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RESUMO

A introducdo de nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio, em fontes d’agua superficiais podem
desencadear o desenvolvimento de algumas espécies em detrimentos de outras. De forma natural espécies de
cianobactérias ocorrem no ambiente aquatico em baixas densidades de células, entretanto, sob determinadas
condicdes (elevados niveis de nitrogénio e fésforo), elas podem desenvolver florescimentos com a produgdo
toxinas (cianotoxinas). As microcistinas (MC) constituem um dos principais grupos das cianotoxinas, com
ocorréncia mundial, com elevada toxicidade para animais e humanos quando ingeridas. Essa toxinas ndo sdo
facilmente removidas nas tecnologias de tratamento que envolvem a etapa de coagulacdo quimica, mas, de
acordo com a literatura internacional e nacional, podem ser removidas por meio da filtragdo lenta. Entretanto os
mecanismos de remocdo e os fatores que favorecem uma maior eficiéncia do filtro lento ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Nesse contexto, o presente trabalho avaliou a evolugdo do amadurecimento
(tempo de operacdo) de filtros lentos em escala piloto e sua influéncia na remocdo de microcistinas. Seis
pequenas unidades piloto de filtragdo lenta em areia foram utilizadas. Os resultados mostraram que o
amadurecimento dos filtros lentos influencia fortemente a remocao de microcistinas, indicando que partir do 10°
dia de operacdo é possivel obter &gua filtrada com valores de microcistinas atendendo ao padrdo de
potabilidade, valores menores que 1 pg/L.

PALAVRAS-CHAVE: Microcistinas, Filtracdo lenta em areia, Tempo de amadurecimento, Biodegradac&o.

INTRODUCAO

O processo de eutrofizacdo em corpos d’agua pode decorrer tanto de causas naturais, quanto por acoes
humanas, resultando no comprometimento da qualidade d’agua e com conseqlientes alteragcbes na composicao
da comunidade aquatica. O desenvolvimento massivo (florescimento) de algumas espécies de cianobactérias é
uma das consequéncias desse desequilibrio.

As cianobactérias podem produzir (toxinas), que comprometem a qualidade da dgua. Dentre as toxinas
produzidas por cianobactérias, as microcistinas, classificadas como hepatotoxinas, sdo as mais detectadas em
corpos aquaticos no mundo todo. Existem relatos de severas morbidades e mortalidades em animais domésticos
e humanos por ingestdo de dgua contaminada por essas microcistinas (Jochimsen et al., 1988; Falconer et al.,
2005; entre outros).

No Brasil, em fevereiro de 1993, evidéncias epidemioldgicas apontaram relagdo entre a morte de 88 pessoas,
dentre 2000 que apresentaram intoxicacdo, ap6s o consumo d’agua do reservatério de Itaparica (BA) durante
seu enchimento (Teixeira et al., 1993). Mas, o incidente com comprovagdo cientifica e com repercusséo
internacional, aconteceu em Caruaru, estado de Pernambuco, no més de fevereiro de 1996, onde 110 pacientes
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apresentaram sintomas de intoxicacdo relacionados a hepatoxinas apds tratamento de hemodialise de rotina. Em
curto prazo 100 pacientes desenvolveram insuficiéncia hepatica aguda e 70 deles vieram a 6bito. Em outubro de
1997, 53 destas mortes foram atribuidas a “Sindrome de Caruaru”. As vitimas foram intoxicadas, portanto, pela
agua contaminada com microcistinas oriunda de um acude (Jochimsen et al., 1998; Pouria et al., 1998;
Carmichael et al., 2001, Yuan et al., 2006).

No Brasil, desde 0 ano 2000 a presenca de microcistinas na agua para consumo humano € limitado por lei. A
Portaria MS n° 2.914/2011 (BRASIL, 2011) que atualmente “estabelece os procedimentos e responsabilidades
relativas ao controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrao de potabilidade”
contempla as microcistinas como pardmetro obrigatério de monitoramento em aguas para consumo humano,
estabelecendo um valor maximo permitido (VMP) de 1ug/L, valor também recomendado pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS).

Apesar de vetado na Portaria n° 2.914/2011 do Ministério da Salde (Brasil, 2011), algicidas continuam sendo
usados para o decréscimo do nimero de células de cianobactérias nos ambientes aquaticos. Essa pratica
promove a lise das células de cianobactérias e, como consequiéncia, a liberacdo das toxinas na forma dissolvida.
Na forma dissolvida (extracelular), as microcistinas ndo sdo eficientemente removidas pelo processo de
tratamento convencional (Himberg et al., 1989; Lahti e Hiisvirta 1989). Em alguns casos, processos
convencionais de tratamento de agua podem promover a lise das células de cianobacterias, resultando em
liberacBes de toxinas adicionais que ainda estavam no interior das células (Pietsch et al., 2002; Ermel, 2009).
Uma das alternativas para a remocéo dessas toxinas por processos ndo convencionais € a Filtragdo Lenta em
Areia (FLA).

A FLA ¢é uma tecnologia de operacdo e manutencdo simples, que ndo utiliza produtos quimicos ou
equipamentos sofisticados para seu funcionamento. O tratamento d’agua realizado em filtros lentos em areia
(FLAs) ocorre predominantemente por meio de processos bioldgicos (biofiltragdo) em um biofilme
(schumtzdecke) formado ao longo do periodo de amadurecimento do filtro. Esse tratamento é capaz de
remover micro-organismos patogénicos, incluindo virus, bactérias, cistos de parasitas intestinais (Bourne et al.,
2006; Ho et al., 2006; Tsuji et al., 2006), e contribui na reducdo dos niveis de matéria organica biodegradavel
(MOB) (Visscher, 2006).

As microcistinas sdo suscetiveis a degradacédo biologica. Diversos trabalhos apontam uma variedade de micro-
organismos responsaveis por sua remogdo em aguas. Até o0 momento, grande parte da literatura a respeito da
degradacdo bioldgica de microcistinas demonstra essa degradagdo em ambientes naturais (Jones e Orr, 1994;
Rapala et al., 1994; Cousins et al., 1996; Christoffersen et al., 2002; Holst et al., 2003). Dos estudos realizados
sobre a filtragcdo bioldgica de microcistinas, somente uns poucos abordaram a degradacéo durante o processo
de filtracdo lenta em areia (Lahti e Hiisvirta 1989; Gritzmacher et al. 2002; Ho et al. 2006, Ho et al. 2007).
Nos estudos em questdo, a aplicacdo de técnicas de biologia molecular tem auxiliado na definicdo dos micro-
organismos envolvidos na degradacdo de microcistinas.

Nesse sentido, os estudos realizados, embora ainda poucos, revelam que a biodegradacdo de microcistinas pode
ocorrer por acdo de bactérias (principalmente pelo genéro Sphingomonas) e de algumas espécies de algas das
crisdfitas (principalmente genéro Poterioochromonas), autéctonas em ambientes que comumente apresentam
floragdes de cianobactérias produtoras de cianotoxinas. Dessa maneira, pode-se vislumbrar a promissora
eficiéncia dos processos biolégicos de tratamento de agua para remogdo de cianotoxinas e cianobactérias,
principalmente na presenca de organismos aclimatados a essas toxinas.

Nesse contexto, e com objetivo de contribuir para o melhor entendimento dos processos envolvidos na
remoc¢&o de microcistinas em FLASs, buscou-se, neste trabalho, avaliar a evolucdo do amadurecimento de FLAS
e sua influéncia na remocéo das microcistinas.

MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento do trabalho, foi montado um sistema de filtracdo lenta em areia (FLA) em escala piloto
no Laboratério de Anélise de Agua (LAA) do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da UnB. O
sistema era composto por seis pequenas unidades piloti de filtracdo lenta em areia.
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O trabalho foi desenvolvido em trés etapas: 1) desenvolvimento de um sistema de filtracdo lenta em areia; 2)
cultivo da espécie de Microcystis aeruginosa cepa NPLJ 4 e produgdo de microcistinas; 3) operacao dos filtros
lentos piloto com agua contendo microcistinas em concentragdes e tempos de operagdo pré-determinados. A
Figura 1 apresenta um diagrama com as etapas do trabalho, enquanto a Figura 2 mostra um esquema da
instalacdo piloto de filtracdo lenta.
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Figura 1 — Diagrama de estudo com seis filtros lentos: FLAL, FLA2, FLA3, FLA4, FLA5S e FLAG.
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Figura 2 - Esquema geral da instalacédo piloto (sem escala).
Legenda: A - saida de agua filtrada; B - tomadas de pressao; C — vazao excedente de dgua de estudo que retorna ao tanque de
alimentacdo; FLAI —filtros FLAL, FLA2, FLA3, FLA4, FLA5 e FLAG.

O sistema foi composto por seis colunas de filtracdo (aqui denominados Filtros Lentos em Areia — FLAS)
instaladas em um aparato de sustentacdo conforme mostrado na Figura 2. Na instalacdo a &gua bruta era
recalcada para uma caixa de nivel constante (CNC) a partir de uma bomba. A partir da CNC a 4gua era
alimentada aos filtros com auxilio de uma bomba peristéltica de 6 cabecotes. Dessa forma, durante a operacéo
da instalacdo piloto, os seis filtros lentos de areia (FLA1l, FLA2, FLA3; FLA4, FLAS e FLAG) eram
alimentados em paralelo com mesma vazao de agua.
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Os FLAs foram confeccionados em colunas de acrilico de 30 mm de didmetro interno. A opg¢do por trabalhar
com colunas de pequeno didmetro foi funcdo da capacidade de producdo de microcistinas a partir do cultivo de
Microcystis aeruginosa. O processo de filtragdo tem sido simulado com sucesso mesmo utilizando colunas de
filtracdo de pequena dimenséo quando a velocidade de filtragdo é baixa como no caso dos filtros lentos.

O meio filtrante utilizado consistiu de areia com didmetro efetivo de 0,27mm, coeficiente de uniformidade de
1,85 e espessura do meio filtrante de 0,50m. A Tabela 1 resume as caracteristicas das colunas e do meio
filtrante dos filtros lentos em areia. A areia, antes da montagem dos filtros, foi seca em estufa a 105°C por um
periodo superior a dois dias. Esse procedimento de secagem buscou assegurar a maior remogao dos residuos
organicos e microbioldgicos. Com isso, parte-se do pressuposto que o meio filtrante encontrava-se estéril no
inicio dos experimentos conforme o objetivo do estudo.

Tabela 1 — Caracteristicas dos FLAS

Paréametros Valores adotados
Diametro interno dos FLAs (m) 0,03

Altura das colunas (m) 1,25

Espessura do meio filtrante (m) 0,50

Tamanho dos grdos (mm) 0,15-0,84
Diametro efetivo (mm) 0,27

Coeficiente de uniformidade (dgo/d10) 1,85

Porosidade (€) 0,40

Taxa de filtragio (m*/m’.d) 3

Nos FLAs foram posicionados seis pontos de tomadas de pressdo, sendo cinco ao longo do meio filtrante e um
na interface pedregulho e areia. A finalidade desses pontos de tomada de pressdo foi verificar a evolucdo da
perda de carga e, em consequéncia, a retencdo das impurezas nas diversas profundidades do leito filtrante dos
FLAs.

Para proceder os experimentos utilizou-se uma agua de estudo composta por a 4gua do lago Paranoa (Brasilia
— DF) contaminada, intencionalmente, com microcistinas obtidas a partir do cultivo de células da espécie
Microcystis aeruginosa, linhagem NPLJ-4, cultivadas no Laboratério de Analise de Aguas LAA/UnB.

As células de Microcystis aeruginosa provenientes dos cultivos foram submetidas a lise celular por meio de
gelo e degelo trés vezes consecutivas seguido de processo de sonificagdo. O gelo/degelo promoveu o
rompimento da membrana celular e, consequentemente, a liberacdo de microcistinas e de outros compostos
intracelulares, para o meio liquido. O material lisado foi filtrado, em membranas nas medidas 8um (membrana
de papel), 1um (microfibra de vidro) e 0,45um (éstere de celulose). O material produzido apds esse processo
denominado de extrato aquoso (EA) foi homogeneizado e novamente congelado até o momento da preparagéo
da agua de estudo (AE).

Com a finalidade de avaliar a capacidade dos seis FLAs na remoc¢do de microcistinas, optou-se por escolher
uma agua bruta compativel com os processos da filtragdo lenta em areia. A agua do lago Paranoa apresenta
caracteristicas compativeis com o tratamento por filtragdo lenta, como baixa turbidez, cor e presenca de algas.
A &gua “in natura” utilizada nesse trabalho foi, portanto, proveniente do lago Paranoéa (Brasilia-DF), coletada
do seu brago norte.

O lago Paranod formado artificialmente em 1959, localiza-se no perimetro urbano da cidade de Brasilia — DF.
Na década de 1970 esse ambiente experimentou processos de eutrofizacdo, com mortandade de peixes e
florescimentos de Microystis aeruginosa. Alguns estudos avaliaram a degradacdo de cianotoxinas em corpos
d’agua que experimentaram florescimentos toxicos (Jones e Orr, 1994; Ho et al., 2007; Smith et al., 2008;
Hoefel et al., 2009) os resultados sugeriram que a pré-exposicdo da microcistina influéncia na sua
biodegradacéo.

No presente estudo foram feitas duas repeticbes do experimento com duracdo de 30 dias e sob condicbes
similares. Os FLAs foram operados em paralelo, com uma taxa de filtragdo de 3m*/m%d, em tempos de
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operagdo distintos, como apresentado na Tabela 2. Como j& mencionado, a agua de estudo (AE) utilizada para
alimentacdo dos FLAs foi preparada adicionando-se a dgua do lago Paranod uma aliquota de extrato aquoso
(EA) de microcistinas.

Tabela 2 — Dias de operacéo de cada FLAs em um experimento

FLAs Numero de dias em operacao
FLA 4 1
FLA 2 5
FLA 3 10
FLAS ji5
FLA1 20
FLA 6 30

Para a avaliagdo do desenvolvimento da camada biologica (schmutzdecke) nos diferentes periodos de
amadurecimento dos 6 filtros, fixou-se um periodo maximo de 30 dias de funcionameto para o dltimo filtro a
ser retirado de operacdo. Durante o periodo de operacdo de cada filtro, foram feitas analises fisico-quimicas
(turbidez, pH, alcalinidade, clorofila, condutividade), bacterioldgicas (coliformes totais e Escherichia coli),
microcistinas, microbioldgicas (inventdrio taxondmico) e de biologia molecular (Reacdo em cadeia de
polimerase — PCR) da agua bruta, AE, filtrada e do leito filtrante para cada um dos FLAs em funcionamento.
No presente trabalho sdo discutidos os resultados relativos a remogdo de microcistinas, quantificada utilizando-
se a técnica de ELISA por meio de kits comerciais, com faixa de deteccdo entre 0,15 a 5ug/L.

RESULTADOS

Com o objetivo de manter similaridade e/ou réplica, os seis Filtros Lentos em Areia (FLAS) em escala piloto
foram construidos, montados e operados sob mesmas condi¢des. O inicio da operagdo ocorreu no mesmo
tempo para os seis FLAs, mas cada um deles foi operado por periodo de tempo distinto (Tabela 2) com o
objetivo de avaliar a influéncia o tempo de operacdo na remog¢éo de microcistinas (MC).

A Figura 3 apresenta o comportamento da agua de estudo (AE) e da &gua filtrada com relagdo a concentragéo
de MC nas 6 unidades de filtracdo operadas por periodos distintos. A concentracdo de microcistinas na agua
bruta variou de cerca de 8 a 14 ug/L.

Observa-se que nas unidades que operaram por 10 dias, ou mais, o efluente apresentava concentracdes de
microcistinas inferiores ao valor maximo permitido de 1ug/L segundo a Portaria MS 2.914 de 2011, com
excecdo do FLAS (Figura 3d) que, no 10° dia de operacdo, produziu agua com residual de MC marginalmente
superior a 1ug/L. Como pode ser visto nas Figuras 3c, 3d, 3e e 3f, no 10° dia de operacédo, 0 FLA3, o FLA5, o
FLAL e o FLAG apresentaram concentra¢des de MC de, respectivamente, 0,69 pg/L, 1,26 pg/L, 0,72 pg/L e
0,68ug/L. A partir do 10° dia de operagdo o teor de MC no efluente apresentou um ligeiro declinio até o final
do periodo de operacéo de 30 dias.

Apds o 10° dia de operacdo os FLAs 3, 1 e 6, apresentaram eficiéncia de remogéo de microcistinas, em torno
de 95% e com concentra¢des inferiores a 0,5 pg/L. Griitzmacher et al. (2002) relatam eficiéncia de remocéo de
microcistinas dissolvidas superiores a 96% em experimento com filtro lento alimentado com taxa de filtracéo de
0,8 m/d, por 30 horas, com 4gua contendo, em média, 8 ugMC/L. Considerando a diferenga significativa da
taxa de filtragdo utilizada no presente trabalho e no trabalho de Gritzmacher e colaboradores, pode se dizer que
os resultados obtidos sdo muito promissores.

Como pode ser observado na Figura 3, a concentracdo de microcistinas no efluente dos filtros foi altamente
influenciada pelo periodo de operacdo dos FLAs, e pouco influenciada pela concentragdo na égua bruta. Os
resultados sugerem que a colonizacdo dos organismos degradadores aconteceu entre o quinto e décimo dia e, a
partir dai, a comunidade bioldgica entra em equilibrio. Para Ellis (1985), a principal caracteristica da filtracdo
lenta em areia é a atividade biologica que se desenvolve com o passar do tempo sobre o topo da camada
filtrante denominda schmutzdecke, fundamental no processo de purificagdo d’agua. A presenca da
schmutzdecke sugere que o filtro estd amadurecido.
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Figura 3 — Remog&o de microcistinas por meio dos FLAs 4(a), 2(b), 3(c), 5(d), 1(e) e 6(f) durante 1, 5, 10,
15, 20 e 30 dias de operacao respectivamente.

S4& (2002), que avaliou a remocao de células vidveis de Microcystis aeruginosa e de microcistinas dissolvidas na
agua por meio de filtracdo lenta, observou que quando as MCs ja se encontravam dissolvidas na agua afluente
aos filtros, a eficiéncia de remoc¢éo dessas toxinas era mais elevada do que quando a toxina era liberada no filtro
em funcédo da lise celular. O autor relata diferencas de eficiéncia de remogdo de microcistinas, e também de
células, quando o filtro ja havia passado por periodo de amadurecimento e quando a comunidade bioldgica ja
havia tido prévio contato com as toxinas. Em outro estudo, S& (2006) confirma que o grau de maturacdo dos
filtros e a aclimatagcdo da microcistinas sdo fatores importantes para efetividade do tratamento de dgua com
microcistinas por meio de filtracdo lenta.

Pesquisa desenvolvida por Ho et al. (2006) na Australia, que teve como objetivo avaliar degradacdo biolégica
de MC-LR e MC-LA por meio de filtragdo lenta em areia, utilizou filtros previamente expostos a microcistinas
e filtro ndo exposto a toxina (estéril). Da comparacdo do comportamento dos filtros com o tempo, os autores
observaram que o tempo necessario para estabelecimento do biofilme e aclimatacdo dos micro-organismos para
degradacdo da microcistinas no meio estéril foi bem curto, inferior a 4 dias. Entretanto os filtros em que o meio
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filtrante foi previamente exposto a microcistinas se mostraram eficientes na remocdo da toxina antes do filtro
com meio estéril, reforcando que a remoc¢do de microcistinas ocorre por meio de precessos bioldgicos, e ndo
por meio a outros processos fisicos, como a adsorcdo. A pré-existéncia de uma comunidade microbiolégica
permite atuar como substrato e consequentemente aumentar a fixacdo de novas comunidades por meio da
presenca de substancias poliméricas extracelulares (Sutherland, 2001; Alpkvist et al. 2006).

No presente estudo o tempo de amadurecimento dos filtros estéreis foi maior do que o observado nos trabalhos
de Ho e colaboradores (2006 e 2007), mas foram da mesma ordem de grandeza. A diferenca observada pode
estar relacionada a composicdo e a abundancia da comunidade microbiolégica degradadora no corpo d’agua, no
caso deste estudo o lago Paranoa que hoje se apresenta como lago oligotréfico. Estudos indicam uma relagéo
direta entre a abundéancia dos organismos degradadores e taxa de degradacdo de MC (Hoefel et al., 2009).

CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel verificar que os FLAs operados com taxa de filtragdo de 3 m/d, apds um periodo de
10 dias de amadurecimento, foram capazes de remover eficientemente, e de forma continua, microcistinas
dissolvas na agua bruta em concentragGes entre 8 e 14 ug/L, produzindo, consistentemente, agua com
concentragdo de microcistinas inferior ao estabelecido no padréo de potabilidade.

A variagdo da concentracdo de microcistinas, na faixa estudada, ndo parece afetar o comportamento do filtro
lento com relagéo a remocéo das toxinas. Entretanto o tempo de operacéo, que influencia o amadurecimento do
filtro, foi o fator de importéncia para garantir uma elevada remocdo de microcistinas e reforca a teoria que a
remocao ocorre principalmente por meio da degradacdo bioldgica.

Na continuidade deste trabalho, técnicas moleculares estdo sendo utilizadas para identificacdo de micro-
organismos presentes no manancial (dgua bruta) no biofilme dos FLAs apds a retirada de operacdo, na tentativa
identificar os micro-organismos responsaveis pela degradacdo das microcistina.
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