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RESUMO

A proliferacdo de cianobactérias em mananciais eutrofizados é uma realidade global e, como conseqiiéncia, ha
um aumento do risco de contaminacdo das fontes de abastecimento de dgua com cianotoxinas produzidas por
esses organismos. Ha varios relatos publicados de intoxicacdo por ingestdo de &guas contaminada por
cianotoxinas, que levaram animais e seres humanos a ébito. Diante da proliferacdo das cianobactérias nos
mananciais, € preciso inovar no processo de tratamento da &gua, desenvolvendo novas tecnologias e/ou
adequando as formas de tratamento tradicionalmente utilizadas. Uma alternativa que se apresenta é a
utilizacdo da oxidacdo com o uso do cloro, uma vez que essa substancia quimica é largamente utilizada pelas
Companhias de Saneamento no processo de desinfec¢do de agua. Assim, o presente trabalho relata os
resultados preliminares de um estudo que tem como objetivo maior investigar o desempenho, e fatores
intervenientes, da cloracdo na oxidacéo de agua com elevada concentragdo de saxitoxinas. Os testes, em escala
de bancada, foram realizados para diferentes valores de pH da amostra de 4gua e com diferentes dosagens de
cloro, utilizando-se uma dosagem maxima de 32,2mg/L de cloro livre em valor de pH 5 da &gua de estudo. A
concentracdo de saxitoxinas atingiu o valor maximo de 86,2jug/L e mesmo sendo utilizadas dosagens elevadas
de cloro, nao foi observada remogdo notavel de uma das variantes de saxitoxinas (neoSTX), que permaneceu
com a sua concentragao acima do valor maximo recomendado pela Portaria 518/2004 do Ministério da Satde.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactérias, Saxitoxinas, Cianotoxinas, Oxidagao, Cloracio, Tratamento de Agua.

INTRODUCAO

O crescimento populacional e a intensa producdo agricola e industrial sdo fatores que favorecem a
eutrofizacdo de lagos e reservatdrios. Como conseqiiéncia, as dguas se tornam propicias a proliferacdo de
algas e cianobactérias. Segundo Miao e Tao (2008), o aumento da eutrofizacdo das dguas doces superficiais
pode levar a ocorréncia de floragdes de cianobactérias, sendo que cerca de 50% a 70% das quais sdo
conhecidas por serem toxicas.

As cianobactérias podem produzir gosto e odor desagradaveis, comprometendo a qualidade da agua para
consumo. No entanto, o agravante maior é a producdo de diversos tipos de toxinas (cianotoxinas), que tém o
potencial de contaminar as aguas para fins potaveis, recreativos e agricolas.

As cianotoxinas provocam efeitos adversos na salde humana, 0s quais estdo evidenciados em estudos
epidemioldgicos e toxicoldgicos. Relativamente ao modo de agdo, as cianotoxinas podem apresentar acBes
agudas ou cronicas, conforme o grau e o tempo de exposi¢do. Ha muitos relatos de mortes de animais e de
seres humanos que fizeram uso de aguas contaminadas por toxinas de cianobactérias. Paises como Australia,
Inglaterra, Franga, Nova Zelandia, Canad, Estados Unidos, China, Brasil, dentre outros, ja relataram casos de
intoxicagdes de popula¢fes humanas pelo consumo oral de cianotoxinas presentes nas aguas de abastecimento
(Hoeger et al., 2005). Na China, por exemplo, a incidéncia de cancer no figado foi claramente relacionada
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com fontes de &gua contaminadas, sendo consideravelmente maior em populagBes que usaram &guas
superficiais infestadas com cianobactérias em relacdo as que consumiram aguas subterraneas.

Para Teixeira et al. (1993), ha forte evidéncia entre a ocorréncia de florages de cianobactérias no reservatorio
de Itaparica, Estado da Bahia, e a morte de 88 pessoas, entre as cerca de 2000 intoxicadas pelo consumo de
agua do reservatério, entre marco e abril de 1988. Mas foi 0 acontecimento de intoxicacdo ocorrido em 1996,
na cidade de Caruaru, estado de Pernambuco, onde morreram varios pacientes de uma clinica de hemodialise,
que confirmou definitivamente a ocorréncia de cianotoxinas nas aguas brasileiras Azevedo (1996).

Para minimizar a ameaca de contaminacéo da agua para consumo humano com cianotoxinas, a remocéo de
cianobactérias tem sido estudada por meio da aplicacdo de tecnologias que envolvem processos fisicos,
quimicos e bioldgicos de tratamento. Dentre os processos, a oxidagdo quimica pode ser uma opgdo promissora
na eliminacdo de cianotoxinas dissolvidas. Por essa razdo, o estudo do cloro, como oxidante, € uma estratégia
no combate de toxinas dissolvidas por ser a substancia quimica mundialmente utilizada no pré-tratamento e na
desinfeccdo das aguas (Acero et al., 2005).

Ho et al. (2006), analisando o processo de oxidagdo com o cloro em dois tipos de agua (agua com matéria
orgénica e dgua Milli Q), com concentracdo de 20ug/L de quatro anélogos de microcistinas (MC-LR, MC-LA,
MC-RR e MC-YR), obtiveram remog¢des superiores a 90% nas duas amostras de agua. Para isso, eles
utilizaram uma dosagem de 1,5mg/L de cloro e um tempo de contato de 30 minutos, com o pH mantido abaixo
de 8.

Em condicBes semelhantes aos experimentos realizados por Ho et al. (2006), Rodriguez et al. (2008)
realizaram testes com dois analogos de microcistinas (MC-LR e MC-RR) e confirmaram a eficiéncia do cloro
em remover essas toxinas da agua. Para uma concentragdo inicial de MC-LR, MC-RR e cloro de 244,2mg/L,
193,2mg/L e 34,1mg/L, respectivamente, as concentragdes remanescentes de MC-LR e MC-RR foram de 46,4
e 30,6mg/L, respectivamente, depois de um tempo de contato de 30 minutos. Esses resultados indicam uma
eficiéncia de remocéo superior a 80%, confirmando os resultados encontrados por outros autores. Diante do
sucesso obtido na remogdo de microcistinas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade do processo de
oxidagdo com o hipoclorito de sodio em remover saxitoxinas dissolvidas na agua, uma vez que Sdo raros 0s
relatos de oxidacgao dessa neurotoxina, frequentemente presente em varios mananciais brasileiros onde ocorre
a presenca de Cylindrospermopsis raciborskii.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um trabalho experimental que consistiu na oxidacdo com o cloro livre, gerado a partir do
hipoclorito de sodio, de trés variantes de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX), sob a condicdo de diferentes
valores de pH. Os experimentos, de carater preliminar, foram realizados utilizando-se os dispositivos de
agitacdo de um equipamento para teste de jarros e recipientes de vidros (béqueres de 1000mL). A Figura 1
apresenta as amostras de agua de estudo contendo saxitoxinas dispostas nos béqueres durante os ensaios. A
agua de estudo era obtida por meio da diluicdo de material oriundo da lise de células da cepa T3 de
Cylindrospermopsis raciborskii, cultivadas na sala de cultivo do Laboratorio de Analise de Agua do
Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da Universidade de Brasilia.

Para a preparacdo da agua de estudo se fazia necessario submeter o material lisado (gelo/degelo do cultivo por
trés vezes consecutivas) a filtragdo em membrana de retencdo de 8um, seguida de membrana de microfibra de
vidro de 1pm e, finalmente, em membrana de éster de celulose de 0,45um. Essa sequéncia de filtracdo tinha
como objetivo remover os fragmentos de células lisadas. O material filtrado era entdo diluido na proporcéo de
1:1 com &gua Milli-Q para obtencdo da agua a ser oxidada. Dessa forma a agua de estudo continha as
saxitoxinas mencionadas e também outros compostos liberados durante o processo de lise celular.
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Figura 1 — Disposicao das amostras de saxitoxinas durante o processo de oxidacdo

Os ensaios de oxidacdo foram feitos em duplicata para a verificacdo da reprodutibilidade dos resultados e
houve o controle da dosagem de cloro aplicada, chamada de “branco”, também realizado em duplicata para
cada valor aplicado.

Os testes preliminares consistiram na aplicagdo de 5 dosagens de cloro livre em cada sequéncia de analise. O
valor do pH em cada teste foi ajustado para 5,0, 5,5 e 6,0, sendo que os valores de pH na agua bruta variaram
de 7,4 a 7,8; a temperatura do ar variou entre 22°C e 26°C e a temperatura da agua variou entre 18°C e 25°C.
A Figura 2 mostra o fluxograma dos ensaios de oxidagéo das saxitoxinas com o cloro livre (hipoclorito de
s6dio).

Preparacéo das amostras de Ajuste do pH e da temperatura Transferéncia das amostras para 0s
saxitoxinas i | jarros (300mL para cada jarro)
v
Coleta de 2 sub-amostras apds Agitacéo por 1min Aplicacdo de diferentes dosagens
30 minutos de tempo de contato [ nl de cloro nos jarros
I
v v
Sub-amostra 1 — anélise Sub-amostra 2 — adigao
imediata de cloro livre e de tiossulfato de sodio e
de cloro total armazenamento para

posterior analise de
cianotoxinas

Figura 2 — Fluxograma dos procedimentos de execugdo dos testes de oxidagdo com o cloro livre sobre as
saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX)

O método utilizado para a deteccdo das saxitoxinas foi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
também conhecido como HPLC (High-Performance Liquid Chromatography). Essas analises foram baseadas
na metodologia descrita por Oshima (1995), que envolve a oxidagao pos-coluna e deteccdo por fluorescéncia.

RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO

Em todos os testes realizados, procurou-se aproximar as dosagens aplicadas aos valores de 2mg/L, 6mg/L,
12mg/L, 18mg/L e 24mg/L de cloro, os quais foram as doses inicialmente propostas para este trabalho. No
entanto, devido a alta concentra¢do da solucdo de hipoclorito de sodio, produzida no local por meio de
eletrdlise do NaCl (sal de cozinha), e de outras interferéncias externas, como a variacdo na pipetagem da
solucdo, as dosagens resultaram em valores diferentes da proposta inicial. Assim, os valores das concentracdes
de cloro mostradas na Tabela 1 representam a média dos valores medidos nos frascos de controle de dosagem.
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Tabela 1 — Condicdes de realizagdo dos testes preliminares

) Concentracdo inicial de
N° do teste Dosaggns de cloro livre pH da saxitoxinas (ug/L)
aplicadas (mg/L) amostra
neoSTX dcSTX STX
1 28-73-164-256-32,2 5,0 83,3 4,8 2,5
2 38-80-138-21,4-285 55 86,2 6,6 0
3 1,7-50-77-128-1777 6,0 73,7 0 8,4

De modo geral, ao aplicar uma dose entre 1,7mg/L a 3,8mg/L de cloro, ocorria 0 consumo quase que total da
mesma. Porém, com a adicao de doses acima de 6mg/L, eram observados valores residuais de cloro, chegando
a valores maiores do que 4mg/L para o cloro livre e de 10mg/L para o cloro total, indicando a formagéo de
cloro combinado. A Figura 3 mostra as concentrag@es de cloro livre e de cloro total depois de um tempo de
contato de 30 minutos.

Os valores de concentragdo de cloro nos frascos de controle de dosagem, no tempo de contato 30 minutos,
foram préximos aos valores iniciais em todos 0s ensaios, indicando que ndo havia perda de cloro significativa
durante os ensaios, de modo que o consumo de cloro observado é atribuido as reacBes de oxidacdo entre as
saxitoxinas e outros compostos intracelulares presentes na dgua de estudo.
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Figura 3 — Doses de cloro aplicadas e residuais de cloro livre e de cloro total depois de um tempo de contato
de 30 minutos.

Com relacdo as saxitoxinas, ao adicionar certa dose de cloro a solucdo contendo as trés variantes (neoSTX,
dcSTX e STX), observou-se mudancas nos valores de concentracdo dessas cianotoxinas, havendo reducdes e
aumentos nas concentracdes em funcdo do valor de pH. Esse fato se repetiu em todos os ensaios, tanto em
baixas quanto em altas doses de cloro livre. A Figura 4 mostra as variagdes das contragdes de saxitoxinas para
as diferentes doses de cloro e para os trés valores de pH, apds o tempo de contato de 30 minutos.
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Dos resultados mostrados na Figura 4, é possivel observar que a neoSTX, presente em elevada quantidade,
ndo foi removida significativamente, mesmo com o uso de doses elevadas de cloro e presenca de residual
desse composto, permanecendo sempre acima de 50ug/L. De fato, no caso dos valores de pH de 5,5 e de 6,0,
ha uma tendéncia inicial a reducdo da concentragdo com o aumento da dosagem de cloro, porém, com uso de
doses mais elevadas, a concentracdo de neoSTX volta a crescer. O comportamento das demais variantes €
aleatorio, porém, com tendéncia ao aumento no valor de pH mais elevado (pH = 6).

Esse comportamento aleatério da dcSTX e da STX, frente as diferentes concentragdes de cloro, pode ser
devido as transformacfes que ocorrem entre as variantes das saxitoxinas, conforme relatado em diversos
trabalhos (Shimizu e Yoshika, 1991; Indrasena e Gill, 1999; Sako et al., 2000; Castro et al., 2004). Os autores
fazem referéncia a degradacdo e consequente transformagdo das saxitoxinas, por meio do aquecimento das
amostras e quando estas sdo analisadas em diferentes intervalos de tempo. Essa hip6tese deve ser investigada
cuidadosamente.
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de 30 min contato de 30 min

O neoSTX dcSTX O STX
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Concentracdo de saxitoxina (ug/L)

Dosagem de cloro (mg/L) em um tempo de contato de
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Figura 4 - Concentragdes de saxitoxinas para as diferentes dosagens de cloro livre e de pH em um tempo de
contato de 30 minutos

A influéncia da degradacdo natural das saxitoxinas durante os ensaios foi avaliada, tendo em vista que um
ensaio demorava em média 6 horas para ser concluido. Assim, uma aliquota de 10mL da &gua de estudo foi
retirada da amostra no inicio do ensaio (t = 0), sendo imediatamente congelada para preservacao até a analise
em CLAE. O restante da amostra foi mantida sob as mesmas condi¢des de anélise (tempo, temperatura, e grau
de agitacdo). Ap6s 3 horas de ensaio, coletou-se uma nova aliquota de 10mL da agua de estudo e congelou-se
para posterior analise. As aliquotas coletadas foram descongeladas ao mesmo tempo e analisadas em
sequéncia. A Figura 6 mostra os cromatogramas referentes ao tempo zero (t = 0) e ao final de 3 horas dos
ensaios (t = 3 horas).
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A Figura 5 revela que ndo houve alteracdo do comportamento das amostras coletadas em intervalos de tempo
diferentes, apesar desse intervalo ter sido igual a 3 horas, sendo descartada a possibilidade de degradacéo
natural das saxitoxinas durante o tempo dos ensaios. Esse resultado é analogo ao encontrado por Freitas
(2007), que avaliou a degradacdo de saxitoxinas durante o intervalo de 30 minutos.

Além do fendmeno das transformacgdes das saxitoxinas, sabe-se que durante a lise das cianobactérias, um
grande numero de compostos organicos sdo liberados para a agua. Wetzel (2001) explica que esses compostos
sollveis podem incluir acido glicélico, carboidratos, polissacarideos, aminoacidos, peptideos, fosfatos
organicos, substancias volateis, enzimas, substancias hormonais, inibidores e toxinas. Diante dessa variedade
de substancias, parte da dosagem de cloro livre aplicada atua sobre elas, influenciando a oxidacdo das
saxitoxinas. Como parte significativa do cloro residual se apresenta (ver Figura 3) sob a forma de cloro
combinado e é sabido que esse composto ndo é um oxidante tdo forte como o cloro livre, as toxinas tendem a
permanecer estaveis na solucdo. Para verificar a eficiéncia do cloro combinado na oxidagao dessas toxinas um
maior tempo de contato seria necessario. Essa hipotese, também merece verificacéo.

2000
17505 AE t=0hora

15005 _ AEt=3horas
1250%
1000%
750%

500

Intensidade de fluorescéncia

250

0-ze
0.0

Tempo de retengdo (min)

Figura 5 — Comportamento do cromatograma no tempo zero (t = 0) e ao final de 3 horas (t= 3 horas) no ensaio
com saxitoxinas sem adicdo de oxidante

Shimizu (1988, citado por Indrasena e Gill, 1999) indica que a STX é muito estavel em solugdes acidas,
enquanto que a neoSTX nao é, tendendo a decompor-se por segmentacdo redutiva do grupo N-hidroxila (N-
OH) para originar STX. Um processo redutivo cria um anion doador que transfere o excesso de carga para o
poluente, no caso, a toxina, e posteriormente, 0 processo pode ser degradado por oxidagéo.

As toxinas transformam-se em consequéncia de conversdes quimicas, freqlientemente de formas menos
toxicas para formas mais tdxicas, tal como acontece com os analogos das saxitoxinas. A STX e a dcSTX sdo
0s produtos finais detectaveis das varias C-toxinas e goniautoxinas (GTXs), que sofrem acdo quimica,
segmentacdo redutiva (dessulfatacéo e deshidroxilagéo) e hidrélise (decarbamoilacéo e dessulfatacdo) (Garate-
Lizérraga et. al., 2004).

Strichartz (1984), estudando a estrutura quimica da molécula de STX e a influéncia do pH, ressalta que essa
variante e todos o0s seus derivados, exceto a neoSTX, possuem estruturas toxicas e cargas elétricas
essencialmente constantes abaixo de pH 6,5. Para esse autor, a carga nos dois grupos “guanidinium” pode ser
a chave para se determinar a constancia em termos de toxicidade da STX em valores de pH éacidos. Essa carga
é devido a protonacdo desses grupos basicos e pode ser removida pelo aumento do pH.

Além de contribuir para 0 aumento de dcSTX, as toxinas do grupo N-sulfocarbamoil também podem
favorecer o surgimento de neoSTX e de STX (Fast et al., 2006; Jaime et al., 2006; Vale, 2006; Tao e Tian-Jiu,
2008). Porém, essa hipdtese ndo pode ser verificada, tendo em vista a ndo disponibilidade de padrdes para a
variante C-toxinas. O fato é que a demanda de cloro exercida, a presenca de cloro combinado e a influéncia do
pH podem explicar a baixa efetividade do cloro em oxidar as variantes de saxitoxinas estudadas, conforme as
consideracdes levantadas pelos diversos autores citados neste trabalho.
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CONCLUSOES

Com base nos dados apresentados no presente trabalho e considerando as condi¢fes experimentais adotadas,
concluiu-se que:

o As saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) parecem apresentar mecanismos de oxidacdo por hipoclorito de
sddio mais complexos que as microcistinas, uma vez que nos valores de pH indicados como mais efetivos para
oxidacgdo com cloro livre (valores de pH mais acidos) e adocéo de doses tdo elevadas como 32,2mg/L, nao foi
possivel promover redugdo apreciavel nas concentragdes dessas neurotoxinas.

« Por influéncia da dose e espécies de cloro presentes, além do valor do pH da solucéo, pode ter ocorrido o
fendmeno da interconversdo entre as variantes das saxitoxinas estudadas, situacdo ja verificada em outros
grupos de saxitoxinas.

« Os resultados indicam que o processo de oxidagdo de saxitoxinas com o uso do cloro é complexo e é um
aspecto critico no tratamento de 4gua com elevada concentragdo dessas toxinas, necessitando, portanto, que
estudos adicionais sejam realizados para validar as hipdteses levantadas, numa tentativa de se conhecer a
influéncia dos parametros intervenientes no processo de oxidacdo de modo a para garantir a seguranca da agua
de consumo humano com relagdo a essas toxinas.
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