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Resumo

Florac6es de cianobactérias potencialmente tdéxicas em mananciais de abastecimento tem se
tornado uma preocupacdo em nivel mundial. A pré-ozonizacdo, embora seja um processo
eficiente, tem como problematica a tendéncia a lise celular com a liberacdo dos constituintes
internos a célula. Entretanto, existem ainda limitadas informacb6es sobre o nivel de
comprometimento celular e a influéncia da pré-ozonizacdo na formacgéo de subprodutos a partir de
cianobactérias. Este estudo investigou o mecanismo de acao do oz6nio em células de Microcystis
aeruginosa e Anabaena flos-aquae cultivadas em laboratdrio, em termos de viabilidade celular;
liberagdo de compostos intracelulares; estudo cinético de degradacdo da toxina intracelular; e a
potencialidade de formacgdo de subprodutos. Diferentes doses de ozénio (0,5, 2 e 4 mgO3-L'1),
densidade de células (2,5x10° e 1,5x10° cel-mL™) e pH (6 e 8) foram utilizados neste estudo. Os
resultados obtidos indicaram uma rapida e completa perda de viabilidade celular para ambas as
espécies apos exposicdo ao oz6nio (valor CT - concentragao x tempo) < 0,2 mg-min/L, embora ndo
significativa redugdo no namero de células tenha sido observada. O aumento da concentragdo de
carbono orgéanico dissolvido (COD) foi observado, principalmente para A. flos-aquae, indicando que
alterag6es na permeabilidade celular das cianobactérias induz a liberagédo do conteddo interno das
células. O pH pode ser descrito como uma variavel importante no processo de ozonizacao, onde o
pH mais elevado favoreceria 0 aumento do COD extracelular e da formacdo de subprodutos da
desinfeccdo (THM e HAA), sendo necesséria, portanto, a adocdo de processos de tratamento
subsequentes, visando a reducdo de precursores. A capacidade de degradacdo de microcistina
intracelular pelo ozénio foi verificada, tendo-se uma degradacdo mais lenta em pH 8, o que sugere
gue a microcistina é mais reativa com o 0zénio molecular, presente em maior quantidade em pH 6.
Embora a pré-ozonizacéo de cianobactérias aumente a probabilidade de formacédo de subprodutos,
a efetividade do oxidante na degradacéo de toxinas torna esse processo atrativo, considerando-se
a auséncia de toxinas no final do sistema de tratamento. A adocédo desse processo, aplicado de
forma adequada, compreende um avanco no tratamento de aguas com presenca de cianobactérias
e seus metabdlitos, uma vez que os processos convencionais de tratamento mostram-se limitados

nestas condicdes e processos avangados podem tornar o tratamento mais oneroso.



1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a cinética de acdo do ozénio na estrutura celular
de cianobactérias e a degradacédo de cianotoxinas por este oxidante, e avaliar a contribuicdo da
matéria organica das células na formacao de subprodutos da desinfeccdo em diferentes condicfes

operacionais de pré-ozonizacao.

1.2 Objetivos especificos

Mais especificamente, teve-se como objetivos:

» Avaliar o impacto da ozonizagdo na caracteristica celular (morfologia e integridade celular)
das cianobactérias Microcystis aeruginosa e Anabaena flos-aquae.

= Estudar o comportamento de liberacdo de compostos intracelulares, em termos de carbono
orgéanico dissolvido e toxinas, frente a crescentes exposi¢cées ao 0zdnio (CT - concentragdo
do oxidante x tempo).

= Desenvolver um modelo cinético para descrever a reatividade das cianobactérias estudadas
com o0 0z6nio (O3).

» Estimar a formacao de trihalometanos (THM) e &cidos haloacéticos (HAA) a partir da pré-
ozonizacao das células de cianobactérias como cultivos isolados.

= Determinar quantitativamente a eficiéncia da pré-ozonizagdo na degradacdo de microcistina

intracelular e a sua cinética de decomposicéo.

2 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

As cianobactérias sdo um componente significativo do ciclo de nitrogénio marinho e sao
importantes produtores priméarios nos oceanos (LI, 2009). Entretanto, a presenca destes
microrganismos tem sido reportada também em outros habitats, como lagos e reservatorios de
agua, 0 que causa preocupacdo tanto pelas alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas e na
cadeia trofica do ambiente, quanto pelas alteracdes operacionais nos sistemas de tratamento de

agua.



Eventos de floracdo em lagos e reservatorios de agua sdo frequentemente relatados na
literatura, inclusive no Brasil (COSTA et al., 2006; CARVALHO et al., 2008; SA et al., 2010). A
espécie Microcystis aeruginosa é uma das cianobactérias formadoras de floragdo mais comuns em
ecossistemas de agua doce, sendo largamente distribuida em todos os continentes (STRAUB et
al., 2011). No Brasil, as espécies M. aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii, sdo normalmente
as mais encontradas nos eventos de floracao.

Além de resultar em uma série de alteragdes no corpo d'agua, limitando o seu uso recreacional
e provocando perturbagfes em todo o ecossistema aquético, densidades elevadas de células de
cianobactérias no manancial resultam em problemas operacionais nos processos de tratamento de
agua, com reduzidas carreiras de filtragdo e maior geracdo de lodo (BABLON et al.,, 1991a;
BABLON et al., 1991b; DE JULIO et al., 2010).

Além dos problemas operacionais em virtude das células, a producdo de toxinas (cianotoxinas)
€ uma das maiores preocupacgfes associadas a presenca de cianobactérias em mananciais de
abastecimento de agua, uma vez que estas moléculas sdo altamente solliveis em agua e ndo séo
passiveis de remogdo por processos convencionais de tratamento (BARTRAM et al., 1999). As
hepatotoxinas, que compreendem as microcistinas e nodularinas, sdo as toxinas mais
frequentemente encontradas no ambiente e normalmente associadas a eventos de intoxicagéo
(AFSSA; AFSSET, 2006). A microcistina é altamente solivel em &gua, tendo-se conhecimento da
existéncia de mais de 80 variantes (HUMPAGE, 2008; WESTRICK et al., 2010), sendo a MC-LR a
variante encontrada com maior frequéncia e em maior concentragdo em eventos de floracéo.

Considerando que mais de 95% da toxina é caracterizada como intracelular (NEWCOMBE,
2002), a maior preocupacao reside em evitar que as mesmas sejam liberadas para a agua, o que
pode ocorrer naturalmente, em virtude do estado de senescéncia dos microrganismos ou
artificialmente, através da lise celular, muitas vezes associada a aplicacédo de algicidas (LAVOIE et
al., 2007; WESTRICK et al., 2010). Quando a liberacdo da toxina é inevitdvel ou mesmo desejavel,
torna-se entao necessaria a adogdo de processos capazes de permitir a degradacao ou a retencao

dessas substancias.



O ozdnio é um agente com elevado poder oxidante e bastante versatil quando de seu uso no
tratamento de aguas. Na degradacdo de cianotoxinas, 0 0zdnio apresenta elevada capacidade de
degradacdo de MC-LR, anatoxina (ANTX) e cilindrospermopsina (CYN) (RODRIGUEZ et al.,
2007b). Em moléculas de microcistina, a reatividade do o0zénio com as duplas ligac6es da metade
Adda da molécula e da porgdo amina no anel (Mdha), resultam na réapida e efetiva eliminacéo de
sua toxicidade. Varios estudos destacam a efetividade do ozénio na degradacdo de microcistina
dissolvida (ONSTAD et al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2007b; MIAO; TAO, 2009; AL MOMANI;
JARRAH, 2010). Na avaliac@o da eficiéncia de degradacao, fatores como temperatura, dose de
0zbnio, pH e concentracdo de carbono organico devem ser considerados, uma vez que iréo
influenciar na efetividade do oxidante.

Embora avaliagdes quanto a degradacdo de toxina intracelular, assim como os efeitos do
oxidante na célula da cianobactéria sejam ainda reduzidas, alguns estudos destacam como
principal efeito da oxidag&o a liberagdo de compostos orgéanicos intracelulares, além de toxinas,
gue tendem a aumentar a formagdo de subprodutos. Estudos de pré-ozonizagdo de células de
cianobactéria indicam alteracdes na morfologia de células de cianobactéria, com redugdo no teor
de clorofila-a e liberacdo de compostos intracelulares (HOEGER; DIETRICH; HITZFELD, 2002;
HUANG; CHENG; CHENG, 2008; MIAO; TAO, 2009; LI et al., 2011), mas sao restritivos quanto a
informacdes sobre 0 mecanismo de atuagéo.

Embora alguns estudos tenham mostrado que a pré-ozonizagéo é eficaz na reducao de células
de certas espécies de cianobactéria, limitadas informagbes sdo obtidas quanto a cinética de
degradacéo de microcistina intracelular, a demanda de oz6nio por células de cianobactérias, perda
de viabilidade celular, e contribuicdo das células de cianobactérias na formacéo de subprodutos da
desinfeccdo. Assim, a avaliacdo destes aspectos pelo presente estudo é relevante do ponto de
vista da viabilidade de aplicacdo do ozbénio como uma etapa de pré-tratamento para aguas

procedentes de ambientes eutrofizados.



3 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste estudo foi desenvolvida no Departamento de Engenharia Civil, de
Geologia e de Minas, da Ecole Polytechnique de Montréal (EPM), Canada.

Uma cepa toéxica de Microcystis aeruginosa (CPCC 299) e uma cepa nao toxica de Anabaena
flos-aquae (CPCC 64), obtidas do Centro Canadense de Cultivo Ficolégico (Canadian Phycological
Culture Centre) foram cultivadas em laboratério, em condi¢Ges controladas de luminosidade e
temperatura. Para os ensaios de ozonizagdo, 0s microrganismos em fase exponencial ou
estacionéaria (aproximadamente 20 dias de crescimento) foram isolados por meio de filtracdo e
quantificadas por microscopia optica, utilizando uma camara de contagem Sedgewick-Rafter. A
partir desta contagem, volume equivalente ao nimero de células desejado era adicionado a agua
de estudo.

Os experimentos de pré-ozonizacdo foram realizados considerando-se estudos cinéticos de
consumo de ozébnio e avaliacdo do efeito do oxidante sobre as células, tendo-se como variaveis a
densidade celular ou turbidez, dose de ozénio e pH inicial. O tempo de contato foi sempre igual a
10 minutos. As condi¢cdes avaliadas para os cultivos laboratoriais e para a 4gua natural sao
indicadas na Figura 1.

A concentracdo da solucédo estoque de ozénio, assim como a concentracdo de ozdnio residual
nas amostras foram determinadas de acordo com o método colorimétrico 4500-O; (APHA, 2005)
utilizando o reagente indigo trisulfonato (€600nm=20.000 M'l-cm'l). A avaliacdo da integridade celular
antes e apoés a exposicao das cianobactérias ao processo oxidativo foi realizada empregando-se o
kit colorimétrico BacLightTM (Molecular Probes, Inc.) (BOULOS et al.,, 1999; STOCKS, 2004;
BERNEY et al., 2007), com a avaliacdo baseada na coloragéo das células: verdes (células viaveis);
vermelhas (células danificadas).

A quantificacdo de microcistina antes e ap6s a oxidagao de M. aeruginosa por ozonizagao foi
realizada utilizando-se kit ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (ABRAXIS 520011) para
todas as condi¢Bes avaliadas. A identificacdo das variantes de microcistina existentes na amostra
foi realizada a partir de cromatografia liquida seguida de espectrometria de massas por meio de

extracdo em fase sélida em modo on-line (on-line SPE e LC MS/MS).
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Figura 1. Fluxograma representativo dos experimentos de pré-ozonizagdo com cultivo de células de cianobactérias e

floracdo natural.

Para a avaliacdo da formacdo de subprodutos (trihalometanos e &cidos haloacéticos), apds

cloragdo das amostras ozonizadas ou nao, aliquotas foram recolhidas para extracdo liquido/liquido

com hexano, como descrito no Standard Methods 6232B (APHA, 1998) para THM e extragéo

liquido/liquido com éter metil terc-butilico (MTBE) seguido por derivatizacdo com metanol acido, de

acordo com o Método USEPA 552.2 (USEPA, 1995) para HAA. Todos os subprodutos foram

analisados por cromatografia gasosa (CP-3800, Varian) com deteccao por captura de elétrons

(GC/ECD). Para as avaliag@es cinéticas foram considerados o fator CT (concentracdo residual de

0zbnio x tempo de contato) e o desenvolvimento de um modelo de predicao de demanda inicial de

0z6nio e modelagem cinética de n-ésima ordem.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos cultivos laboratoriais e das amostras de 4gua natural serédo

apresentados de forma sequencial, considerando-se os efeitos do 0zénio na estrutura das células

e na liberacao e oxidagdo dos constituintes intracelulares.



4.1 Efeito da ozonizacao na liberagdo de COD das células

A ozonizacdo das suspensbGes de células de cianobactérias resultou em um aumento
substancial na concentracdo de COD no meio como indicado na Figura 2 para a densidade de
250.000 cel-mL™. Como observado, proporcionalmente, a maior quantificacdo de COD extracelular
foi observada ja no primeiro tempo de contato avaliado (0,5 min). Este comportamento pode ser
atribuido a duas condicdes distintas: uma rapida reacéo entre o 0zénio e a biomassa celular, com a
formagéo direta de COD; ou uma reagéo indireta a partir da lise celular das cianobactérias, levando

a liberacdo dos compostos intracelulares (MULLER et al., 2003; HAMMES et al., 2007; RAMSEIER

etal., 2011).
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Figura 2. Liberacdo de COD para M. aeruginosa (a) e A. flos-aquae (b) para a densidade de 2,5x10° cel-mL™Y;
dose de oz6nio de 0,5, 2,0 e 4,0 mg-L'l epHde6es8.

Como mostrado na figura citada acima, doses mais elevadas de o0z6nio tenderam a resultar em
uma maior concentracdo de COD extracelular. A influéncia do pH na reatividade do oz6nio em
termos de COD extracelular também foi observada. Uma maior quantidade de COD foi liberada em
pH 8 se comparado a pH 6. Um aumento na concentracdo de COD em maiores valores de pH (5,5
a 9,0) foi também observado por Huang, Cheng e Cheng (2008). Em pH alcalino, a maior
concentracao de ions hidréxido (OH’) promove a decomposi¢cdo do 0zbnio e a formacéo de radicais
hidroxila (OH) (WIDRIG; GRAY; MCAULIFFE, 1996; VON GUNTEN, 2003).

As mesmas consideracdes sao atribuidas a maior densidade de células (1.500.000 cel-mL'l),

tendo-se apenas uma proporcionalmente maior concentracdo de COD observada.



4.2 Efeito do 0zbnio sobre a integridade celular de M. aeruginosa e A. flos-aquae

O impacto da ozonizagdo sobre a integridade celular foi verificado pelo método BacLight™,
respectivamente. Como observado na Figura 3b e Figura 3d, uma perda imediata da integridade
celular apds a exposicédo ao 0z6nio para ambas as espécies de cianobactérias foi observada: todas
as células apresentaram uma coloracdo vermelho/alaranjado mesmo para o menor tempo de
contato (30 + 5 s) e dose de ozénio de 0,5 mg-L™. Esses resultados indicam danos imediatos a
membrana celular em valores de CT < 0,2 mg-min/L para todos os experimentos de ozonizagao,
para ambas as espécies de cianobactéria, os valores de pH e as densidades de célula adotados. A

reducdo no numero de células apds a ozonizacao foi reduzida (M. aeruginosa em pH 6) ou nula

(demais condicbes).

Figura 3. Impacto da ozonizagdo sobre a viabilidade celular a partir do método BacLight™. Células de M.
aeruginosa (a) antes e (b) apés ozonizagdo; células de A. flos-aquae (c) antes e (d) apdés ozonizagdo (pH 6
com 0,5 mgOg-L'l - 30 s de tempo de contato).

4.3 Impacto das cianobactérias e COD sobre o decaimento do ozdénio

Para cada curva de decaimento, avaliada de forma individual, um modelo de pseudo-primeira
ordem foi ajustado por regressdo nao-linear. O perfil de decaimento do ozénio na auséncia de
células foi mais lento se comparado ao perfil de decaimento quando as células estavam presentes.
Em pH 6 a taxa de decaimento mostrou-se mais estavel, para as trés doses aplicadas, do que em
pH 8. Os maiores decaimentos foram sempre observados para A. flos-aquae se comparado a M.

aeruginosa, o que pode ser associado a uma maior biomassa para a espécie filamentosa.

4.4 Formacéao de subprodutos a partir de células de cianobactérias
Os resultados obtidos indicaram a formacédo predominante de cloroférmio (CHCI;) e é&cido

dicloroacético (DCAA) nos ensaios com M. aeruginosa e de CHCI;, DCAA e acido tricloroacético



(TCAA) para A. flos-aquae. A legislacéo brasileira (Portaria 2.914) (BRASIL, 2011) preconiza um
valor total de 100 pg-L™ para THM e 80 pg-L™ como valor méaximo permitido como padrdo de
potabilidade. Os mesmos valores séo adotados pela legislacdo canadense (CANADA, 2006; 2008).
Os valores obtidos para a densidade de células estudada (250.00 cel-mL™) de até 38,4 e 62,7 pg-L’
' de THM e 13,5 e 23,9 ug-L" de HAA para M. aeruginosa e A. flos-aquae, respectivamente,
indicam que a presenca das cianobactérias estudadas em aguas superficiais poderiam,
principalmente para o THM, aumentar a concentrac¢éo final de subprodutos formados, dependendo
da qualidade da agua.

Na Figura 4 tem-se representado o comportamento de formacéo de THM e HAA nas condi¢fes

de pH (6 e 8) e densidade de células (250.000 cel-mL-1) para ambas as espécies estudadas.
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Figura 4. Formacdo de THM e HAA apos ozonizagdo de M. aeruginosa (a) e A. flos-aquae (b) empH 6e 8 e
ap6s 10 min de tempo de contato com 0,5, 2 e 4 mgOs-L™* para 2,5x10° cel-mL™,

4.5 Efeito da ozonizag&o na liberacdo e oxidacéo de toxina intracelular

A imediata alteracdo na estrutura celular de M. aeruginosa foi novamente verificada com o
aumento da concentracdo de toxina extracelular apés 0,5 min de tempo de contato em
praticamente todas as condi¢cdes. As concentragfes remanescentes de toxina, total e extracelular,
apos 10 min de exposicdo ao 0z6nio nas condicBes avaliadas sdo apresentadas na Tabela 1. A
degradacdo de microcistinas mostrou-se mais efetiva a pH 6. Conforme destacado por Al Momani
e Jarrah (2010), a degradacdo mais lenta a pH alcalino sugere que a microcistina apresenta uma
maior afinidade com o 0zénio molecular do que com os radicais hidroxila.

A reacdo de oxidagdo de microcistina com o 0zdnio é descrita como uma reacdo de segunda
ordem, sendo de primeira ordem para cada um dos reagentes, mas pode ser considerada de

pseudo-primeira em relacdo a degradacdo da toxina em virtude dos curtos intervalos de tempo

10



utilizados nos ensaios cinéticos (Eq. 1) (Al momani e Jarrah, 2010). A constante de velocidade de
liberacdo é maior do que a constante de velocidade de degradacdo da toxina, sendo a constante de

degradacéo superior a pH 6.

—d[Tox] _ K
dt
onde, kap € a constante cinética de pseudo-primeira ordem para a degradagao da toxina.

ap <[TOXINA]

Tabela 1. Ozénio residual e dados de degradacdo de microcistina apds ozonizacdo das células de M.
aeruginosa

Residual de ozonio (mg-L™) - pH 6

Tempo (min)
250.000 cel-mL™ 1.500.000 cel-mL™*
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
15 0,0 0,2 1,6 37 0,0 0,2 0,8 2,6
3,0 0,0 0,1 1,4 3,4 0,0 01 0,6 2,2
5,0 0,0 0,1 13 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 11
Concentragio de toxina (pg-L™)
Total 81  0,3(96%)* 0(100%) 0 (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 ozonio (mg-L™) - pH 8
250.000 cel-mL™ 1.500.000 cel-mL™
0,0 0,0 0,5 2,0 4,0 0,0 0,5 2,0 4,0
0,5 0,0 0,2 11 2,2 0,0 03 11 1,4
15 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 01 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
Concentragéo de toxina (ug-L™)
Total 7.4 0,6(92%) 0(100%) 0 (100%) 30,1 16,9 (44%) 3,7 (88%) 0 (100%)
Extracelular 0,0 0,6 0,0 0,0 0,2 7,1 2,6 0,0

5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Nas condi¢cbes estudadas pode-se verificar que uma reduzida dose de ozénio (0,5 mg-L'l) foi
suficiente para causar uma completa perda de integridade de M. aeruginosa e A. flos-aquae, para
ambas as densidades de célula e valores de pH avaliados. Verificou-se que todas as variaveis
avaliadas, pH, densidade de células e dose de o0zbnio, exerce influéncia no processo e que a acao
do ozbdnio na célula, causando a liberacdo dos constituintes internos pode aumentar a
concentracao de subprodutos formados na etapa de pés-cloragdo. No entanto, a ozonizagdo das
células de M. aeruginosa foi efetiva na degradacdo de microcistina intracelular, tendo-se um
melhor rendimento a pH 6 e 2 mgO3-L'1.

De forma geral, pode-se considerar que a aplicacdo do ozbnio como uma etapa de pré-

tratamento pode ser uma alternativa interessante para evitar que a presenca de cianotoxinas e
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reduzir o numero de células ao final do tratamento de aguas superficiais oriundas de ambientes
eutrofizados e com presenca de cianobactérias, desde que sejam consideradas etapas
subsequentes a este processo, visando a reducao dos precursores de THM e HAA. Este processo
se constitui em um avanco tecnol6gico no que concerne ao tratamento de 4guas, uma vez que 0s
processos convencionais ndo se mostram efetivos na remocdo de cianotoxinas e a presenca
destes organismos e seus metabolitos é cada vez maior e mais preocupante quando se considera

a saude da populacao atendida.
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