtimoale células, o
que pode ser atribuido a presenca Unica de congpastyanicos
intracelulares das cianobactérias e a possivel mezatividade do
0z6nio na decomposicéo destes constituintes.

Figura 4.44. Formacgédo de THM e HAA com e sem p@nizacao para amostra
de agua superficial em diferentes doses de ozéwidilez inicial.
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4.3.2.4 Efeito da ozonizacao na liberacdo e oxidacdo dadox

A avaliagdo da oxidacdo de toxinas pelo o0zbdnio pagaa
proveniente de floracdo natural foi avaliada n@walicial de turbidez
de 45 uT. Qualitativamente, quatro variantes derauistina foram
identificadas em concentracao inicial aproximad@@eig-L* de MC-
LR eq.: MC-LR, MC-RR, MC-YR e dmMC-LR. Como obseteanos
ensaios com células isoladas, um aumento na ceoacéatde toxina
extracelular foi observada com a aplicacdo de oz&®ndo levemente
superior para a dosagem de 2 mdd. O perfil de liberacdo e
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degradacao de toxinas (extracelular e total) é detrexo na Figura
4.45. Apos 10 min de tempo de contato, 94,3% 2898 toxina havia
sido degradada para as dosagens de 2 e 4mgekpectivamente,
tendo-se ainda um residual de ozdnio de 0,81 thgdra a dosagem
mais elevada.

Figura 4.45. Perfil de liberac@o e oxidagdo de ogistina a partir de amostra
de agua superficial.
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Como observado nos ensaios prévios, a velocidadibetacdo de
toxinas pelas células foi superior a velocidadeddgradacéo, como
indicado na Tabela 4.13. Comparativamente aos@nsam células de
M. aeruginosa menores valores de constante de velocidade de
degradacdo foram obtidos para a agua superficigyeoé constatado
pela permanéncia de residual de toxina por um mpéfodo de
exposicdo ao ozénio. Enquanto nos ensaios comaséisbladas com
dose de ozdnio de 4 mg*Lremocéo completa de MC-LR eq. foi obtida
em 1,5 min de tempo de contato para ambos os gali@@H avaliados
(6 e 8), na amostra de agua superficial remocagimeda 99% foi
obtida somente ap6s 5 min de tempo de contatogpar@sma dosagem.
Esse comportamento pode ser atribuido a presengandesérie de
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compostos organicos presentes no meio, e que teadempetir com a
toxina pelo 0zo6nio, principalmente pelos radi¢ais!.

Tabela 4.13. Constantes de liberagéo e oxidac&ioxde total para amostra de
4gua superficial a 45 uT e dosagens de 2 e 4,mgO

O; L k liberacéo de toxina k oxidacéo (tox)
mg- L
(gD ksh Kk Mmhsh ksh Kk (M"s)

2 456E-02 2,19e+02 (1,00)* 1,15E-02 5,52E+J32 (1,00
4 1,88E-02 9,03E+0Z2 (0,94) 6,47E-03 3,11E+02 (0,99)
*Coeficientes de correlacéo IR

Os resultados obtidos indicam que, apesar da egiat&le outros
constituintes organicos na agua superficial, o imgzéquando aplicado
em dose suficiente, permite a degradacao de tokitrase extracelular,
impedindo que a mesma venha a ser detectada dadir@ocesso de
tratamento.

Comparativamente aos ensaios com cultivos labaaetorde
cianobactéria, os resultados indicam que a acdzdioio nas amostras
naturais foi igualmente efetiva quanto a inativagis organismos,
sendo necessario somente maiores tempos de coltatdteracdes na
permeabilidade celular das cianobactérias foramligente verificadas,
uma vez que a liberacdo de compostos intracelu{@e® e toxinas)
foi observado, mesmo com a presencga de outrositcimsts organicos
presentes na agua de estudo atuando como compstigiglo oxidante.
A degradagdo de toxinas, assim como para o culsiboratorial foi
observada, sendo apenas necessarios maiores tel@pmmtato para
uma mesma eficiéncia de degradacdo. Com relac&mrndag¢do de
subprodutos, o comportamento de reducdo de cansttuformados
com o aumento da dose de ozénio para um mesmo dalturbidez
indica a existéncia de diferencas entre os comgttsiorganicos da agua
natural e os constituintes intracelulares das tiactérias, os quais
apresentariam uma menor reatividade com o ozénjpoato de serem
degradados e reduzir o potencial de formacdo deredinos.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES

5.1CONCLUSOES

Este estudo teve como principal objetivo avaliampacto da pré-
ozonizacdo em cianobactérias, considerando suwiddele quanto a
degradacdo de toxina intracelular e a contribuigdoformacdo de
subprodutos da desinfec¢do. Tais informac6es bowtm para avaliar
se a pré-ozonizagdo € uma opgao viavel ao contmlforacdes de
cianobactérias. Diante dos resultados obtidos nestedo, pode-se
concluir que:

Em amostras de cultivos laboratoriais:

* Uma reduzida dose de ozénio (0,5 md) tfoi suficiente para
causar uma completa perda de integridadi®l daeruginosee A.
flos-aquae para ambas as densidades de célula e valored de p
avaliados.

= Embora ndo se tenha observado uma significativalapeie
células por lise para ambas as espécies avaliadaganos na
estrutura celular ap6s a ozonizacdo resultaramuneeto da
concentracdo de COD extracelular, o que indicamgesmo em
dose de ozdnio reduzida, a pré-ozonizagcao destasasupode
culminar em um aumento na concentracdo de preesrSbe
subprodutos.

= Embora as espécies avaliadas apresentem morfalisgjiita, ndo
foi observada diferenca significativa em termoslideracéo de
COD, apesar de apresentarem biovolumes distintos.

= A liberacdo de COD foi influenciada pelo aumentoddase de
0zbnio e do pH da amostra. As maiores concentrag®e3OD
liberadas em pH mais alcalino sugerem que o atdquadicais
‘OH as células contribui mais expressivamente nogsso, seja
pela acdo mais agressiva na estrutura da céljéapsk reacéo
com compostos organicos ndo assimilveis presertgzarede
celular.

= Andlises cinéticas indicaram que a presenca delasélde
cianobactérias em agua pode resultar em considendwvento na
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demanda imediata de 0zénio. Este comportamenttefuendente
da dose de ozénio, da concentracdo de COD e danpsl,foi
independente da espécie de cianobactéria avaliada.

= O decaimento do ozbnio foi influenciado pela espéde
cianobactéria e pelo valor de pH, com mais rapidcatnento
observado para células Aeflos-aquaeem pH 8. Apesar disso, a
maior reatividade ao ozbdnio foi atribuida as célutie M.
aeruginosa.

= As substancias intracelulares, determinadas comoD,CO
contribuem na formacgéo de subprodutos, sendo adioeebnio,
0 pH e a espécie de cianobactéria importantes jgamésma serem
considerados quanto a formacéo de subprodutos.

= Maiores concentragcbes de THM e HAA foram detectpaagA.
flos-aquaeem pH 8, o que pode ser relacionado a maior
quantidade de COD liberado, assim como pela com@osi
estrutural da célula. Quanto maior a dose de ozéplwada,
maior foi a concentragdo de THM e HAA quantificada.

= Juntamente com o COD, a pré-ozonizacdo promovéetao
de toxina intracelular imediatamente ap6s o contktcozénio
com as células dil. aeruginosamesmo para a menor dose de
ozbnio (5 mg@L™Y).

= A degradacdo de microcistina intracelular foi dejeerie da dose
de ozénio e do pH. Maiores valores klele oxidagdo foram
obtidos a pH 6, o que indica uma maior eficién@addgradacéo
da toxina neste pH, devido a maior afinidade daanuistina ao
0z6nio molecular do que com os radicaisi.

= A menor oxidagdo da microcistina em pH alcalino gpagkr
também associada a presenca de maiores niveis De cCqQual
atuaria como sequestrador dos radic@sl, reduzindo, desta
forma, a sua eficiéncia de degradacao.

Em amostras de floracdo natural:

= Em termos de reducdo da integridade celular, unom@i foi
necessario para tornar todas as células quantficadmo n&o
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vidveis, 0 que se deve a competicdo das células aanos
constituintes orgéanicos pelo ozonio.

= Um aumento imediato de COD foi observado com aagdio de
0zbnio e reducdes de até 85% de turbidez foramgdcias.

= Maiores concentracdes de THM e HAA foram verificgdando-
se, no entanto, uma reducdo destes valores quarsks dle
0z6nio mais elevadas foram aplicadas. Este compertt pode
ser relacionado a presenca de maior concentrac&areno
organico aromatico na 4gua natural em comparacsi@wtvos
laboratoriais, indicado pela maior razdo TCAA/DCA&,qual
reage mais ativamente com o o0zdnio.

= Na condi¢@o de turbidez avaliada para a degradde&tmxina
intracelular, para uma concentragcdo inicial de naxitotal
semelhante a obtida em cultivo laboratorial, umomtémpo de
contato foi necessario para atingir remocoes adien@0%, o que
indica a necessidade de doses e tempos mais efepadbque a
demanda de ozdnio seja atendida e o residual deicoz@ja
suficiente para promover a remocao da toxina.

De forma geral, a pré-ozoniza¢éo € uma solucativaram aguas
impactadas com floragcdes de cianobactérias. A agdlic do oxidante
pode prevenir que a acumulacdo de células dentrsistema de
tratamento (clarificadores e filtros) resulte erscoi de liberagdo de
toxinas, uma vez que as mesmas foram previamegradbxlas, além
de facilitar a disposi¢cdo do lodo. Entretanto, éadrtante levar em
consideracao o efeito da pré-ozonizacéo na coregtrde COD e na
formacdo de subprodutos da desinfec¢cdo, 0s quadenposer
significativos sobre certas condi¢cdes de ozonizaghevado pH e
elevada concentracéo de células). Dessa forma, alan¢go entre os
beneficios do controle de células e degradacaoxiteass a partir da pré-
ozonizacgéo e a formacédo de subprodutos deve ssidecado.

5.2RECOMENDAGOES

Algumas recomendacdes para futuras pesquisas EEtesngeridas:
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= Avaliar outros fatores que possam afetar as reagbeszonio
para a mesma finalidade, como agitacao e exposit#n

= Avaliar a efetividade da ozonizacdo para outrast@sp de
cianobactérias e grupos de cianotoxinas.

= Considerando a elevada eficiéncia do ozénio naadegéo de
microcistinas e outras toxinas relatadas na liteaatacredita-se
ser interessante avaliar a adog¢do de processopegmeétam a
remocdo dos precursores de THM e HAA, como filtros
biolégicos, e processos que permitam a sua remqoaodo
formados, como sistemas de filtracdo em membranas.

= Avaliar a agdo de outros processos oxidativos, corpoocesso
UV/H,0, em condi¢cdes semelhantes e para diferentes esplecie
cianobactérias e toxinas.
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7 ANEXOS

Anexo A. Reagentes e concentracdes utilizadas papeparacao do
meio de cultivo ASM-1 (cultivo de M. aeruginosa)

Solucéao Reagente Concentrag?o final
estoque (mg-L")
1 NaNG 170
2 KoHPO, 17,4
3 NaHPO, 14,2
4 MgCl- 6H,0 40,62
5 MgSQ,: 7TH,0 49,33
6 CaC}-2H,0 29,4
7 FeC}-6H,0 1,0835
8 HsBO3 2,47
9 MnCh-4H,0 1,3683
10 ZnC} 0,44
11 NaEDTA 6,64
12 CosSQ:- 7H,0 0,0216
13 CuC}-2H,0 0,00013

Correcao do pH para 7,60 - 7,65 com hidréxido dkosNaOH) 1 M.
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Anexo B. Reagentes e concentracdes utilizadas papaeparacao do
meio de cultivo BG-11 (cultivo de A. flos-aquae)

Solucado Concentracao final
Reagente 1
estoque (mg-L")
1 NaNG; 1.500
2 K:HPO,- 3H,0 40
3 MgSQ,- 7TH,0 75
4 CaC}-2H,0 6
5 Acido citrico + citrato férricg 6
6 NaEDTA-2H,0 1
7 N&aCO; 20
8 Solugéo de metais-trago* -
9 Solucgéo de vitaminas F/2** -

* Solucdo de metais-traco (adicéo de 1 mb):L

Reagentes Concentragdes finais (mg- L)

H3BO; 2,86
MnCly- 4H,0 1,81

ZnSQ, 7TH,0 0,222
Na,MoO,- 2H,0 0,390
CuSQ-5H,0 0,079
Co(NOy), 6H,0 0,0494

** Solucdo de vitaminas F/2
Para cada litro de meio, 1 mL da solucdo de vitamifiei adicionado.
Solucéo estoque (100 mL):
= 0,1 mL de vitamina B12 (1 mg- rillde 4gua)
= 1 mL de biotina (0,1 mg- nitde agua)
= 20 mg de tiamina HCI.
Corregéo do pH para 7,5 com acido cloridrico (HQN.
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Anexo C. Procedimento analitico para determinacda ohtegridade
celular pelo método BacLight’

Reagente BacLighf: misturar os reativos A e B (1:1) e congelar a
mistura, assim como 0s demais componentes do-R@°€.

Solucdo salina estéril:solucdo salina de NaCl 0,085% estéril.
Imediatamente antes de seu uso, filtrar em filtibedtGS 0,22 pm.

Protocolo:

1) Lavar o funil com &lcool etilico por 3 vezes e agltra-pura outras
3 vezes.

2)Colocar um subfiltro branco (25 mm de diametro 8 gm de
porosidade) e lavar com agua ultra-pura.

3) Colocar um filtro preto (25 mm de diametro e 0,2 garporosidade)
sobre o subfiltro branco.

4) Diluir a amostra com solucgéo salina quando o ndrdermdividuos
for muito elevado.

5) Pegar uma aliquota de 1 mL da amostra e colocametabo estéril.

6) Adicionar 3 pL da solucdo BacLidft preparada inicialmente
(colocar diretamente dentro do liquido).

7)Misturar a amostra e incubar o tubo por 15 min sou® a
temperatura ambiente.

8)Apds o periodo de incubacao, transferir a amosdra p funil e
filtrar a vacuo lentamente.

9) Enxaguar as paredes do filtro com 5 mL de solugloasestéril.

10) Colocar o filtro preto sobre uma lamina de vidreegarada
previamente com uma gota de 6leo de imersdo (ldtigat™).
Em seguida, acrescentar uma gota de Oleo de imegjigéio
BacLight™) sobre o filtro preto, colocar a laminula e emusdsy
mais 1 gota de 6leo de imers&o (kit BacLifhtsobre a laminula.

11) Ler imediatamente apés a preparacdo em microsc@pio
epifluorescéncia com filtro GFP em aumento de MO@s.
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12) Contar as células verdes (vidveis) e vermelhas (ideis) na
maior area possivel.

PPGEA - Engenharia Ambiental (2012)



Capitulo 7 - Anexos 213

Anexo D. Procedimento analitico para determinacda concentracdo
de cloro residual livre.

Reagentes: Solucdo tampao fosfato pH 6,5
Solucao DPD

Quando da adicdo da solucdo padrdo de cloro naewtvacédo
desejada, procedeu-se, ap6és 5 min de incubacdeteamihacdo do
residual de cloro presente na amostra, de formadizer a necessidade
de maiores volumes de cloro para que a obtenc@iondesidual de 1 +
0,2 mg-I* apés 24 horas de incubacdo fosse atendida. O mesmo
procedimento descrito a seguir, foi realizado appsriodo completo de
incubacao.

Em uma cubeta de quartzo de 2 cm, adicionou-sgi25fe solugéo
tampéao fosfato a pH 6,5 e 250 uL da solucdo DPDseéguida, foram
adicionados, 5 mL da amostra. A presenca de unsaagdio rosa devera
ser observada. Quanto mais intensa a coloracamr maresidual de
cloro. As amostras foram lidas em espectrofotomdirdV/IS a 515 nm
e em triplicata. O mesmo procedimento foi realizadm agua ultra-
pura para zerar o aparelho. Os valores de resittualoro em mg-t
sdo determinados a partir das Eqg. 7.1, quando at#bia foi maior
que 410, e 7.2, quando a absorbéancia foi menor4qie Quando
concentracdes de cloro residual superiores aondigizdo inicialmente
foram obtidas, procedeu-se a diluicdo da amostra.

Y =3320% - 0287 (7.1)

Y = 2,6427x - 0005 (7.2)

Estando os valores de residual de cloro compreenreiidre 1+0,2
mg-L’l, cada amostra foi entdo coletada em frasco amdatOdmL
contendo uma pequena quantidade de sulfato de amdaiforma a
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interromper a reacdo do cloro com o material pteseo meio. Os
frascos foram preenchidos em sua totalidade, eldtan presenca de
oxigénio. As amostras foram preservadas em getad#dr a realizacéo
dos procedimentos de extracdo para THM e HAA.
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Anexo E. Procedimento de extracdo de compostosidBlE HAA.

A amostra recolhida ao final da determinacdo daeoimacdo de
cloro residual (40 mL) foi submetida a procedimentie extracédo
distintos para determinacdo de THM e HAA, tendm si$d mesmas
realizadas em duplicada.

Extracdo de compostos de THM:

Para a extragdo de THM, a 20 mL de amostra adigiseod mL de
hexano (contendo 60 pg'Lde 1,2-dibromopropano como padréo
interno) e 5 g de sulfato de sddio (88y), previamente seco em forno
mufla a 450 °C por 4 horas. A mistura foi homogeaga em vortex por
30 s e aliquotas de 1 mL foram transferidas paaks @ encaminhadas
para quantificacdo por cromatografia gasosa.

Extracdo de compostos de HAA:

Na extracdo dos compostos de HAA, a 30 mL de amdstam
adicionados 80 pL de &cido 2,3-dicloropropibnicgy inL de acido
sulfarico (HSO,) concentrado, 2 g de cobre Il @®BH0), 12 g de
NaxSO, (previamente seco a 450 °C por 4 horas em fornoufta) e 4
mL de MTBE (contendo aproximadamente 400 [fg-te 1,2-
dibromopropano como padrdo interno). A misturaHomogeneizada
em vortex por 1 minuto. Apds a homogeneizacédo, Hefase organica
formada foi recolhida em um segundo vial, adicialmase 2 mL de
metanol e 100 pL de 30, concentrado. A mistura foi incubada a 50
°C durante 45 min. Apés arrefecimento, foram adiatns 5 mL de
uma solugdo N&O, a 20% (p/v) e 1 mL de MTBE contendo padrédo
interno. Esta mistura foi entdo homogeneizada etexaurante 30 s e
aliquotas de 1 mL foram transferidas para vials\@aminhadas para
quantificacdo por cromatografia gasosa.

O mesmo procedimento foi realizado para os padiédsAA (EPA
552 - mix de acidos haloacéticos).
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