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RESUMO

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias possibilita a producdo de toxinas (cianotoxinas) que podem
comprometer negativamente a qualidade das 4guas dos mananciais destinados ao abastecimento publico. Sabe-
se que as cianobactérias possuem a capacidade de produzir cianotoxinas, liberadas para 0s mananciais como
metabdlitos secundarios. Para as saxitoxinas, as propriedades quimicas desses metabdlitos permitem algumas
reacOes de transformacGes, podendo resultar em compostos com maior grau de toxicidade. Assim, o objetivo
deste trabalho foi pesquisar, de forma preliminar, as variaveis que podem influenciar a reacdo de transformacéo
das saxitoxinas e a ordem em que essas reacdes podem ocorrer, sendo utilizado o mecanismo de cinética de
oxidacdo com o cloro e focalizando trés variantes de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX), cujas concentracdes
variaram de 16,3 pg/L a 68,3 pg/L. As doses de cloro aplicadas variaram de 3,5 a 15 mg/L, em amostras sob a
condicdo de valores de pH de 5a 9.

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento de dgua, Remocao de saxitoxinas, Oxidag¢do com cloro, Cinética.

INTRODUCAO

As cianobactérias podem representar um perigo para a qualidade das guas destinadas ao abastecimento publico
no que tange ao seu potencial de produzir e liberar toxinas (cianotoxinas) para o0 meio natural.

Existem numerosos casos de intoxicacdo letal de animais por consumir 4gua com a presenca de floracdo de
cianobactérias toxicas. Quanto aos efeitos causados em seres humanos, as informagdes oficiais tém se limitado
a pacientes submetidos a tratamento de hemodialise; entretanto, ha relatos de danos a sa(ide a partir de
numerosos casos esporadicos de irritacGes de pele e/ou das membranas mucosas, e também a partir de casos
documentados de enfermidades ap6s a ingestdo de &gua, assim como a ingestdo acidental ou aspiracdo de
espuma contendo cianobactérias.

Pesquisas sobre relatos de florages de cianobactérias tém demonstrado que cerca de 50% a 70% s&o toxicas e
nao existe um método simples que distinga o grau de toxicidade desses seres (Chen et al., 2005). Diante disso,
um grande desafio para as companhias de saneamento € o tratamento de aguas com a presenca de
cianobactérias.

As cianotoxinas podem ser classificadas em dois grupos: os peptideos ciclicos hepatotoxicos e os alcaldides
neurotoxicos. O presente trabalho foi direcionado para o estudo das neurotoxinas, particularmente as
saxitoxinas, produzidas pela cepa T3 de Cylindrospermopsis raciborskii.

De acordo com Lagos et al. (1999), Molica et al. (2004) e Pomati et al. (2004), a cepa T3 é capaz de produzir
STX, neoSTX, dcSTX, dcneoSTX, C1, C2, GTX-2, GTX-3 e GTX-6. Neste trabalho foram estudadas as trés
primeiras variantes caracterizadas por esses autores, pelo fato de apresentarem maior grau de toxicidade, sendo
que a neoSTX foi produzida em maior quantidade pela cepa T3.
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Os trabalhos que relatam estudos sobre a oxidagdo com o cloro de algumas variantes de saxitoxinas,
demonstraram que a oxidacdo foi possivel sob diferentes condicbes operacionais (pH e residual de cloro).
Entretanto, esses estudos ndo se aprofundaram na avaliacdo da influéncia da dose de cloro e do valor do pH

sobre a cinética do processo. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a cinética da oxidagdo de algumas
saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com cloro em amostras com diferentes valores de pH.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um trabalho experimental que consistiu na oxidagdo de trés variantes de saxitoxinas, neoSTX
(68,3 ug/L), deSTX (16,3 pg/L) e STX (33,3 pg/L), com o cloro (doses variando de 3,5 a 15 mg/L), gerado a
partir do hipoclorito de sédio, sob a condicdo de valores de pH de 5a 9.

As saxitoxinas utilizadas foram obtidas a partir da lise da cepa T3 de Cylindrospermopsis raciborskii, por meio
do processo de gelo/degelo por trés vezes consecutivas, conforme recomendado por Azevedo e Magalhdes
(2006). O processo de gelo/degelo promove o rompimento da membrana celular e, consequentemente, a
liberacdo de toxina e de outros compostos intracelulares para o meio liquido Em seguida, o material obtido era
submetido ao processo de semipurificacdo, seguindo a metodologia descrita por Rositano et al. (1998) que,
além de permitir a minimizacdo das impurezas oriundas do processo de lise celular, gerava um extrato com
elevada concentragdo de saxitoxinas. A Figura 1 mostra, de forma geral, os procedimentos realizados para a
obtencdo da dgua de estudo.

Semipurificacdo do

Cultivo da Gelo/degelo merﬁé‘:;ﬁgi%ggum, > extrato pela sequéncia Agua de
cepa T3 (lise) . 1pm e 0,45um metodoldgica de > estudo

Rositano et al. (1998)

Figura 1 — Procedimento para a obtengdo da agua de estudo (AE)

Os experimentos de oxidacdo foram feitos utilizando-se os dispositivos de agitacdo de um equipamento para
teste de jarros e recipientes de vidros (béqueres de 500 mL). Esse equipamento possui agitadores de aco
inoxidavel, do tipo paleta de eixo vertical, que medem 25 x 75 mm e fornece velocidade de agitacdo maxima de
2000 rpm.

O tempo de contato total para reacdo com cada dose de oxidante com as saxitoxinas foi de 90 minutos, sendo
que a cada 15 minutos duas aliquotas de amostras eram retiradas: uma para analise dos residuais de cloro e a
outra para deteccdo da presenca de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX). Nas aliquotas destinadas as
saxitoxinas, foi adicionado o tiossulfato de sodio apds cada tempo de reacdo e, em seguida, elas foram
identificadas e armazenadas em congelador até o momento de andlise em Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia com derivatizacdo pds-coluna e deteccdo de fluorescéncia (CLAE-DFL). Na Tabela 1 sdo
apresentadas as condi¢des em que foram realizadas as analises de saxitoxinas.

Tabela 1 — Condic¢des que foram adotadas para a anélise de saxitoxinas

Parémetro Condicédo ou descricao
Coluna Coluna de fase reversa C-18
Fase movel
Vazio 0,8 mL/min
Composicéao Heptanosulfonato de sddio (2 mM) em 30 mM de fosfato de aménia, pH 7,1 e

3% de acetonitrila.

Reagente oxidante

Vazéo 0,4 mL/min

Composigao 7 mM de &cido periédico (HIO,) em 10 mM de tampao fosfato de potassio, pH
11,0

Reacédo Tubo de Teflon (10 m, 0,5 mm d.i) aquecido a 85°C

Acidificante

Vazéo 0,4 mL/min

Composicdo Acido Acético

Deteccéo

Excitagéo 330 nm

Emissdo 390 nm
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No método apresentado na Tabela 1, foi utilizada a coluna C-18 no lugar da coluna C-8, conforme proposto
por Oshima (1995). Isso aconteceu pelo fato da coluna C-18 ter demonstrado uma maior capacidade de
separacdo das fracdes cromatograficas.

As aliquotas retiradas a cada 15 minutos para as analises dos residuais de cloro e de saxitoxinas correspondiam
aos volumes de amostra de 20 mL e de 10 mL, respectivamente, totalizando, ao final dos 90 minutos, um
volume retirado de amostras de 180 mL, de um total 300 mL. Em cada dose de cloro avaliada, o ensaio era
realizado em duplicata, além disso, era realizado o acompanhamento de uma possivel degradacdo das
saxitoxinas por meio de dois recipientes de controle (branco) com a AE sem aplicacdo de cloro. A
concentragdo inicial de saxitoxinas (somatorio de STX, neoSTX e dcSTX) era cerca de 117,9 mg/L. A Figura 2
ilustra o procedimento que foi adotado nesta fase da pesquisa.

Amostra com adi¢éo de cloro Amostra sem adi¢do de cloro

Aliquota t = 15 min

Aliquota t = 30 min

Aliguota t = 15 min

Aliquota t = 45 min

Aliquota t = 30 min

Aliquota t = 60 min

Aliguota t = 45 min

Aliquota t = 75 min

Aliguota t = 60 min

Aliquota t = 90min

Aliguota t = 75 min

Aliquota t = 90 min

Figura 2 — Configuragdo dos ensaios realizados com agua de estudo contendo saxitoxinas (neoSTX, dcSTC e
STX)

De modo a estudar a cinética de oxidacdo das saxitoxinas com cloro, foram testados os ajustes dos dados
experimentais com a utilizacdo da equacdo de ordem “n”. O objetivo desse estudo foi verificar a cinética na
qual as reagdes ocorreram, a influéncia do valor do pH e da dose de cloro aplicada.

Para a determinagdo da cinética de ordem “n”, foi utilizada a metodologia descrita por Levenspiel (1926), que
usa 0 método do tempo de vida fracionaria (F = 80%), cuja formulagéo é mostrada pela Equagdo 1.

1-n
.= MC;" Equacéo 1
k(n-1)
onde t- é o tempo de vida fracionaria, Cy é a concentracdo inicial do composto em estudo, k é a constante de
cinética de n é a ordem da reacéo.

E importante ressaltar que durante os ensaios de oxidag&o, tendo como objetivo os estudos de cinética, buscou-
se 0 controle da temperatura, que ficou em 25 + 1°C para a temperatura ambiente e 25 + 2°C para a
temperatura da amostra, sendo medidas por meio de termdmetro digital. O controle da temperatura foi
importante para minimizar o efeito desse parametro nas reagdes de oxidacao.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Apesar da complexidade do processo de oxidagdo das saxitoxinas, que parece envolver reacdes paralelas de
oxidacdo e transformacdo, buscou-se verificar se esse processo se desenvolve numa cinética especifica em cada
valor de pH. A Tabela 2 mostra os valores das constantes de velocidade (k), a ordem de reacdo (n) e o
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coeficiente de ajuste (R?) para diferentes valores de pH e doses de cloro aplicadas ao longo do tempo de
contato de 90 minutos.

Tabela 2 — Constante de velocidade (k) e coeficiente de ajuste linear (R?) das reagdes de ordem “n” para as
variantes de saxitoxinas e doses de cloro variando de 3,5 a 15 mg/L

Saxitoxinas Doses de Cons_tante de Ordem de Coeficiente de
(mg/L) Valores de pH Cloro (mg/L) veIomdadg (k) reacdo (n) ajuste (R?)
Hd g (Hg/L.min) ¢ J
6 0,002 1,6 0,770
neoSTX 7 0,013 13 0,630
dcSTX 9 - 0,002 2.6 0,780
6 ' 0,006 1,3 0,770
STX 7 0,003 1,8 0,650
9 0,040 1,1 0,650
5 0,011 1,2 0,980
neoSTX 6 0,021 1,1 0,980
7 0,029 1,4 0,850
6 0,057 1,1 0,880
dcSTX 8 5 0,017 1,3 0,930
9 0,002 25 0,650
5 0,001 2.4 0,600
STX 6 0,057 1,2 0,640
8 0,006 1,9 0,780
5 0,016 1,3 0,950
neoSTX 6 0,031 1,4 0,850
7 5 0,033 1,3 0,650
6 0,017 1,7 0,770
deSTX 8 0,038 1,4 0,630
STX 8 0,0104 1,7 0,760
5 0,020 1,2 0,750
neoSTX 6 0,007 15 0,650
7 , 0,007 1,3 0,640
6 0,005 1,9 0,660
deSTX 8 0,020 15 0,610
STX 8 0,040 15 0,680
5 0,004 1,2 0,640
neoSTX 6 0,004 1,7 0,710
7 8 0,009 1,6 0,700
dcSTX 6 0,022 1,6 0,920
STX 5 0,001 2.7 0,660
5 0,066 1,3 0,620
neoSTX 7 " 0,019 1,6 0,650
dcSTX 7 0,020 1,3 0,760
STX 6 0,007 1,8 0,920
5 0,043 1,4 0,620
neoSTX 7 14 0,002 2.2 0,630
dcSTX 7 0,019 1,4 0,820
5 0,029 15 0,600
neoSTX 7 5 0,006 1.9 0,600
dcSTX 6 0,001 2.8 0,690
STX 6 0,001 25 0,660

Os resultados da Tabela 2 indicam que, para cada valor de pH e doses de cloro aplicadas, ha uma ordem de
reacdo diferente, evidenciado pelos valores de “n”. Esse fato reforca a hipotese de que as saxitoxinas (neoSTX,
dcSTX e STX) tém comportamento diferenciado para cada valor de pH. O coeficiente de ajuste linear (R?)
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ficou acima de 0,600, que , segundo Tobias (2010), para os valores de R? iguais ou superiores a 0,600, diz-se
que o ajuste linear apresenta boa qualidade.

Interessante destacar que, das 43 condigdes experimentais em que foi avaliada a cinética, a maioria apresentou
ordem de reacdo acima de 1 e menor do que 2, portanto, entre a primeira e a segunda ordem. De certa forma,
esse acontecimento é semelhante aos resultados relatados para a cinética das microscitinas (toxinas mais
estudada), quando diferentes trabalhos indicam alternancia entre a primeira e a segunda ordem de reagdo
(Acero et al., 2005; Momani, 2007; Ying et al., 2008; Zhong et al., 2009), dependendo, entretanto, dos valores
de pH e das doses de oxidantes aplicadas.

Diante disso, fica clara a necessidade de estudos adicionais sobre a cinética de oxidacéo das cianotoxinas com o
objetivo de se desenvolver modelos matematicos que possibilitem estimar, com grau de significancia
satisfatdrio, a concentracdo final de cianotoxinas em qualquer tempo de contato, para um determinado valor de
pH e dose de cloro. Além disso, os resultados obtidos neste trabalho apontam para a necessidade para o estudo
individualizado de cada variante em intervalos de tempo menores e modelos de cinética mais representativos.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

A cinética de oxidagdo das saxitoxinas indicou ser dependente da variante (neoSTX, dcSTX e STX) e
condicionada pelo valor do pH e pela dose de cloro aplicada. Neste trabalho, 86% das ordens de reagdo
calculadas foram maiores do que 1 e menores do que 2, o percentual restante ficou acima de 2. Esse resultado é
semelhante aos obtidos para as microcistinas que, segundo a literatura especializada, apresentam cinética de
oxidagdo com cloro que oscilam entre 12 e 22 ordem de reacéo.

No caso das saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX), os resultados obtidos indicam que a adoc¢do de medidas em
intervalos de tempo inferior a 15 minutos é o ponto de partida para a realizacdo de novos estudos cinéticos,
pois, 0s primeiros 15 minutos de tempo de contato foram quando a oxidacdo das saxitoxinas ocorreram com
mais intensidade. Outro aspecto importante é avaliar a utilizagdo de modelos de taxa de oxidacdo que considere
a constante de reacdo, para um determinado valor de pH, dependente da dose do oxidante, a exemplo da lei de
Chick-Watson para inativagdo de microrganismos.

Considerando os conhecimentos sobre as interconversoes entre variantes, € necessario realizar estudos cinéticos
detalhados sobre oxidacéo das saxitoxinas, usando modelos de cinética mais representativos;
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