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RESUMO
REMOCAO DE SAXITOXINAS POR MEIO DE OXIDACAO COM CLORO

Autor: Rogério Pinheiro Magalhdes Carvalho

Orientadora: Cristina Celia Silveira Brandao

Programa de P6s-Graduacdo em Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos
Brasilia, julho de 2010.

A eutrofizacdo artificial de reservatorios pode ter como consequéncia a ocorréncia de
floracbes de cianobactérias toxicas e, no Brasil, é crescente o nimero de relatos de floraces
da espécie Cylindrospermopsis raciborskii produtora de saxitoxinas. O tratamento
constituido por coagulacéo, floculagdo, sedimentagdo e filtracdo ndo remove eficientemente
as saxitoxinas e outras cianotoxinas dissolvidas, e uma das alternativas que se apresenta é a
oxidag&o com cloro. A oxidagdo com cloro mostrou-se efetiva na remogéo de microcistinas;
porém, sdo escassos 0s estudos relativos a sua aplicagdo na remocdo de analogos de
saxitoxinas. Assim, este trabalho foi conduzido para determinar a efetividade do cloro na
oxidacdo de saxitoxinas, focalizando trés variantes desse grupo, a neoSTX, a dcSTX e a
STX. Adicionalmente, foi avaliada a influéncia do pH na cinética de oxidagao e a formagao
de subprodutos, além da realizagdo de ensaios de toxicidade utilizando D. similis e C.
silvestrii. Os ensaios foram desenvolvidos em escala de bancada, sendo utilizada agua de
estudo produzida a partir de compostos oriundos da lise de células de C. raciborskii,
submetidos ou ndo a processo de semipurificagdo. As doses de cloro aplicadas variaram de
0,8 a 79 mg/L, os valores de pH variaram de 4 a 11 e o tempo de contato chegou a 90
minutos. A demanda de cloro foi elevada nas condi¢bes de pH acidos, sendo maior na gua
de estudo que continha, além das saxitoxinas, outros produtos extracelulares. Na &gua de
estudo contendo predominantemente saxitoxinas, ocorreram remocdes significativas nas
condi¢bes de pH baésico (pH > 8). Nessa condigdo, com dose de 8 mg/L, e concentracdo
inicial de 68,3 pg/L de neoSTX, 33,3 pg/L de STX e de 16,3 pg/L de dcSTX, apds 15
minutos de tempo de contato, ndo foi mais detectada a presenca das variantes neoSTX e
STX; entretanto, a variante dcSTX se mostrou mais resistente a oxidacdo, ndao sendo
detectada somente apds o tempo de contato entre 60 e 90 minutos. A cinética da reagéo foi,
portanto, influenciada pela variante de saxitoxina, pelo valor do pH e pela dose de cloro, ndo
tendo sido possivel estabelecer a ordem das reacdes. Para dose de cloro mais elevada (13
mg/L), foi verificada a formagdo de subprodutos (trialometanos, cloro hidrato, &cidos
haloacéticos e haloacetonitrilas), com maior concentragéo para os trialometanos em valor de
pH basico (138,6 pg/L).

Palavras chave: tratamento de &gua, remocdo de saxitoxinas, oxidagcdo com cloro,
subprodutos da cloracéo.
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ABSTRACT

The eutrophication of reservoirs may result in toxic cyanobacteria blooms. In Brazil, reports
about Cylindrospermopsis raciborskii bloom with saxitoxins production is increasing. The
water treatment consisting of coagulation, flocculation, sedimentation and filtration does not
remove efficiently saxitoxins or other cyanotoxins, and one of the alternatives to cope with
removal of saxitoxins is the oxidation with chlorine. Chlorine is largely used in the
disinfection of drinking water and is effective in removing microcystins, however there are
few studies reporting the use of chlorine for oxidation of the various analogs of saxitoxins.
Thus, this work was conducted in order to evaluate the effectiveness of chlorine in the
oxidation of saxitoxins, focusing on three variants (neoSTX, dcSTX and STX). Additionally,
it was analysed the formation of oxidation byproducts and the effluent toxicity, both tested by
bioassay methods with invertebrates (D. similis and C. silvestrii). The tests were conducted in
bench scale, using water study produced from compounds derived from the lysis of C.
raciborskii cells, submitted or not to semipurified process. The applied dosages of chlorine
varied from 0.8 mg/L to 79 mg/L, pH values were between 4 and 11 and the contact time
reached 90 minutes. Chlorine demand was higher in conditions of acid pH, being higher in
the water study that contained, in addition to saxitoxins, other extracellular products. In the
semipurified samples, there were significant removals under conditions of basic pH (pH > 8).
In this condition, with 8 mg/L, and initial concentration of 68.3 ug/L of neoSTX, 33.3 pg/L
of STX and 16.3 pg/L of dcSTX, after 15 minutes of contact time, it was no longer detected
the presence of neoSTX and STX variants, however, the dcSTX variant was more resistant to
oxidize. This toxin was not detected only after the contact time between 60 and 90 minutes.
The kinetics of the reaction was, therefore, influenced by variation of saxitoxin, the value of
pH and chlorine dose, and it was not possible to establish the order of reactions. For higher
dose of chlorine (13 mg/L), there was the formation of byproducts (trihalomethanes, chlorine
hydrate, haloacetic acids and haloacetonitriles) with a higher concentration for

trihalomethanes in basic value pH (138.6 pg/L).

Keywords: water treament, saxitoxins removal, chlorine oxidation, chlorination byproducts.
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Tabela 5.7 — Porcentagem de imobilidade da C. silvestrii expostos a subprodutos da
oxidag&o de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com cloro durante o

teste de toxicidade aguda. --------=-=-=-=-==---mnmmmeem-
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1 - INTRODUCAO

O crescimento populacional e a intensa producdo agricola e industrial sdo fatores que
favorecem o aporte de nutrientes aos corpos hidricos. Como consequéncia, as 4guas se tornam

propicias a proliferacdo de algas e de cianobactérias.

Embora o enriquecimento de corpos de 4gua com nutrientes tenha sido reconhecido como um
fator preponderante para o crescimento de algas e de cianobactérias desde os anos de 1950,
somente hd pouco tempo as toxinas de cianobactérias (cianotoxinas) foram consideradas

como um problema para a saude humana.

A presenca de cianotoxinas em aguas para abastecimento humano ja causou mortes no Brasil.
O incidente mais divulgado e cientificamente comprovado aconteceu em Caruaru, Estado de
Pernambuco, quando morreram aproximadamente 70 pacientes renais crénicos em uma
clinica de hemodidlise. Entretanto, em 1993, evidéncias epidemioldgicas apontaram a relacéo
entre a morte de 88 pessoas, entre 2000 intoxicadas, em margo e abril de 1988, e 0o consumo

de agua do reservatorio de Itaparica, Estado da Bahia.

Estudos indicam que o tratamento convencional de &gua, constituido por coagulagdo,
floculacéo, sedimentacdo e filtracdo rapida, ndo remove eficientemente as cianotoxinas. Dessa
forma, os processos convencionais de tratamento de &gua sdo utilizados com a intencdo de
remover as células de cianobactérias antes que ocorra a lise celular e a liberagcdo das
cianotoxinas. Essa condi¢do, porém, ndo elimina totalmente o problema, ja que o0s
procedimentos operacionais nas ETAS ou nos mananciais podem promover a liberagéo de
toxinas, reforcando a necessidade de tratamentos alternativos ou complementares aos ja

existentes, para garantir a eficiente remog&o das cianotoxinas.

Uma alternativa que se apresenta é a oxidacéo, utilizando-se, para isso, métodos quimicos e
fisicos. Dentre os oxidantes quimicos tém-se o cloro, o diéxido de cloro, as cloraminas, o
permanganato de potassio, 0 0zOnio e 0s processos oxidativos avancados (POAs). Quanto aos
métodos fisicos, pode-se citar a radiagdo ultravioleta e processos combinados (fisico e

quimico). Contudo, mesmo diante de uma variedade de produtos que podem promover a



oxidacdo, h poucos estudos aprofundados sobre o efeito dos agentes oxidantes sobre as

diferentes cianotoxinas, particularmente sobre as saxitoxinas.

Trabalhos envolvendo a utilizagdo do cloro para a oxidagdo de saxitoxinas ainda séo pouco
relatados pela literatura especializada. Grande parte dos trabalhos ainda estdo voltados para o
estudo das microcistinas, toxina mais comumente encontrada nos mananciais em diferentes
partes do mundo. Entretanto, os resultados obtidos com as microcistinas ndo podem ser
estendidos para as demais cianotoxinas, particularmente para as saxitoxinas, pois se tratam de

substancias com estruturas quimicas diferentes.

Ha mais de 20 anélogos de saxitoxinas identificadas, que diferem entre si tanto em termos de
estrutura quimica como em termos de toxicidade. Esses anédlogos podem sofrer
transformacdes devido a fatos diferentes, resultando em substancias de menor ou maior

toxicidade.

Os trabalhos que estudaram a oxidagdo de algumas variantes de saxitoxinas, com o cloro,
demonstraram que a oxidacdo foi possivel sob diferentes condi¢bes operacionais (pH e
residual de cloro). Entretanto, esses estudos ndo se aprofundaram na avaliagcdo da influéncia
da dose de cloro e do valor do pH sobre a cinética do processo, além de ndo avaliarem a

formacéo de subprodutos da oxidag&o com o cloro.

Este trabalho foi, portanto, conduzido com o objetivo de melhor entender o processo de
oxidacgdo das saxitoxinas, focando as variantes neoSTX, dcSTX e STX, e avaliar a formacao
de subprodutos da oxidacdo. A hipdtese que balizou esse trabalho foi que a oxidacdo das
saxitoxinas pode ocorrer no tanque de contato da estacdo de tratamento de agua de forma
concomitante com a pds-desinfeccdo com o cloro, porém com o risco de formacdo de

subprodutos.



2-0OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a remocéo de saxitoxinas dissolvidas, neoSTX, dcSTX e STX, por meio da oxidagédo

com cloro e a formagéo de subprodutos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Estudar a influéncia da adogéo de diferentes valores de pH na remogdo de saxitoxinas
(neoSTX, dcSTX e STX) por meio de oxidagdo com cloro.

b) Avaliar a influéncia de produtos da lise celular na oxidagdo de saxitoxinas.

c) Avaliar a cinética da oxidagao de algumas saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com cloro
em amostras com diferentes valores de pH.

d) Avaliar a formagcdo de trialometanos, &cidos haloacéticos e outros subprodutos no processo
de oxidacéo de saxitoxinas e, de forma preliminar, a toxicidade desses subprodutos por meio

de bioensaio com Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS

3.1.1 — Aspectos Gerais

As cianobactérias sdo microrganismos que relinem caracteristicas comuns de bactérias e
algas, pois apresentam células procariontes (bactérias sem membrana nuclear) e um sistema

fotossintetizante (vegetais eucariontes).

A maioria das cianobactérias sdo aerobias fotoautotréficas. A fotossintese € o modo principal
de energia para 0 metabolismo desses seres, contudo, no meio ambiente natural, é sabido que
algumas espécies sdo capazes de sobreviver longos periodos em completa escuriddo. Além do
mais, certas cianobactérias mostram uma capacidade distinta para nutricdo heterotrofica
(Bartram et al., 1999).

As cianobactérias possuem a capacidade de produzir toxinas (cianotoxinas) em larga escala,
liberadas como metabdlidos secundarios. Duy et al. (2000) informam que em estudos
sistematicos, cerca de 25% a 70% das floragbes de cianobactérias mostraram ser
potencialmente toxicas, entretanto, ndo existe um método simples que distinga o grau de
toxicidade desses seres, por isso, é preferivel a prevencdo de qualquer floracdo de

cianobactérias para o controle da produgdo de cianotoxinas nas aguas de abastecimento.

O principal mecanismo de proliferacdo de cianobactérias nos reservatorios de agua é a
eutrofizacdo artificial, que promove mudangas na qualidade do curso da &gua, tais como:
reducdo de oxigénio dissolvido, perda da harmonia paisagistica, aumento do custo de

tratamento e morte extensiva de peixes.

Azevedo (1998) relata que as floragdes de algas caracterizam-se pela intensa multiplicagdo e
acumulacdo desses microrganismos na superficie da agua, formando uma densa camada de

células com vérios centimetros de profundidade, com consequéncias relacionadas com a



salide publica. Na Figura 3.1 é apresentado um curso hidrico com ocorréncia de floracéo de

cianobactérias.

Figura 3.1 — Vista panoramica de uma lagoa com floracéo de cianobactérias (Azevedo, 1998)

Para Bartram et al. (1999), o fosforo é geralmente o fator limitante das ocorréncias de
floracBes de cianobactérias nas dguas em muitas regides do mundo, embora 0s compostos de
nitrogénio sejam muitas vezes relevantes na determinagdo da quantidade de cianobactérias
presentes. Contudo, ao contrario das algas plancténicas, algumas cianobactérias sdo capazes
de fixar o nitrogénio atmosféerico. A falta de nitrato ou aménia, portanto, favorece o dominio
dessas espécies. Assim, a disponibilidade de nitrato ou aménia é um fator importante no

momento de determinar que espécie de cianobactéria torna-se dominante.

Sivonen e Jones (1999) ja relatavam que ao menos 46 espécies de cianobactérias
demonstraram efeitos toxicos. A Tabela 3.1 menciona 0s géneros de cianobactérias de aguas
continentais (doces e salobras) catalogadas em floragfes tdxicas com maior frequéncia em
nivel mundial. Destacam-se 0s géneros Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon,
Planktothrix, Cylindrospermopsis e Nodularia, por sua ampla distribuicdo e pelos efeitos

sobre outros organismos, devido a presenca de toxinas.



Tabela 3.1 — Géneros de cianobactérias que desenvolvem floracBes toxicas (Sivonen e
Jones,1999)

Géneros de cianobactérias potencialmente toxicas
Anabaena Microcystis
Anabaenopsis Nodularia
Aphanizomenon Nostoc
Aphanocapsa Phormidium
Coelosphaerium Planktothrix
Cylindrospermopsis Pseudanabaena
Gloeotrichia Synechocystis
Gomphosphaeria Synechococcus

As cianobactérias podem apresentar forma unicelular, como nos géneros Synechococcus e
Aphanothece, unicelulares coloniais, como Microcystis, Gomphospheria, Merispmopedium ou
apresentarem as células organizadas em uma unidade em série, os filamentos, como

Oscillatoria, Planktothrix, Anabaena, Cylindrospermopsis, Nostoc (Sivonen e Jones,1999).

Analogamente, as populagdes de cianobactérias podem ser dominadas por uma Unica espécie
ou ser composta por uma variedade de espécies, algumas das quais podem ndo ser toxicas,
conforme ja destacado. Mesmo dentro de uma floragcdo de uma Unica espécie é possivel que

ocorra a geragdo de substancias com tendéncias toxicas e ndo toxicas (Sivonen e Jones,1999).

Algumas variedades sdo muito mais toxicas do que outras, as vezes por mais de trés ordens de
magnitude. Isso pode significar que uma variedade altamente tdxica, mesmo quando ocorrer
em quantidade menor do que as variedades ndo toxicas, pode resultar em um efluente toxico
(Bartram et al., 1999). A Figura 3.2 mostra algumas representacdes das principais espécies

nocivas de cianobactérias que podem estar em reservatorios proximos aos centros urbanos.
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Figura 3.2 — Géneros de cianobactérias potencialmente nocivas (Figura retirada de
www.cyanobacteria-platform.com/cyanobacteria.html)

Diversas fontes de informacédo relatam os danos causados a saude associados a presenca de
cianobactérias toxicas em cursos de agua (lagos e rios). Existem numerosos casos de
intoxicacdo letal de animais por consumir dgua com a presenca macica de cianobactérias
téxicas. Codd et al. (1989) relatam que o primeiro caso documentado de uma intoxicacéo letal
em bovinos, por consumir agua de um lago altamente infestado com cianobactérias, foi
publicado no século XIX, e desde entdo sdo reportados casos de contaminacdo de animais,
incluindo ovelhas, cavalos, porcos, cdes, peixes, roedores, anfibios, aves aquaticas, morcegos,

zebras e até rinocerontes.

Quanto aos efeitos causados em seres humanos, as informacdes oficiais tém se limitado a
pacientes submetidos a tratamento de hemodidlise; entretanto, ha relatos de danos a salde a

7




partir de numerosos casos esporadicos de irritagces de pele e/ou das membranas mucosas, e

também a partir de casos documentados de enfermidades apds a ingestdo de &gua, assim como

a ingestdo acidental ou aspiracdo de espuma contendo cianobactérias (Carmichael, 1995). A

Tabela 3.2 mostra alguns casos documentados de intoxicagdes por cianobactérias ocorridos
desde a década de 1930 até a década de 1990.

Tabela 3.2 — Exemplos de intoxicagBes de seres humanos com toxinas de cianobactérias
(Carmichael, 1995)

Ano

Casos atribuidos a cianotoxinas em gua potével

1931

Um florescimento maci¢o de Microcystis nos rios Ohio e Potomac (ambos os rios
localizados nos Estados Unidos da América) afetou entre 5.000 e 8.000 pessoas. O
tratamento da agua potével mediante sedimentacdo, filtracdo e cloracdo ndo foi
suficiente para oxidar as toxinas.

1975

Em Washington DC, o florescimento de cianobactérias, em um reservatorio de agua
potével, produziu um ataque endotoxico em 23 pacientes de dialise.

1979

Australia: em Palm Island, o tratamento com sulfato de cobre em um reservatorio de
agua potavel, que apresentava um florescimento de Cylindrospermopsis raciborskii,
produziu a liberacdo de toxinas na &gua, como consequéncia, ocorreu a
hospitalizacdo de 141 pessoas que se abasteceram desse reservatorio.

1985

EEUU: Carmichael (1994) reuniu estudos de casos sobre: nauseas, vomitos, diarréia,
febre, infecgdes nos olhos, ouvidos e garganta depois da exposi¢do a presen¢a maciga
de cianobactérias.

1989

Inglaterra: dez, de vinte, soldados adoeceram depois de nadarem e praticarem
canoagem em &guas com florescimento de Microcystis spp.; os soldados enfermos
dosenvolveram uma pneumonia severa atribuida a inalagdo da cianotoxinas e tiveram
que ser hospitalizados, ingressando na unidade de cuidados intensivos.

1993

China: a incidéncia de cancer no figado foi relacionada com fontes de agua, sendo
consideravelmente maior em populagdes que usaram &guas superficiais infectadas
com ocorréncias de cianobactérias do que em aguas subterraneas.

1993

Itaparica — Brasil: evidéncias epidemioldgicas indicaram a relacéo entre a morte de
88 pessoas, entre 2000 intoxicadas, e 0 consumo de agua do reservatorio de ltaparica,
Estado da Bahia.

1996

Caruaru — Brasil: de um total de 130 pacientes expostos a microcistinas por meio da
agua usada em dialise, morreram aproximadamente 70 pessoas. Ao menos 44 destas
vitimas mostraram os tipicos sintomas relacionados com as microcistinas, atualmente
denominada “Sindrome de Caruaru”, e o contetdo de microcistinas no figado
correspondia a de animais de laboratorios que haviam recebido uma dose letal de
microcistina.




A partir dos casos relatados por Carmichael (1995) sobre intoxicagdes com cianotoxinas,
varios outros acontecimentos foram reportados. Atualmente, é cada vez mais freqiiente os
meios de comunicacdo noticiarem a interdicdo de determinado corpo d’agua devido a
presenca de grande quantidade de toxinas oriundas de cianobactérias. Os sintomas reportados
incluem dor abdominal, nduseas, vémitos, diarréia, dor de garganta, tosse seca, dor de cabeca,
bolhas na boca, pneumonia atipica e elevado nimero de enzimas hepaticas, febre, enjoos,
cansaco e irritagdes na pele e nos olhos. Esses sintomas podem ter diversas causas e incluir

varias classes de toxinas e géneros de cianobactérias.

Diante dos casos reportados, uma situagdo que pode colocar em risco a saude da populacéo é
0 abastecimento de &gua a partir de reservatorios com cianobactérias. Nesse caso, 0
tratamento convencional de 4gua pode apenas evitar que células de cianobactérias cheguem a
rede de abastecimento, ndo evitando a liberacdo das toxinas para a agua que ir4 ser
consumida. Assim, ainda que os peptideos toxicos (por exemplo, as microcistinas)
encontrem-se habitualmente no interior das celulas, podendo ser eliminadas, em grande parte,
por filtragdo, os alcaldides toxicos, como a cilindrospermopsina e as neurotoxinas, caso sejam

liberadas na 4gua, podem atravessar os sistemas de filtracéo.

3.1.2 — Toxinas Produzidas pelas Cianobactérias

Vérios géneros e espécies de cianobactérias que formam floragcbes produzem toxinas.
Evidéncias dos efeitos toxicos das cianobactérias em animais foram relatadas por Codd et al.
(1989), sendo que algumas dessas sdo caracterizadas por sua agdo rapida, causando a morte de
mamiferos por parada respiratoria ap6s poucos minutos de exposicdo. Essas toxinas sdo
identificadas como alcaldides ou organofosforados neurotdxicos. Outras atuam menos

rapidamente e sdo identificadas como peptideos ou alcaldides hepatotoxicos.

Segundo Carmichael (1994), as toxinas produzidas sdo divididas, basicamente, em dois

grupos: as citotoxinas e as biotoxinas.

As citotoxinas atuam sobre as células individuais e as biotoxinas atuam sobre organismos
multicelulares. Nesse ultimo grupo, podem ser encontradas as neurotoxinas, as hepatotoxinas
e as toxinas irritantes ao contato (dermatotoxinas), conforme o efeito que produzem nos

mamiferos. Esse grupo é, portanto, o de maior interesse sob o ponto de vista da satde publica.
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As hepatotoxinas atuam sobre o citoesqueleto, provocando a deformacdo dos hepatécitos e
consequentes hemorragias intra-hepaticas, o que leva a um substancial incremento no peso do
figado. Nesse grupo de toxinas podem ser encontradas as nodularinas, que podem ser
produzidas pelo género Nodularia, e as microcistinas, que podem ser produzidas pelos

géneros Microcystis, Anabaena e Nostoc (Sivonen et al., 1990).

Apesar das intoxicacbes mais freqlientes ocorrerem devido as hepatotoxinas, o objeto de
estudo deste trabalho sdo as neurotoxinas, particularmente as saxitoxinas, razdo pela qual

essas toxinas sdo apresentadas com mais detalhes.

As neurotoxinas atuam sobre o sistema nervoso central e tém efeito muito rdpido, entre alguns
minutos a poucas horas, provocando a morte de animais intoxicados por parada respiratdria.
Elas sdo produzidas por espécies e cepas incluidas nos seguintes géneros: Anabaena,
Aphanizomenom, Lyngbya, Oscillatoria e Cylindrospermopsis. Esses géneros de
cianobactérias podem produzir varios tipos de neurotoxinas, conhecidas como: anotoxina-a,

homoanatoxina-a, anotoxina-a(s), saxitoxinas e neosaxitoxinas (Carmichael e Fujiki, 1990).

A anatoxina-a simula o efeito da acetilcolina, em nivel das transmissfes nervosas, ligando-se
aos receptores neurotransmissores das células musculares. Como ndo é degradada pela
acetilcolinesterase, o0 estimulo mantém-se indefinidamente, provocando uma sobre-
estimulacdo, levando o musculo a uma situagdo de tétano, seguido de fadiga e paralisia.
Quando isso ocorre nos musculos respiratorios, acontece a morte por asfixia. Essa toxina foi a
primeira substancia de cianobactéria a ser quimicamente e funcionalmente definida. Ela ¢é
produzida por espécies e cepas dos seguintes géneros: Anabaena, Aphanizomenom e
Oscillatoria (Carmichael, 1994).

De acordo com Carmichael (1992) e Falconer (1996), a dose letal em 50% (DLso) por injegéo
intraperitonial (ip) em camundongos, para a anatoxina-a purificada, € de 200 pg/kg de peso

corpdreo, com um tempo de sobrevivéncia de 1 a 20 minutos.

A homoanatoxina-a foi isolada pela primeira vez de uma cultura de Planktothrix
(Oscillatoria); posteriormente, foi testada a atividade do extrato desta cepa na transmissao

neuromuscular, obtendo-se como resultado que esta cianotoxina tem como alvo a juncdo
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neuromuscular, agindo especificamente no receptor nicotinico pos-sindptico, diminuindo a
sensibilidade deste para a acetilcolina. Assim, 0 mecanismo de toxicidade da homoanatoxina-
a e semelhante ao da anatoxina-a, ou seja, age como um potente agente bloqueador

neuromuscular (Rodriguez et al., 2006).

A anotoxina-a(s) inibe a acetilcolinesterase, provocando um efeito semelhante & anatoxina-a e
atua de forma analoga aos organofosfatos artificiais (Carmichael, 1994). No sistema nervoso
central, a acetilcolinesterase dosempenha um papel na fungdo das jun¢bes neuromusculares
periféricas. A DL (ip) em camundongos é de 20 pg/kg de peso corpéreo, portanto, dez vezes
mais potente que a anatoxina-a, porém ndo ha registro de intoxica¢do humana por esta toxina.
Devido & pouca ocorréncia desse tipo de neurotoxina, ainda ndo foi estabelecido um limite
maximo aceitavel para consumo oral humano (Carmichael, 1994; Falconer, 1996). Entretanto,
no Brasil j& foi confirmada a inibicdo de acetilcolinesterase por floracbes de Anabaena

spiroides, no Rio Grande do Sul (Monserrat et al., 2001).

Rodriguez et al. (2006) lembram que o “s” do nome da anatoxina-a(s) deriva da excessiva
salivagdo viscosa observada em camundongos tratados com essa cianotoxina. Por essa razéo,
a letra “s” de salivagdo foi adicionada a0 nome do composto. Essa toxina é produzida por

algumas cepas de Anabaena flos-aquae e Anabaena lemmermannii.

A saxitoxina (CioHi7N7O4) € 0 nome genérico que se tem adotado para um grupo de
neurotoxinas conhecidas como “venenos paralisantes de mariscos”, ou PSP (Paralytic
Shellfish Poisoning) que foram primeiramente isoladas de dinoflagelados marinhos,
responsaveis pela ocorréncia de marés vermelhas (Bittencourt-Oliveira e Molica, 2003). A
Figura 3.3 mostra as estruturas quimicas das neurotoxinas ja identificadas e a Tabela 3.3
mostra as variantes de saxitoxinas em funcéo da substituicdo dos radicais R1 a R5 na estrutura

geral deste grupo (Figura 3.3D).
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Figura 3.3 - Estruturas quimicas das neurotoxinas: (A) anatoxina-a, (B) homoanatoxina-a, (C)

anatoxina-a(s) e (D) estrutura geral das saxitoxinas (Chorus e Bartram, 1999).
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Tabela 3.3 — Variantes de saxitoxinas j& caracterizadas a partir de diferentes cepas de

cianobactérias (Sivonen e Jones, 1999; Blanco et al., 2003)

Nome da Grupos quimicos variveis nas saxitoxinas
Toxina R1 R2 R3 R4 RS
STX H H H CONH; OH
GTX2 H H 0SO3 CONH; OH
GTX3 H 0OSO3 H CONH; OH
GTX5 H H H CONHSOs OH
C1 H H 0OSO3 CONHSOs OH
C2 H 0SO3 H CONHSOs OH
C3 OH 0OSO3 H COOHNOSO3 OH
C4 OH H 0SO3 COOHNOSO5 OH
NeoSTX OH H H CONH; OH
dcneoSTX OH H H OH OH
GTX1 OH H 0OSO3 CONH; OH
GTX4 OH 0OSO3 H CONH; OH
GTX6 OH H H CONHSOs OH
dcSTX H H H H OH
dcGTX1 OH 0SO3 H OH OH
dcGTX2 H H 0OSO3 H OH
dcGTX3 H 0OSO3 H H OH
dcGTX4 OH H 0SO3 OH OH
LWTX1 H 0SO3 H COCHjs H
LWTX2 H 0OSO3 H COCHz3 OH
LWTX3 H 0SO3 COCHjs OH
LWTX4 H H H H H
LWTX5 H H H COCHjs OH
LWTX6 H H H COCHj3 H

Legenda:

STX: saxitoxina dcSTX: decarbamoilsaxitoxinas

GTX: goniautoxinas dcGTX: decarbamoilgoniautoxinas

C: C-toxinas LWTX: toxinas de Lyngbya wollei

NeoSTX: neosaxitoxina
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As saxitoxinas atuam nos canais de sédio, nos axénios, impedindo o fluxo de ions. A
transmissdo nervosa é interrompida e, por seguinte, ocorre a liberacdo de acetilcolina. Os
musculos sofrem paralisia por falta de estimulo nervoso, conduzindo também a morte por

asfixia (Carmichael, 1994). A Figura 3.4 ilustra a atuacdo das saxitoxinas no canal de sodio.

Eventos Efeito das saxitoxinas
normais
L™ < & {ons de sédio L - 2  fons de sédio
- e g ©o g A toxina bloqueia
8 Canal de sédio ‘

o canal

O impulso nervoso néo Se_ M’Eﬁ{{ﬁ

propaga
Figura 3.4 — Efeito da atuacdo das saxitoxinas no canal de sédio (Carmichael, 1994)

axonio g :
Propagacéo do
impulso

Segundo Sivonen e Jones (1999), das toxinas até entdo isoladas, a saxitoxina é a mais potente.
A DLso (ip) em camundongos para saxitoxina purificada é de 10 ug/kg de peso corpéreo,
enquanto que por consumo oral a DLsg € de aproximadamente de 263 pg/kg de peso corpéreo.

Os sinais clinicos de intoxicagdo humana por saxitoxina (STX) incluem tontura,
adormecimento da boca e de extremidades, fraqueza muscular, nausea, vomito, sede e
taquicardia. Os sintomas podem comegar 5 minutos apds a ingestdo e a morte pode ocorrer
entre 2 a 12 horas. Em casos de intoxicagdo com dose nédo letal, geralmente os sintomas
desaparecem de 1 a 6 dias (Carmichael, 1994).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) considera que ndo ha dados suficientes para o
estabelecimento de um limite de concentragdo maxima aceitavel para as saxitoxinas em agua
potével (Kuiper-Goodman et al., 1999). Entretanto, uma analise dos dados de eventos de
intoxicagdes humanas demonstrou que a maioria dos casos esteve associada ao consumo de
aproximadamente 200 pg de saxitoxinas (STX) por pessoa.
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Baseado nesses dados e considerando 60 kg como peso corporeo, 2 litros de agua como
consumo diario e fatores de incertezas para variaches entre espécies distintas e entre
organismos da mesma espécie, Fitzgerald et al.(1999) propuseram 3,0 pug/L como o limite
méaximo aceitavel de saxitoxinas em &gua para consumo humano. Esse limite foi adotado

pelas autoridades brasileiras na Portaria MS n° 518/2004.

3.2 - TRANSFORMAGAO DAS VARIANTES DE SAXITOXINAS

As saxitoxinas e seus analogos tetraidropurinas hidrossolUveis sdo um grupo de toxinas
alcaldides. Essas toxinas apresentam mais de 20 analogos naturais divididos em quatro
grupos: (i) N-sulfocarbamoil: C1, C2, C3, C4, GTX5 e GTX6; (ii) carbamato: as
goniautoxinas (GTX1, GTX2, GTX3, GTX4), STX e a neoSTX; (iii) decarbamoil: dcGTX1,
dcGTX2, dcGTX3, dcGTX4, dcSTX e dcneoSTX e (iv) desoxicarbamoil: doSTX,
doneoSTX, doGTX1-doGTX4 (sic Oga et al., 2008). Um aspecto importante das saxitoxinas
é o fato de que, diferetemente das microcistinas, ha transformagdes entre analogos ou

variantes.

Os alcaldides, em geral, sdo substancias toxicas formadas por compostos heterociclicos
nitrogenados, de baixo peso molecular, sintetizados por plantas e bactérias. Sua estabilidade é
muito variavel e, em muitas ocasides, sofrem transformagdes espontaneas que dao lugar a
produtos com maior ou menor potencialidade toxica em relagdo ao produto de origem. No
caso do grupo alcaldide carbamato, a toxicidade varia e, como ja dito, a saxitoxina é a mais

potente (Sivonen e Jones, 1999).

Estudos realizados por Jones e Negri (1997), em um local escuro com temperatura ambiente,
indicaram que as saxitoxinas sofrem uma série de reagBes lentas de hidrolise. As C-toxinas
degradam-se, formando as goniautoxinas (GTX); enquanto que estas, junto com as
saxitoxinas (STX) e a dcGTX, transformam-se em um produto ainda ndo identificado. O
tempo medio das reacBes de degradacdo dura em torno de 1 a 10 semanas, necessitando mais

de 3 meses para ocorrer mais de 90% da degradacéo das saxitoxinas.
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Como as goniautoxinas sdo mais toxicas que a C-toxinas, por um fator de 10 a 100, a
toxicidade ira inicialmente aumentar, durante as primeiras semanas, periodo onde ocorrera a

transformagdo de C-toxinas em GTX e, somente decaird apos 2 a 3 meses.

Shimizu (1988) apud Indrasena e Gill (1999) indica que a STX € muito estavel em solucoes
acidas, enquanto que a neoSTX ndo &, tendendo a decompor-se por segmentacdo redutiva no
grupo N-hidroxila (N-OH) para dar STX. Um processo redutivo cria um anion doador que
transfere o excesso de carga para o poluente e, posteriormente, ele pode ser removido por

oxidagé&o.

Gérate-Lizarraga et al. (2004) reforcam que a STX e a dcSTX sdo os produtos finais
detectaveis das varias C-toxinas e goniautoxinas (GTX), que sofrem agdo quimica,
segmentacdo redutiva (dessulfatacdo e deshidroxilacdo) e hidrolise (decarbamoilacdo e

dessulfatacdo).

Para Kwong et al. (2006), a conversdo da toxina pode ser conseguida por reacfes enziméticas
ou ndo-enzimaticas, incluindo a dessulfatacdo, a oxidagdo, a reducdo e a epimerizacdo,

alterando, assim, a toxicidade total das toxinas.

Segundo Vale (2006), as propriedades quimicas das toxinas permitem algumas reagdes
espontaneas. Um exemplo é a epimerizagdo, que ocorre espontaneamente até atingir um
equilibrio nos analogos que tem um grupo orto-sulfato na posigdo 11. As toxinas que tém um
grupo N-sulfocarbamoil na posi¢do 17 sdo convertidas nos seus correspondentes andlogos
carbamato (por exemplo: GTX5 é parcialmente convertida em STX) quando em meio &cido
forte, como ocorre na preparacdo dos tecidos de moluscos bivalves para analise por bioensaio.
A transformacdo quimica no molusco bivalve pode ocorrer devido & presenca de redutores
naturais, como glutationa e cisteina, causando a eliminag&o do grupo N-OH, na posigdo 1, ou
a eliminacdo do grupo orto-sulfato na posicdo 11. O molusco bivalve pode conter uma
carbamoilase que catalisa a hidrdlise das metades carbamato ou N-sulfocarbamoil,
transformando as toxinas desses dois grupos nas do grupo decarbamoil. A Figura 3.5 mostra a
estrutura da STX com os grupos N-OH (posicéo 1) e orto-sulfato nas posi¢oes 11 e 17, locais

onde possivelmente tem inicio o processo de transformacéo das saxitoxinas.
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Figura 3.5 — Estrutura da molécula de STX com as posi¢des dos grupos N-OH (posicdo 1) e
orto-sulfato nas posicoes 11 e 17, locais onde possivelmente tem inicio o processo de

transformacédo das saxitoxinas (Vale, 2006).

As constatacOes feitas por Vale (2006) foram confirmadas por Tao e Tian-Jiu (2008). Esses
autores utilizaram uma solucéo de acido cloridrico (HCI), 0,04 — 0,25 M, e observaram que 0s
niveis de C1, C2 e GTX5 diminuiram drasticamente com o aumento da concentracdo de HCI.
Quando em contato com um &cido forte, C1, C2, C3, C4 e GTX5 foram transformadas em
GTX2, GTX3, GTX1, GTX4 e STX, respectivamente. A extragdo com 0,25 - 1,0 M de HCI
mostraram que o conteudo de C1 declinou exponencialmente de 141,0 pg/L para 33,0 pg/L.
Entretanto, os niveis de GTX2 e de GTX3 aumentaram quando a concentracdo de HCI
excedeu 0,5 e 0,4 M, respectivamente, indicando que o aumento dessas toxinas ndo coincide
completamente com a diminuicéo de C1 e de C2.

Observagdo in vitro da glandula digestiva de moluscos mostrou que depois de 15 horas de
incubacéo, a toxina N-sulfocarbamoil GTX5 foi inteiramente convertida para dcSTX, cerca da
metade da STX e da neoSTX foram convertidas nos seus analogos do grupo decarbamoil,
enquanto que a GTX2 e a GTX3 mostraram somente 25% de converséo (Artigas et al., 2007).

Fast et al. (2006) realizaram estudo de transformag&o in vitro de saxitoxinas, com incubacdo
de mistura de neoSTX e de STX. O resultado mostrou que houve 50% de decaimento tanto na
concentragdo de neoSTX quanto de STX, acompanhado de formagéo de dcSTX. Isso indica a
ocorréncia do fenbmeno da biotransformacéo durante o periodo de incubacéo de 24 horas.
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O grupo N-sulfato pode ser removido por métodos quimicos, assim as toxinas N-
sulfocarbamoil séo transformadas nos analogos carbamato. O grupo sulfato pode ser também
eliminado da posicdo C-11 do 11-ésteres sulfato para produzir neoSTX, STX ou 11-OH-STX
dos derivados de GTX. Essas técnicas de conversdo envolvem a manipulacéo da temperatura,
do pH e de outras condigdes de reacdo, conduzindo a remocéao do sulfato pela hidrdlise ou
pela segmentacdo redutiva (Fast et al., 2006).

Jaime et al. (2007) observaram, por meio de estudo in vitro de saxitoxinas, que as toxinas N-
sulfocarbamoil foram convertidas em toxinas do grupo carbamato (GTX5 para STX, GTX6
para neoSTX, Cl para GTX2, C2 para GTX3, C3 para GTX1, C4 para GTX4) pelo
tratamento com 0,1 N de &cido cloridrico. Para esses autores, as transformacdes redutivas das
toxinas sdo caracterizadas por uma diminui¢do no grupo da toxina N-OH (GTX1-4, neoSTX)
que € acompanhado de um aumento no grupo das toxinas N-H (GTX2-3, STX) assim como
pela eliminagdo do grupo sulfato na posicdo C11 (GTX1-4 a neo, GTX2-3 a STX). Ambas as
reagOes podem ser influenciadas por redutores de ocorréncia naturais ou por qualquer outra
ocorréncia externa.

As toxinas do grupo N-sulfocarbamoil (C1, C2, C3, C4, GTX5 e GTX6) podem ser
convertidas nos analogos do grupo carbamato (GTX2, GTX3, GTX1, GTX4, STX e neoSTX)
em solucéo de pH < 7,0 (Jaime et al., 2007).

Alfonso et al. (1994), fazendo um estudo comparativo da estabilidade da STX e da neoSTX
em solucdes &cidas e em amostras liofilizadas, observaram que a neoSTX € instavel, e este
fato poderia ser devido a transformagdo em outras toxinas. Experimentos adicionais com
Pseudomonas sp indicaram a conversdo de neoSTX em STX em condicOes cidas.

Essas consideracdes indicam que ha certo grau de flexibilidade durante o processo de
transformacdo dessas toxinas, pois, embora seja mais frequente a mudanca de formas menos
toxicas para as formas mais toxicas (Gérete-Lizarraga et al., 2004), o caminho inverso
também € possivel acontecer, dependendo de certas condi¢bes especificas, como ocorreu no
trabalho realizado por Garcia et al. (2009), que, ao analisar a transformacéo enzimética de
toxinas no organismo humano, relatam que, dependendo do tempo em que essas toxinas
permanecem no organismo, ocorre a transformagdo, por oxidagdo, da STX em neoSTX,
particularmente no figado, rins e pulmbes. Mesmo tratando-se de uma transformacéo
bioquimica, esse estudo indica ser possivel uma mudanga da toxina no sentido STX para
neoSTX.
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Strichartz (1984), estudando a estrutura quimica da molécula de STX e a influéncia do pH,
informa que essa variante e todos os seus derivados, exceto a neoSTX, possuem estruturas
toxicas e cargas essencialmente constantes abaixo de pH 6,5. Para esse autor, a carga em dois
grupos guanidinos pode ser a chave para se determinar a constancia em termos de toxicidade e
de carga da STX em valores de pH &cidos. Essa carga é devido & protonacdo desses grupos
bésicos e pode ser removida pelo aumento do pH. A Figura 3.6 mostra a influéncia do pH na
estrutura da molécula de STX.
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Figura 3.6 — Influéncia do pH na estrutura da molécula de STX (Strichartz, 1984).

Pela hipotese de Strichartz (1984), Figura 3.6, em pH 7,0, mais de 99% das toxinas estéo
como hidrato divalente (STX?*) (A). Em pH alto, o guanidino em C8 torna-se desprotonado
(pKa = 8,2), resultando o hidrato monovalente (B), que existe em equilibrio com a cetona ndo
hidratada (C). A regido da molécula, além das linhas descontinuas, permanece inalterada.

A potencialidade (toxica e de carga) da STX € relativamente constante entre o pH 6,5 € 8,2,
mas entdo cai rapidamente quando o valor do pH é elevado além desse intervalo. Isso consiste
com o maior envolvimento da carga do guanidino C8 em bloquear o canal de reagdo. Em
valores de pH acima de 10, a potencialidade da toxina cai mais de 98%, impedindo uma agéo
direta da carga em C2.

Em relagdo & neoSTX, Strichartz (1984) relata que essa variante € uma derivacdo da STX e
tem um grupo éacido fraco de hidroxil em N (pK, = 6,75). A potencialidade absoluta dessa
toxina é muito diferente da STX. Essa diferenca de potencialidade aumenta mais em pH
acido, mas diminui muito em condic@es alcalinas. A potenciacdo da acdo da neoSTX em pH
acido é devido a uma alteracdo de reversibilidade da estrutura da toxina. As duas toxinas
(neoSTX e STX) séo igualmente potentes em pH 7,7. Nesse pH, o hidroxil N da neoSTX é
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92% do tempo desprotonado e a média de carga sobre a molécula de neoSTX é +1, enquanto
que sobre a STX é +1,73. Alterar a protonacdo do hidroxil N faz mudar a potencialidade da
neoSTX, embora a carga sobre uma molécula goniautoxina ndo seja a Unica causa
determinante de sua poténcia.

Llewellyn (2006), ao confirmar os estudos realizados por Strichartz (1984), também observou
que as saxitoxinas sdo muito estaveis em solucdes cidas e instaveis em solugdes alcalinas. A
STX possui dois pKa (8,22 e 11,28) que pertencem aos grupos guanidinos 7, 8, 9 e 1, 2, 3,
respectivamente. Esta natureza polar das saxitoxinas explica a sua alta solubilidade em agua e
sua baixa solubilidade em alcoois, assim como sua insolubilidade em solventes organicos.

Para Oga et al. (2008), o grupo cetona diidrdxi é essencial para a toxicidade dessas toxinas, as
quais podem ser eliminadas por uma redugdo catalitica desse grupo com hidrogénio,
formando um grupo monoidroxi. Com excegdo dos componentes do grupo N-sulfocarbamoil,
essas toxinas sdo termoestaveis em pH &cido, mas instiveis e facilmente oxidadas em pH
bésico.

O método de reducdo catalitica com hidrogénio (hidrogenacéo) é influenciado por varios
fatores, incluindo catalisador, solvente, pureza do substrato, condigdes de reagdo. A
temperatura, a pressdo, a agitagdo e o catalisador influenciam tanto a velocidade como a
seletividade da hidrogenacéo (Barcza, 2008).

Diante dos varios trabalhos realizados por diversos autores sobre o estudo das transformaces
das saxitoxinas, foi possivel identificar que dois processos de transformacdes séo citados com
mais frequéncia: a epimerizacdo e a reducdo do grupo OH-N (posi¢cdo 1). Contudo,
considerando que esses processos ocorrem simultaneamente e que sdo dificies de serem
medidos, torna-se necessario a realizagdo de mais estudos que comprovem esses e outros
fenémenos de transformacéo atuantes nas variantes de saxitoxinas, pois para algumas dessas
ocorréncias, como por exemplo, a transformagdo das toxinas GTX para STX, ainda ndo ha
comprovacdo cientifica (Blanco et al., 2003), fato que necessita ser esclarecido. Ressalta-se
que para uma molécula pequena, a STX exibe um nimero inesperado de varia¢des naturais.

3.3-DETECCAO E TESTES DE TOXICIDADE DE CIANOTOXINAS

Segundo Brooks e Codd (1988), a deteccdo e quantificacdo de toxinas de cianobactérias
podem ser realizadas através de métodos bioldgicos (bioensaios), quimicos (Cromatografia
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Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE) e bioquimicos (ensaios de inibicdo das fosfatases e
imunoensaios — teste ELISA — Enzime Linked Immunosorbent Assay).

Os bioensaios com camundongos tém a vantagem de indicar um valor de toxicidade para
mamiferos, e assim mais facilmente se pode prever os efeitos em nivel humano, permitindo
distinguir o tipo de toxina produzida devido aos diferentes sintomas e tempos de
sobrevivéncia dos animais intoxicados. Estes ensaios séo efetuados por injegéo intraperitoneal
(ip) de extrados de cianobactérias liofilizados, ou simplesmente de 4gua contendo elevada
densidade de cianobactérias sujeitas ao congelamento e ao descongelamento, promovendo a
liberacéo de toxinas (Carmichael, 1992).

A relativa rapidez e facilidade com que se obtém os resultados, aléem de ndo requerer
equipamentos e técnicas complexas, constituem também argumentos favoraveis a esse tipo de
ensaio. No entanto, para Carmichael (1992), existem vérias razdes que levam a necessidade
de se procurar testes alternativos, como por exemplo, a questdo ética, tendo em vista a
manipulagdo com animais vivos, associado ao espago requerido para instalar
convenientemente esses animais, 0 que obriga, para 0s ensaios, utilizar um nimero reduzido
de animais. Tais requisitos diminuem o rigor do resultado obtido, caso se deseje quantificar a
toxicidade em termos de dose letal para 50% dos animais — DLsp.

Além de camundongos, outros seres vivos podem ser utilizados para se avaliar a toxicidade
oriunda das cianobactérias, tais como: peixes e alguns invertebrados. Os peixes sao
organismos muito utilizados para testar a toxicidade de inimeras substancias sintéticas ou
naturais, organicas ou inorganicas. McKim (1977) descreve 56 testes com estados larvares de
quatro espécies de peixes (Pimephales promelas, Lepomis macrochivus, Salvelinus fontinalis,
Jordanella floridae) em que foram utilizados trinta e trés compostos quimicos diferentes,
organicos e inorganicos. O autor destaca que testes com estados larvares de peixes podem ser
Uteis na determinacdo da qualidade da &gua e na monitorizagdo de um grande nimero de
compostos.

O fato dos testes com estados embrio-larvares de peixes serem potenciais avaliadores dos
efeitos dos materiais testados e, possivelmente, serem mais sensiveis aos compostos quimicos
do que os peixes adultos, leva a que estes tipos de organismos possam ser encarados como
possivel alternativa aos camundongos. Segundo Hellmann et al. (1988), esta possibilidade €
ainda apoiada pelo fato de se terem encontrado receptores de substancias toxicas nos peixes
semelhantes aos que existem nos mamiferos.
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Em relacdo aos invertebrados, a Artemia sp e a Daphnia sdo organismos utilizados com
frequéncia em bioensaios para determinacdo da qualidade da dgua e monitorizagdo de toxicos
aquaticos.

A Artemia sp, também conhecida como camardo de salmora, é um microcrustaceo,
braquiopoda, pertencente ao filo Arthropoda. Pereira (2001) relata que essa espécie esta
distribuida pelo mundo, sendo considerada cosmopolita e adaptada a um amplo alcance de
ambientes. Em relagdo as espécies do género Daphnia, Ferrdo-Filho et al. (2000) ressaltam
que esses organismos tém grande participagdo na comunidade zooplancténica em todo mundo
e que diferentes espécies, tais como D. pulex, D. pulicaria, D. magma e D. similis vém sendo
cultivadas em laboratério e utilizadas em ensaios ecotoxicologicos. A Figura 3.7 mostra a
estrutura de uma Daphnia.

£ 2002 John P. Clare (www.caudata.org)

Figura 3.7 - Anatomia da Daphnia (Fémea): (1)-Coracéo; (2)-Olho Composto; (3)-Antenas;
(4)-Ocellus; (5)-Garras cuticulares em gancho (cerdas); (6)- Pernas; (7)-Abdémen (Figura

retirada de www.caudata.org.)

Ferrdo-Filho et al. (2008) demonstraram que 0s movimentos natatorios de D. pulex e M.
micrura foram rapidamente inibidos pela cepa T3 de C. raciborskii. No entanto, quando
retirados do meio contendo a cianobactéria e colocados em meio contendo somente alimento
nutritivo, 0s animais recuperaram a natacdo em um periodo de 24 a 48 horas. Para esses
autores, a natacdo de claddceros, como € o caso do género Daphnia, é feita basicamente pelos
movimentos das segundas antenas, portanto, é provavel que as saxitoxinas estejam agindo
pelo bloqueio dos canais de s6dio e impedindo a transmissdo do impulso nervoso para 0s
musculos desses apéndices.
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Para Ferréo-Filho (2009) séo poucos os estudos que empregaram cianotoxinas purificadas nos
estudos de toxicidade, provavelmente devido ao alto custo destas. Mas 0 uso de toxinas
purificadas pode fornecer evidéncias mais concretas dos efeitos das cianotoxinas sobre o
zooplancton. Nos poucos estudos realizados com cianotoxinas purificadas, as concentragdes
utilizadas foram relativamente elevadas, o que raramente ocorre na natureza, mesmo durante
floragGes intensas.

Segundo Christofersen (1996), nos sistemas naturais, a concentracdo de toxinas dissolvidas é
relativamente baixa (até 20,0 pug/L), portanto é mais provavel que 0s organismos aquéticos
estejam expostos a concentragdes relativamente baixas de toxinas dissolvidas, exceto quando
ocorre a senescéncia da floracéo.

O Brasil tornou obrigatério, por meio da Resolugdo CONAMA N°. 357/2005, o uso de testes
ecotoxicologicos para a deteccdo de toxicidade de amostras de &gua. Nesse sentido, o
desenvolvimento de testes especificos para deteccdo de cianobactérias toxicas é de grande
importancia para o cumprimento da legislagéo.

O ELISA é uma técnica de deteccdo imunoldgica de f&cil operacdo, répido resultado e que
confere uma grande sensibilidade, principalmente para as microcistinas, por possibilitar a
deteccdo de valores muito baixos (Harada et al., 1999). Levin (1992) relata sobre o
desenvolvimento de um ELISA capaz de detectar de 50 a 100 ug/L de STX em tecidos de
mariscos. Contudo, como desvantagem, esse método ndo distingue as toxinas presentes.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), também conhecida como HPLC (Hight
Performance Liquid Cromatography) é a técnica mais utilizada para detecgdo de saxitoxinas
(Harada et al., 1999). Esse método requer a utilizacdo de diferentes solucdes (fase movel)
para analisar as toxinas (Oshima, 1995).

A CLAE permite detectar e quantificar a presenca de toxinas em amostras pré-purificadas. A
amostra injetada no sistema de cromatografia passa por uma coluna que contém gel de silica.
Ao passar nessa coluna, 0s compostos quimicos presentes nas amostras vao sendo dispersos a
velocidades diferentes, dependendo da proporcéo do solvente utilizado. A deteccéo é feita por
meio de espectofotometro, utilizando-se um comprimento de onda diferente para cada toxina
presente na amostra. Por exemplo, para as microcistinas, utiliza-se um comprimento de onda
de 238 nm, enquanto que para a anatoxina-a, utiliza-se 227 nm. Para outras neurotoxinas,
como as saxitoxinas, utiliza-se um detector de fluorescéncia. A presenca das toxinas é
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confirmada por comparagdo dos cromatogramas obtidos a partir de padrdes. Pode ainda se
fazer um espectograma do extrato correspondente ao pico de que se suspeita pertencer a
toxina. A quantificagdo da toxina faz-se por integracdo dos picos correspondentes e
comparagao com os resultados obtidos para concentragdes conhecidas de toxinas.

O pH e a temperatura da reacdo de oxidagdo influenciam na producgdo dos derivados
fluorescentes de saxitoxinas, tendo interferéncia diferenciada para cada variante (Gago-
Martinez et al., 2001). Lawrence e Wong (1996) utilizaram a pré-oxidagdo e vrificaram um
aumento da producéo de derivados fluorescentes de STX e de neoSTX quando a temperatura
da reacdo aumentou de 20 para 90°C, e que o0 aumento do pH da reacéo de 8 para 10 leva a
uma maior producdo dos derivados fluorescentes de STX, neoSTX e GTX-2/3.

3.4 - REMOCAO DE CIANOTOXINAS PELO PROCESSO DE OXIDACAO

As sequéncias de tratamento de agua que envolvem a coagulacdo podem promover alta
eficiéncia de remogdo de células de cianobactérias quando essas sequéncias sdo otimizadas.
Entretanto, autores como Hoeger et al. (2004), Ho et al. (2006) e Ying et al. (2008) relatam
que oS processos convencionais de tratamento (Coagulagdo/floculagdo, sedimentacdo e
filtracdo) precisam ser aperfeicoados quanto & remocdo de cianotoxinas, pois em testes
realizados em estacOes de tratamento desse tipo, valores de concentragfes de 17 pg/L de
toxinas foram encontrados no efluente final.

A constatacdo de que 0s processos convencionais de tratamento necessitam ter seu
desempenho otimizado néo é atual, pois bem antes da constatagdo de Hoeger et al. (2004),
outros pesquisadores ja alertavam para esse fato. Por exemplo, os estudos realizados por
Falconer et al. (1989), utilizando bioensaios em camundongos, detectaram reducdo de
toxicidade de apenas 20% ao coagular, com sulfato de aluminio, uma &gua rica em
neurotoxinas oriundas de uma floracdo de Anabaena circinalis, mesmo usando doses elevadas
do coagulante (120 mg/L). A adicéo de diferentes polieletr6litos como auxiliar de floculagéo
também ndo resultou em uma remoc&o satisfatdria, pois ndo mostrou melhora na redugéo da
toxicidade dessas neurotoxinas.

Nessa mesma linha de pesquisa, Keijola et al. (1988) também obtiveram baixas remogdes de
anatoxina-a em experimentos envolvendo a coagulagdo seguida de filtracdo e cloragdo. O
cloreto férrico também foi avaliado para essa sequéncia de tratamento de &gua, sendo

verificado que, para altas concentragdes de toxinas (em torno de 200 pg/L), 0 uso dessa
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substancia como coagulante mostrou-se mais eficaz que o sulfato de aluminio; porém, para
uma concentragdo de toxinas cerca de dez vezes menor, 0s dois coagulantes praticamente ndo

apresentaram remocé&o.

Baseados em resultados de experimentos em escala de laboratério, Himberg et al. (1989)
relatam que o tratamento conduzido por coagulagdo/floculacdo, filtragdo rapida e cloracéo
também ndo foi capaz de promover a remocdo significativa de hepatotoxinas oriundas de
espécies tdxicas de Microcystis e Oscillatoria. Além disso, alguns experimentos dessa
sequéncia de tratamento apresentaram remog&o de toxina igual a zero ou negativa, sugerindo

a liberag&o de toxinas durante a coagulagéo/floculagéo.

Diante dos resultados inexpressivos observados nos processos convencionais de tratamento
em relacdo & remogao de cianotoxinas dissolvidas, uma técnica que merece ser explorada é a
oxidacgdo quimica. A restricdo que necessita ser minimizada quanto ao uso dessa técnica é a
preocupacdo com relacdo a aplicacdo direta de oxidantes em agua bruta, que poderd ocasionar
a lise da célula, liberagdo da toxina e a formag&o excessiva de subprodutos indesejaveis. Por
isso, tem-se que analisar a agdo dos oxidantes sobre as cianotoxinas considerando dois
aspectos de tratamento: a pré-oxidacéo e a pds-oxidacdo (mais associada a desinfeccéo).

Do ponto de vista quimico, uma reacdo de oxidacdo/reducdo €é aquela que envolve
transferéncia de elétrons entre os reagentes. Para que isso ocorra, deve-se ter um elemento que
perde elétrons (se oxida), enquanto outro elemento ganha elétrons, ou seja, reduz-se. Sob uma
Otica do tratamento de &gua, a oxidagdo quimica é uma forma de transformar moléculas
ambientalmente indesejaveis em outras moléculas menos toxicas, para que estas possam ser

assimiladas de modo mais harmonioso nos ciclos da natureza.

A oxidagéo pode ser completa ou parcial. Algumas vezes, quando a oxidacgdo se d& de modo
incompleto, nem sempre se pode garantir que o subproduto (ou subprodutos) formado(s)
sera(rdo) menos toxico(s) que o composto de partida. Diante disso, 0 sucesso da oxidacdo
quimica depende se o objetivo final do tratamento é a eliminagdo de uma espécie quimica em
particular, redugdo da carga organica como um todo, remogdo de cor ou reducdo de
toxicidade. Na Tabela 3.4 sdo apresentados alguns trabalhos que foram realizados para
eliminacédo de cianotoxinas, fazendo-se uso do processo de oxidacdo com componentes fisicos

e quimicos.
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Tabela 3.4 — Processos de oxidagéo utilizados na remogéo de diversos tipos de cianotoxinas

Processo de oxidagdo

Tipos de cianotoxinas

Autor

Microcistina e

Ozbnio (0O,) anatoxina-a Keijola et al. (1988)
- Microcistina e .
Ozbnio (0O,) anatoxing-a Himberg et al. (1989)
Dioxido de cloro (CIO,) Microcistina Hart e Stott (1993)
Cloro (CI) MICFOCISFII’Ia € Nicholson et al. (1994)
nodularinas
Cloro (CI) Microcistina Lam et al. (1995)

Ozbnio (0O3), Cloro (CI), diéxido de cloro
(ClOy), perdxido de hidrogénio (H,0,) e
permanganato de potassio (KMnQO,).

Microcistina e
anatoxina-a

Hart et al. (1998)

Ozbnio (O3) e cloro (CI)

Microcistina,
Saxitoxinas (STX,
GTX2, GTX3) e
cilindrospermopsina.

Hrudey et al. (1999)

Radiacgdo ultravioleta e dioxido de titanio
(TiOy)

Cilindrospermopsina

Senogles et al. (2000)

Cloro (CI)

Cilindrospermopsina

Senogles et al. (2000)

Peroxido de Hidrogénio (H,0,) e didxido
de titanio (TiOy)

Microcistina

Cornish et al. (2000)

Microcistina, Anatoxina-

Ozbnio (0O,) a, GTX2,GTX3,Cle | Rositano et al. (2000)
C2

Radiacdo ultravioleta Microcistina Alam et al. (2001)

Fenton Microcistina Gajdeck et al. (2001)

Dioxido de titanio (TiO,) Microcistina Shephard et al. (2001)

Cloro (Cl) STé(+§é:§TC)(1, ;3(1:'2)(2, Nicholson et al. (2003)

Ozbnio (O3) e Cloro (CI)

Cilindrospermopsina,
anatoxina-a, anatoxina-
a(s), saxitoxinas (GTX2,
dcGTX2, dcGTX3,Cle

Hoger, (2003)

C2)
Senogles-Derham et al.
Cloro (CI) STX (2003)
Radiacdo Ultravioleta Microcistina Gajdeck et al. (2004)
Fenton e Foto-Fenton Microcistina Bandala et al. (2004)
Cloro (CI) Microcistina Shi et al. (2005)

Carvao ativado, 0z6nio e perdxido de
hidrogénio

C1,C2,GTX2, GTX3,
GTX5, STX, dcGTX2 e

Orr et al. (2004)

dcGTX3
Ozbnio (O3) e cloro (CI) Microcistina Jurczak et al. (2005)
Radiacgdo ultravioleta e peréxido e Microcistina Qiao et al. (2005)

hidrogénio (H,0,)
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Tabela 3.4 — Processos de oxidacdo utilizados na remocéo de diversos tipos de cianotoxinas

(Continuagéo)

Processo de oxidagao

Tipos de cianotoxinas

Autor

permanganato de potassio

Cloro (CI) Microcistina Acero et al. (2005)

Dioxido de titanio (TiO,) Nodularina Liu et al. (2005)
- . . . Mazur-Marzec et al.

Radiacgdo ultravioleta Microcistina (2006)

Ozbnio (0O,) Microcistina Brooke et al. (2006)

Cloro (CI) Microcistina Ho et al. (2006)

Cloro (Cl), di6xido de cloro (CIO,) e Microcistina Kuroda (2006)

STX, dcSTX, neoSTX,
GTX1, GTX2, GTX3,

Ozénio GTX4, GTXS, dcGTX2 Mello Filho (2006)
e dcGTX3
Dioxido de Titanio (TiOy) Microcistina Yuan et al. (2006)

Ozbnio (0O,)

STX e neoSTX

Sens et al. (2006)

Processos avancados de oxidacao (Foto-

Fenton, UV, UVA, UVC, Peréxido de Anatoxina-a Momani, (2007)
Hidrogénio — H,0,)

Ozénio (03), cloro (CI), diéxido de cloro . . .

(CIO») e permanganato de potéssio Microcistina Rodriguez et al. (2007)
Permanganato de potassio (KMnQy) Microcistina Rodriguez et al. (2007)

Hipoclorito de sodio

Microcistina e
saxitoxinas (neoSTX,

Freitas, M. (2007)

dcSTX e STX)
Irradiacdo ultrassénica Microcistina Hudder et al. (2007)
Processos oxidativos avancados (Foto-
Fenton, UV, UVA, UVC, Peréxido de Microcistina Freitas, A. (2008)
Hidrogénio — H,0,)
Dioxido de cloro (CIO,) Microcistina Ying et al. (2008)
Ozbnio (0O,) Microcistina Miao e Tao (2008)
82\2?] (()i)l) e permanganato de potassio Microcistina Rodriguez et al. (2008)
Processos avancados de oxidacao (Foto-
Fenton, UV, UVA, UVC, Peréxido de Microcistina Momani et al. (2008)
Hidrogénio — H,0,)
Fenton Microcistina Zhong et al. (2009)
Carvéo ativado em pé e cloro neoSTX e STX Viana-Veronezi et al.

(2009)

A Tabela 3.4 mostra que a maioria dos trabalhos de oxidagdo realizados estéo relacionados ao

estudo das microcistinas. Varios oxidantes ja foram testados e nota-se, mais recentemente, o

aumento do interesse na utilizagdo dos processos oxidativos avangados.
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No que se refere a oxidagdo de microcistinas com os oxidantes quimicos mais usuais (cloro,
ozobnio, didxido de cloro, permanganato), a preocupacdo presente nos diferentes estudos é
relativo ao rigoroso controle da dose de oxidante em fun¢éo da competicdo/demanda exercida
por outros compostos organicos presentes na agua e a lise celular, quando se trata da pré-
oxidacdo. A formacéo de subprodutos da desinfecgdo (SPD) é também objeto de preocupacéo,
particularmente no caso do uso do cloro.

Melo Filho (2006) conduziu uma pesquisa tendo como espécie dominante na agua bruta a
Cylindrospermopsis raciborskii (7,06 x 10° e 1,28 x 10° células/mL) e constatou que a agua
produzida na sequéncia de tratamento composta por pré-ozonizacdo e filtracdo rapida
descendente (filtracdo direta) foi capaz de reduzir um nimero significativo de cianobactérias.
No entanto, mesmo com uma eficiéncia média superior a 99,6% em relacdo a remocédo de
cianobactérias, o valor da concentragdo de células encontrado foi alto e preocupante para uma
condicdo de abastecimento publico.

Quanto fez uso da pds-ozonizacdo, Melo Filho (2006) observou que as doses de 0zdnio
utilizadas ndo foram suficientes para atingir o desempenho dos ensaios com a pré-ozonizacao.
Ele esperava constatar que a 0zonizagdo realizada numa 4gua filtrada (p6s-ozonizagdo), com
uma carga de matéria organica mais baixa, fosse capaz de remover as células de
cianobactérias remanescentes da filtragdo, produzindo uma agua com baixissimos valores
desses microrganismos, o que ndo aconteceu.

Em relagdo & presenca de saxitoxinas no manancial estudado por Melo Filho (2006) (Lagoa
do Peri, Estado de Santa Catarina), ele verificou que a concentragéo dessas toxinas sempre
esteve baixa durante as investigagdes experimentais, em torno de 3,2 ug/L eq STX/L. Este
fato contribuiu para que as concentragbes na agua tratada se aproximassem do limite de
deteccdo do metodo de analise, o que prejudicou a avaliagdo da eficacia da pré e da pos-
0zonizagao.

Com a percepgdo de que as microcistinas sdo as cianotoxinas mais estudadas e considerando a
crescente ocorréncia de floragdes de Cilindrospersmopsis raciborskii, produtoras de
saxitoxinas em mananciais brasileiros, o presente trabalho enfatiza os estudos relativos a esse
grupo de neurotoxinas.

Nicholson et al. (2003), estudando o efeito das doses de cloro sobre diversas cianotoxinas,
incluindo a dcSTX e a STX, utilizando o tempo de contato de 30 minutos, dose maxima de
cloro de 18,5 mg/L e um pH variando de 5,0 e 9,0, encontraram remog&o superior a 90% para
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todas as toxinas em pH 9. Porém, esses autores relatam que os extratos de cianotoxinas foram
semipurificados e preparados para conter uma alta toxicidade (3910 pg/g de peso seco de
material celular ou 720 ng/g como saxitoxina equivalente). Para alcangar esse resultado, foi
necessario manter um residual de cloro livre superior a 0,5 mg/L.

Para uma agua de estudo semipurificada de saxitoxinas (STX), cuja concentracéo inicial foi
73 ng/L, Senogles-Derham et al. (2003) conseguiram alcangar uma remog&o maior que 90%,
estando a amostra em valor de pH 8,0 e utilizando doses de cloro livre maiores que 4 mg/L,
geradas a partir do hipoclorito de sédio. O tempo de contato também foi 30 minutos e o
residual de cloro mantido foi de 0,76 mg/L.

Apesar dos resultados satisfatdrios alcancados na remocéo de saxitoxinas com o cloro, tanto
no trabalho de Nicholson et al. (2003) como no trabalho de Senogles et al. (2003), ainda ha
questionamentos sobre o processo de remogao das variantes de saxitoxinas que necessitam ser
esclarecidos, como por exemplo, a utilizacdo de outras combinagdes de variantes e a avaliagéo
em uma faixa de pH ampla ou adequada as praticadas nas estacdes de tratamento de agua.

Freitas (2007) fez um estudo preliminar sobre a remocgédo de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e
STX) com 4&gua de estudo oriunda de células de C. raciborskii lisada em valor de pH
aproximadamente 5. Em todos os ensaios, o tempo de contado foi de 30 minutos, sendo
utilizado o cloro como agente oxidante. Os resultados indicaram que a demanda de cloro foi
elevada e que as remocdes significativas de toxinas s6 ocorreram com doses elevadas de
cloro, por exemplo, para reduzir a concentragdo de neoSTX de 73 pg/L para valores proximos
a 31 pg/L foram necessérios cerca de 20 mg/L. Adicionalmente, os estudos com as variantes
dcSTX e STX de saxitoxinas indicaram que essas variantes sdo mais estaveis com relacéo a
oxidac&o do que a variante neoSTX.

Mais recentemente, Viana-Veronezi et al. (2009) avaliaram a remogdo de extrato de
saxitoxinas (neoSTX e STX) proveniente da lise de células de C. raciborskii durante os
tempos de contato de 30 e de 60 minutos e aplicagdes de doses de 0,9, 1,2 e 1,5 mg/L de cloro
ativo. O pH do extrato foi ajustado para valores entre 6,0 a 7,0. Ap6s 0s tempos de contato
estabelecidos, os resultados indicaram que, para a concentragdo de saxitoxinas de 15,80+0,20
png/L, depreendem-se diferencas pouco significativas entre os tempos de contato. Foi
observado também um elevado percentual de remocdo, superior a 80%, praticamente
obedecendo ao valor méximo permissivel recomendado pela Portaria MS 518/2004 (3,0 pg/L
Eq de STXI/L).
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Os resultados alcangados com a oxidagdo de saxitoxinas indicam a necessidade de estudos
adicionais, tendo em vista que ainda ha lacunas deixadas pelos trabalhos realizados, como por
exemplo, a avaliacdo da remocéo de diferentes combinacdes de variantes de saxitoxinas em
uma faixa de valores de pH mais amplo, pois € indicado por alguns autores que esse
pardmetro tem forte influéncia na remocdo de saxitoxinas. Além disso, sdo poucos 0s
trabalhos até entdo realizados com o uso do cloro sobre saxitoxinas que avaliaram a cinética
de reacdo, procurando estabelecer os pardmetros que podem influciar diretamente no processo
de remocéo e a velocidade como essas reagdes acontecem.

Estudos de cinética realizados com outras cianotoxinas, microcistinas e nodularinas, por
exemplo, indicaram alternancia de predominio de reacBes de primeira e de segunda ordem
entre os trabalhos realizados (Acero et al., 2005; Momani, 2007; Ying et al., 2008; Zhong et
al., 2009). Diante desse fato, constata-se que mesmo para toxina mais estudada
(microcistinas) hé questdes ndo totalmente esclarecidas; logo, para as saxitoxinas, h4 muito
mais questionamentos que necessitam de respostas, a fim de estabelecer diretrizes seguras de
remogdo para os sistemas de tratamento de &gua potavel. Diante disso, considerando-se as
informacgdes levantadas na revisdo bibliogréfica, tentou-se desenvolver uma metodologia de
investigacdo que permitisse avaliar a oxidagdo de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com
cloro, como uma alternativa para ampliar o espectro dos processos de tratamento de aguas
com elevada concentragdes de cianotoxinas, observando as reacdes cinéticas em diferentes
tempos de contato e os demais fatores intervenientes desse processo.

3.4.1 — Subprodutos da Oxidagéo com Cloro

A determinagdo dos subprodutos durante o pré e pés-tratamento da dgua tem se tornado
importante para as concessiondrias de tratamento e distribuicdo de &gua potavel. Tal fato
deve-se, principalmente, aos resultados das pesquisas envolvendo os processos de formagéo e
remogdo de substincias indesejiveis para o abastecimento publico, assim como novas
descobertas a respeito do alto potencial carcinogénico destes compostos.

Krasner et al. (1989) relatam que durante os anos de 1988 e de 1989, um estudo realizado por
35 empresas publicas de varios paises indicou que os trialometanos representaram a classe de
maior peso em relacdo aos produtos gerados pela desinfeccéo; a segunda maior fragéo foi em
relacdo aos &cidos haloacéticos e a terceira maior fracdo foram os aldeidos, isto &,
formaldeido e acetaldeido. Alguns dos principais SPD que podem ser formados estdo listados
na Tabela 3.5
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Tabela 3.5 - Principais subprodutos formados durante o processo de adicdo de um
oxidante/desinfetante a agua (Krasner,1999; Sanches et al., 2003).

Classe de SPD SPD Individual Férmula Quimica
Clorof6rmio CHCl;
. Bromodiclorometano CHCI,Br
Trialomenos (THM) .
Dibromoclorometano CHCIBr,
Bromoférmio CHBr;
Acido monocloroacético CH,CICOOH
Acido dicloroacético CHCI,COOH
Acido tricloroacético CCI;COOH
Acido monobromoacético CH,BrCOOH
Acidos Haloacéticos (AHA) Acido dibromoacético CHBr,COOH
Acido tribromoacético CBr;COOH
Acido broocloroacético CHBrCICOOH
Acido bromodicloroacético CBrCl,COOH
Acido dibromocloroacético CBr,CICOOH
Tricloroacetonitrila CCI;C=N
Haloacetonitrilas (HAN) Dicloroacetonitrila CHCI,C=N
Bromocloroacetonitrila CHBrCIC=N
Dibromoacetonitrila CHBr,C=N
Haloacetonas (HC) 1,1-Dicloroacetona CHCI,COCH;
1,1,1-Tricloroacetona CCI;COCH;
(Halopicrinas (HP) Cloropicrina CCI3NO;
Haletos Cianogénicos (HCN) Cloreto cianogénico cle=N
Brometo cianogénico BrC=N
lon Clorito ClOy
oxi-Haletos (oH) lon clorato ClOs
lon bromato BrOs
Fomaldeido HCHO
Aldeidos
Acetaldeido CHsCHO
Acido carboxilico Acetato CHsCOO

De acordo com Tokmak et al. (2004), os subprodutos halogenados podem causar prejuizos a
sallde humana, como por exemplo, a ma formacdo embriondria e mutagdo. Estudos
epidemioldgicos indicam uma ligagdo entre o desenvolvimento de céncer de bexiga e

subprodutos de desinfeccdo. Além disso, estudos em animais tém demonstrado que tumores
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no figado, rins e intestino estdo associados & ingestdo de &gua tratada com cloro e seus

derivados.

Segundo a literatura especializada, a presenca de subprodutos nas &guas destinadas ao
abastecimento publico tem origem, principalmente, devido & reacdo de substancias
precursoras com produtos utilizados no pré e pos-tratmento da agua. Pesquisas conduzidas a
partir da década de 1970 por Babcock e Singer (1979), por exemplo, mostram que um desses
produtos responsaveis pela formacdo de tais subprodutos é o cloro. Entre esses subprodutos
estdo os trialometanos (THM), que sdo potencialmente cancerigenos. Com o0s avancos das
pesquisas, constatou-se que, além das substancias himicas e outras matérias organicas

naturais (MON), as algas também se constituem em potenciais precursoras de trialometanos.

Morris e Baum (1978) foram os primeiros autores a publicarem sobre a possibilidade das
algas serem precursores de THM. Esses autores demonstraram que a cloracdo de matéria
organica proveniente das algas levou & producdo de cloroféormio. Hoehn et al. (1980)
levantaram a hipdtese da existéncia de uma correlagéo entre a concentracdo de clorofila-a
presente na 4gua bruta e a concentracdo de THM na 4gua tratada. Os resultados dos ensaios
revelaram que tanto as células quanto a matéria organica extracelular (MOE) das algas eram
importantes precursores de THM, sendo que a MOE contribui mais do que as células

propriamente ditas; no entanto, a correlagdo entre clorofila-a e THM néo foi confirmada.

Posteriormente, Graham et al. (1998) confirmaram a importancia das algas e das
cianobactérias como potenciais precursores de trialometanos. Esses autores estudaram a
ocorréncia de uma floragdo de Anabaena flos-aquae (10° células/mL) e verificaram que a
cloracédo levou a produgéo de até 1,1 mg/L de THM total, a partir das células viaveis, e de até
0,2 mg/L de THM total a partir de matéria organica extracelular. Os valores encontrados séo
significativamente superiores ao limite recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) para agua potével, que é 0,1 mg/L de trialometano total (WHO, 2008).

As algas sdo uma fonte de aminoécidos. Thehy e Bieber (1981) demonstraram que a cloracéo
de certos aminoacidos, bem como de é&cidos hamicos, resultam na formacdo de
haloacetonitrilas (HAN), especificamente no subproduto individual dicloroacetonitrila
(DCAN).
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Segundo Muttamaro et al. (1995), o cloro pode formar THM quando em contato com
substancias humicas, que incluem acidos himicos, acidos fulvicos e acidos himatomelamicos,
com materiais de algas, principalmente a clorofila, sua biomassa e produtos extracelulares.

Senogles-Derham et al. (2003) avaliaram a formacdo de trialometanos e de 4cidos
haloacéticos durante o processo de oxidacdo de extratos de microcistinas e de saxitoxina
(STX) semipurificados. Os extratos com as duas toxinas foram ajustados para os valores de
pH 6,0 e 8,0, respectivamente, e as doses de cloro aplicadas foram de 0,6 mg/L para
microcistinas e maior que 4 mg/L para saxitoxina. Apds 90 dias, o extrato com as
microcistinas resultaram em 5 pg/L de THM e ndo foram detectados AHA. Para a saxitoxina
(STX), foram detectados 4 pg/L de THM e 22 pg/L de AHA. Esses resultados indicaram que
tanto a concentracdo de THM quanto de AHA formados em cada solucéo ficaram abaixo do
recomendado pela WHO (2008); contudo, o tempo de duragdo de cada experimento foi muito
elevado quando comparado com o tempo despreendido durante o processo de tratamento e de
distribuicdo da &gua potével normalmente utilizados pelas companhias de saneamento.

Kuroda (2006) avaliou a formacdo de subprodutos halogenados em éaguas com diferentes
concentracdes de células de Microcystis submetidas a oxidacdo com cloro na forma de
hipoclorito de calcio. A primeira 4gua de estudo com densidade de 1,4 x 10° cel/mL e a
segunda com 5,5 x 10° cel/mL, ambas adicionadas na fase final do crescimento exponencial
em 4gua filtrada (sem cloragdo) da estagdo de tratamento de 4gua de S&o Carlos, SP. As
dosagens de cloro aplicadas variaram de 10 mg/L a 20 mg/L para &gua de estudo com menor
concentracdo de células e de 50 mg/L a 75 mg/L para a 4gua com maior concentracdo de
células. Os resultados obtidos mostram que a capacidade méxima de formacdo de
trialometanos em 3 e 7 dias foi de 0,6 e 31 pg/L para a 4gua de estudo com menor
concentragdo de células, e de 129 e 183 pg/L, para a &gua com maior concentracdo de células,
podendo indicar uma relacdo entre a densidade de células e a formac&o de trialometanos.

A reacdo de formacéo de trialometanos inicia quando hé o contato entre os reagentes (cloro e
precursores) e pode continuar ocorrendo por muito tempo, enquanto houver reagente
disponivel (principalmente o cloro livre). A formagdo de subprodutos também depende de
outros parametros, tais como: pH, temperatura, tempo de contato, dose de
oxidante/desinfetante e residual. Para Singer (1994), a combinagdo de oxidantes, na pré e pds-
desinfec¢do, influenciado pelos pardmetros relacionados, podem formar produtos secundarios.
A maioria dos compostos formados s&o &cidos que contém radicais cetonas que podem causar
a formacdo de haloférmios apds a reagdo com o cloro.
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Morris e Baum (1978) observaram que a taxa de reacdo de haloférmios é altamente afetada
pelo primeiro tempo da reacdo que envolve a ionizagdo do metil cetona. Esse procedimento
ocorre em valor de pH alto. Os autores constataram ainda que a cloragdo de muitas
substancias organicas resultam na produgdo de cloroférmio em valores de pH altos.
Posteriormente, Reckhow e Singer (1984) observaram um efeito similar de pH sobre a
formacéo de cloroférmio e halogénio orgénico total (HOT). Adicionalmente, os resultados
dessas pesquisas indicaram que a formagdo de &cido tricloroacético (ATCA) diminui
significativamente em valor de pH basico.

Os efeitos do pH e do tempo de reagdo sobre a formacéo de subprodutos da desinfeccéo
(SPD) foram avaliados por Stevens et al. (1989). Eles avaliaram a cloragdo com pH 5,0, 7,0 e
9,4 para o tempo de reacdo de 4, 48 e 144 horas, respectivamente. A Tabela 3.6 resume os
resultados da avaliagéo realizada pelos pesquisadores, considerando os efeitos do pH e do
tempo de reacéo sobre a formacéo de SPD.

Tabela 3.6 — Efeitos do pH e do tempo de reacdo sobre a formagdo de subprodutos da
desinfeccgdo (Stevens et al., 1989)

Subprodutos da
. . pH 5,0 pH 7,0 pH 9,4
desinfecgdo (SPD)
Trialometanos (THM) | Baixa formacéo - Alta formagéo
Acido Tricloroacético o _ )
Formagé&o similar Baixa formagéo
(ATCA)
Acido Dicloroacético o _
Formagé&o similar, talvez levemente mais alto em pH 7,0
(ADCA)

_ ) Forma dentro de 4
Tricloroacetaldeido

. Formacdo similar horas; decai com o
(Cloro Hidrato)
tempo.
. . Forma dentro de 4
Dicloroacetonitrila 3 3 . . 3
Alta formacéo horas; entéo decai Baixa formagéo
(DCAN)
com o tempo
Tricloroacetona (1,1,1- 5 . 5 N
TcA) Alta formacéo Baixa formagéo Né&o detectado
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Os resultados mostrados pela Tabela 3.6 evidenciam que a formagdo de THM aumenta com o
aumento de pH e, de acordo com os estudos de Stevens et al. (1989), esse aumento € mais
percebido dentro das primeiras 48 horas. Quanto a formacgao de &cido haloacético (AHA), o0s
autores observaram um aumento ao longo do tempo, com pH no intervalo de 5,0 a 9,4, ndo
sendo significativo o efeito sobre a formag&o de acido dicloroacético (ADCA), ao passo que a
formacéo de 4cido tricloroacético (ATCA) foi mais baixa em pH 9,4 do que em pH em nivel

baixo.

Outros trabalhos indicam que a influéncia do pH na formagéo de cloroférmio é maior quando
0 mesmo atinge o valor de 11,5; enquanto que essa formagéo parece ser menor em valor de
pH 6,5 (Sanches et al., 2003).

Stevens et al. (1976) estudaram os efeitos da temperatura sobre a taxa de reagdo de
precursores presentes nas 4guas do Rio Ohio (EUA). A produgdo de cloroférmio, depois de
96 horas em pH 7,0, em temperatura de 3°C, 25°C e 40°C foi menor que 50 ug/L em torno
100 ug/L e maior que 200 pg/L, respectivamente. A média de formagdo de THM foi mais alta
no verdo e mais baixa no inverno. Além da flutuacio da temperatura, isso também pode ser
explicado pelas variagdes sazonais, que podem resultar em mudanga na concentracdo de

precursores de SPD, ou seja, na concentracdo de matéria organica natural (MON).

Sanches et al. (2003) afirmam que, como regra geral, aceita-se que quanto maior a
temperatura maior serd a probabilidade de formacdo de trialometanos. Assim, existe uma
correlacdo tipica da temperatura que, a cada 10°C de incremento, eleva ao dobro a taxa de
formacdo de THM. Dessa forma, as variagdes sazonais, no que se refere a produgéo de THM,
observada em estagdes de tratamento que utilizam a mesma fonte de &4gua, deve-se, em grande

parte, ao efeito da temperatura.

A extensdo da taxa e a distribuigdo de formacéo de SPD sdo afetadas pela dose de cloro. Por
exemplo, altas doses e residuais favorecem a formacdo de AHA mais do que THM. Além
disso, altas doses de cloro resultam em uma alta proporgdo de AHA trialogenados, quando
comparado com di- e mono-AHA halogenados. Adicionalmente, outros subprodutos s&o
afetados (Reckhow et al., 1986).
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Reckhow et al. (1986) também constataram que a concentracdo de &cido tricloroacético
(ATCA) aumenta mais do que a de &cido dicloroacético (ADCA) com o aumento da dose de
cloro. Esses autores também observaram uma reducdo na concentracdo de 1,1,1-
tricloroacetona e de dicloroacetonitrila com o aumento da dose de cloro, que pode ser o

resultado da reacdo direta entre o cloro e estes dois SPD intermediarios.

Na verdade, deve-se ter em conta que qualquer oxidante usado na pré e pds-tratamento da
agua poderd reagir com 0s produtos quimicos j& presentes na gua bruta para formar outros
produtos indesejaveis, que podem aparecer na agua tratada. Por conseguinte, o fundamental,
no processo de tratamento, € eliminar a0 maximo os precursores antes da adi¢do do oxidante

para reduzir a demanda do desinfetante e a possivel formagao de subprodutos nocivos.

Considerando-se as informagdes levantadas na revisdo bibliografica, desenvolveu-se uma
metodologia de investigacdo que permitisse avaliar a oxidagdo de saxitoxinas (neoSTX,
dcSTX e STX) com cloro como uma alternativa para ampliar o espectro dos processos de
tratamento de aguas com elevadas concentragbes de cianotoxinas, observando as reacdes
cinéticas em diferentes valores de pH, doses de cloro e tempos de contato, acompanhando 0s
fatores intervenintes desse processo, como por exemplo, a avaliagdo da formagéo de

subprodutos da cloracéo.
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4 - METODOLOGIA

Para atingir os objetivos propostos, foi desenvolvido um trabalho experimental, fazendo-se
uso das instalagbes e equipamentos do Laboratério de Analise de Agua (LAA) da

Universidade de Brasilia, do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental.

O oxidante foi o cloro, gerado a partir da solucdo de hipoclorito de sédio. Foi analisada a
oxidacdo das variantes de saxitoxinas (neoSTX, dcSXT e STX), produzidas a partir de
cultivos de Cylindrospermopsis raciborskii (cepa T3). O trabalho envolveu quatro etapas

resumidas na Figura 4.1.

Etava 1 Ensaios de oxidagédo com cloro e valores T =30 mi
P de pH 5,0, 5,5 ¢ 6,0 “ — 30 muinutos
| AE1
Ensaios de oxidagédo com cloro e valores
Etapa 2 de pH 4.,0; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 8,0; 8,5; «¢—— T = 30 e 60 minutos
9,0;9,5;10,0e 11,0
Etapa 3 Ensaios de oxidagédo com cloro e valores . Detel?;:;?i :i)os izsr}e)zrzgletros
P de pH 5.0; 6,0: 7,0; 8,0: 9,0; 10,0 e 11,0 o © reag
(T= 90 minutos)
Selecdo de 4 dosagens de cloro e de 2 valores de pH
l ] i ] -
Dl D2 D3 D4

pH A1 pH B1 pH A2 pH B2 pH A3 pH B3 pH A4 pH B4

3 v v vy
v

-Determinagéo de subprodutos
-Ensaios de toxicidade

Legenda: D = dose de cloro; A e B = valores de pH; AE = Agua de Estudo; T = Tempo de Contato.

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas da pesquisa
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A Etapa 1 teve como objetivos a familiarizacdo com os equipamentos do laboratério e o
estabelecimento das primeiras faixas de doses de cloro e de pH que seriam utilizadas ao longo

dos ensaios, sendo utilizado o tempo de contato de 30 minutos.

Os objetivos da Etapa 2 foram confirmar as doses de cloro utilizadas na etapa inicial,
estabelecer novas faixas de doses de cloro e de valores pH e verificar a influéncia de um

tempo de contato maior do que 30 minutos na remocao de saxitoxinas.

A partir dos ensaios realizados na Etapa 2, percebeu-se a necessidade de se utilizar uma &gua
de estudo com toxinas purificadas, de modo a reduzir a influéncia dos produtos da lise celular
durante a oxidagdo das saxitoxinas. Além disso, em cada sequéncia dos testes realizados nas
duas primeiras etapas, a concentracdo inicial de saxitoxinas era sempre diferente. Assim, nas
Etapas 3 e 4, utilizou-se a AE2 (extrato semipurificado) com uma concentragdo inicial
constante de saxitoxinas. Cabe destacar que na Etapa 3, buscou-se determinar os parametros
cinéticos de reacdo e, a partir dos resultados obtidos, delimitaram-se as doses de cloro e 0s
valores de pH a serem usados na Etapa 4, para fins de determinagdo dos subprodutos da

oxidac&o e realizacdo dos ensaios de toxicidade.

4.1 - AGUA DE ESTUDO E SOLUCAO DE CLORO

As saxitoxinas utilizadas no presente trabalho foram obtidas a partir da lise do cultivo da cepa
T3 de Cylindrospermopsis raciborskii.

A cepa T3 foi fornecida pelo Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactéria
(LETC) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). Para o cultivo da cepa, foi utilizada a sala de cultivo de cianobactérias do Laboratdrio
de Analise de Agua do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da UnB.

O cultivo realizado foi unialgal, em meio de cultura ASM-1 e os frascos contendo as culturas
desses organismos foram mantidos em uma sala isolada, com controle da temperatura (em
torno de 24°C), da intensidade luminosa (cerca de 40 pEms™) e do foto-periodo (12:12 h).
Além desses cuidados, quando se produzia um grande volume de cultivo, foi utilizada uma
aeracdo continua, a fim de se manter as células em suspensdo (Lagos et al., 1999). A

densidade e o aspecto das células foram monitorados periodicamente por meio de observacdes
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em microscopio. A Figura 4.2 mostra a sala de cultivo instalada no Laboratdrio de Analise de
Agua (LAA).

Figura 4.2 — Sala de cultivo instalada no LAA

Para promover a lise celular e a liberacdo das toxinas para o meio liquido, o cultivo era
submetido a 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 liberagdo de toxina e de outros compostos
intracelulares para o meio liquido. O material resultante desse procedimento era armazenado

em congelador até os procedimentos que precediam a preparacéo da agua de estudo (AE).

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.

As concentragdes de saxitoxinas presentes nas aguas de estudo variaram durante 0s
experimentos nas Etapas 1 e 2. Foi adotada a base inicial dos valores de concentra¢des de
saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) determinadas por Silva (2005), cuja variagéo foi de 40
Hg/L a 70 pg/L, produzidas a partir da lise de um cultivo com 10’ cel/mL da cepa T3 de

Cylindrospermopsis raciborskii.
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Dois tipos de &gua de estudo foram utilizados nos ensaios (AE1 e AE2), o que permitiu
avaliar a influéncia dos produtos oriundos da lise celular na oxidagéo de saxitoxinas com
cloro. A Figura 4.3 mostra, de forma geral, os procedimentos realizados para a obtengéo das

aguas de estudo.

AE1

W4

iltracdo em
membranas de 8 um,
1 pme 0,45 um

Cultivo da
cepa T3

Gelo/degelo
(lise)

Semipurificagdo do
extrato pela sequéncia
metodologica de >— AE2
Rositano ef al. (1998)

Figura 4.3 — Procedimento para a obtencdo das aguas de estudo (AE1 e AE2)

Para a realizagdo das duas primeiras etapas do trabalho (Figura 4.1) foi utilizada a AE1, que
consistia, basicamente, do material lisado (saxitoxinas e outros compostos intracelulares
liberados a partir da lise) apds filtragho em membrana de retengdo de 8 pum, seguida de
membrana de microfibra de vidro de 1 um e, finalmente, em membrana de éster de celulose
de 0,45 um, conforme apresentado na Figura 4.3. A sequéncia de filtragdo tinha como
objetivo remover os fragmentos de células lisadas. A Figura 4.4 mostra as membranas de 8
um (a), 1 um (b) e 0,45 um (c), antes e depois de terem sido utilizadas no processo de

filtragcdo, durante a preparacdo das &guas de estudo.
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Figura 4.4 — Membranas utilizadas no processo de filtracdo de amostras com saxitoxinas ap6s
0 processo de gelo/degelo: (a) membrana de 8 um, (b) membrana de 1 um, (c) € membrana de
0,45 pm.

Nas Etapas 1 e 2 do trabalho, optou-se, portanto, por utilizar como agua de estudo a solucao
lisada e filtrada sem diluicdo com qualquer outro tipo de agua, a fim de se garantir que

houvesse uma alta concentragéo inicial de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX).

Dos resultados dos testes da Etapa 2 do trabalho, observou-se que a presenca, na agua de
estudo, de outros compostos intracelulares liberados a partir da lise, gerava problemas na
interpretagdo dos dados de oxidacdo das variantes de saxitoxinas estudadas, pois eles
proporcionavam demanda de cloro, interferindo no resultado final do processo de oxidagé&o.
Assim, para o desenvolvimento das demais etapas do trabalho (Etapas 3 e 4, Figura 4.1),
optou-se por proceder uma semipurificacdo do material lisado e filtrado. O procedimento de
semipurificacdo adotado foi o descrito por Rositano et al. (1998) que, além de permitir a
minimizagdo das impurezas oriundas do processo de lise celular, gerava um extrato com

elevada concentragdo de saxitoxinas.

Basicamente, o processo de semipurificagdo envolveu a passagem do material lisado (cerca de
200 mL a uma velocidade de 1 a 2 mL/min) em cartucho de extracdo em fase solida, contendo
carvéo grafitizado (marca Alltech — 300 mg/8 mL) previamente condicionado. As saxitoxinas
aderidas ao material adsorvente do cartucho eram, entéo, eluidas e os solventes utilizados para

eluicdo (metanol 50% e acido acético) eram posteriormente evaporados a baixa temperatura;
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em seguida, o residuo (saxitoxinas semipurificadas) era ressuspenso com &cido acético e
armazenado em um congelador até o momento da utilizacdo. Uma descricdo detalhada desse

processo de semipurificagdo é apresentada no Apéndice A.

Foi necessario produzir um volume de extrato que possibilitasse testar todos os valores de pH
nas Etapas 3 e 4 do trabalho, com a mesma concentragdos inicial de saxitoxinas. Em face da
concentracdo elevada de saxitoxinas no extrato, para produzir a AE2 era realizada a dilui¢do

do extrato em &gua desionizada (Milli-Q).

Quanto a solucdo de cloro utilizada na realizacdo dos ensaios de oxidacdo de saxitoxinas, ela
foi produzida no proprio LAA, utilizando Gerador Dosador de Solugdo Oxidante, cuja marca

comercial é Hidrogerox, modelo GE 25.

A solucdo produzida pelo gerador é produto da reacéo eletroquimica de cloreto de sodio, que
se transforma em uma soluc¢do oxidante contendo basicamente hipoclorito de sédio e &cido
hipocloroso, porém a maior parte é de hipoclorito de sédio (Paixdo, 2000). Para o presente
trabalho, as doses de cloro aplicadas referem-se, portanto, a concentracdo de cloro ativo. A

Figura 4.5 mostra o equipamento gerador da solucao de cloro que foi utilizado na pesquisa.

Figura 4.5 — Equipamento gerador de solucéo de cloro

42



Antes de se utilizar a solucdo produzida no equipamento mostrado na Figura 4.5, a
concentragdo presente de cloro era determinada. Essa concentragdo chegava a valores

superiores a 4000 mg/L de cloro ativo.

Para monitorar a dose aplicada, ainda na fase inicial do trabalho, fez-se uso do controle de
dose, aplicando-a ao mesmo volume de solucdo oxidante da agua de estudo em um volume de
dgua desionizada. O controle da dose foi feito em duplicata e a média dos valores das
concentragdes de cloro medida nos frascos de controle passou a ser considerada como a dose
aplicada. A Figura 4.6 mostra a realizagdo de um dos experimentos com saxitoxinas e 0

controle de dose que, para efeito de identificagdo, foi chamado de branco “a” e de branco “b”.

Amostra de saxitoxinas Controle das doses de cloro

com cloro == ~ aplicadas (mg/L) em agua

- desionizada

Figura 4.6 — Experimento com saxitoxinas e controle de doses de solugéo oxidante

4.2 - DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 — Procedimento Geral para a Realizacdo dos Ensaios de Oxidacéo

Antes de se iniciarem as etapas do trabalho, foram feitos ensaios iniciais (Etapa 1) com o
objetivo de se familiarizar com os equipamentos e identificar as faixas de doses de cloro que

poderiam ser avaliadas.

As doses de cloro adotadas inicialmente foram baseadas nos valores aditados em trabalhos de
diversos autores (Newcombe e Nicholson, 2002; Nicholson et al., 2003; Ho et al.,2006;
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Freitas, 2007 e Rodriguez et al., 2008), que utilizaram doses de cloro variando de 0,5 mg/L a

34,1 mg/L na remogé&o de cianotoxinas, incluindo as saxitoxinas.

Posteriormente, com o avango dos trabalhos, percebeu-se a necessidade de se aumentar as
doses de cloro, pois as concentracdes até entdo utilizadas ndo foram suficientes para oxidar
completamente as saxitoxinas estudadas, particularmente em ensaios com agua de estudo AE1
(material oriundo da lise). Para as Etapas 1 e 2 do trabalho (Figura 4.1), os ensaios com cloro

foram realizados com doses variaveis de 0,8 mg/L até valores proximos a 80 mg/L.

Os ensaios de oxidagéo foram feitos em duplicata para a verificagéo da reprodutibilidade dos
resultados, mas, eventualmente um terceiro ensaio era realizado quando a leitura dos dois
primeiros ensaios era diferente. Além disso, houve o acompanhamento da temperatura do

meio. A Figura 4.7 mostra o fluxograma dos ensaios de oxidagcdo com o cloro.

Preparacdo das aguas de Ajuste dopH e Transferéncia das amostras
estudo ) acompanhamento da ] para 0s béqueres
temperatura
v
Coleta de 2 aliquotas ap6s Aplicacgdo de diferentes
30 e 60 minutos de tempo de || Agitacdopor 1 min | | doses de cloro nos béqueres
contato (amostra e controle)
| l )
Aliquota 1 — analise Aliquota 2 — adicdo de
imediata de cloro tiossulfato de sédio e
residual livre e total armazenamento para
posterior analise de
saxitoxinas

Figura 4.7 — Fluxograma dos procedimentos que foram realizados em cada sequéncia de
ensaio com o cloro

Basicamente, o fluxograma mostrado pela Figura 4.7 foi utilizado em todas as etapas do
trabalho, sendo modificado o tempo de agitagdo e o tempo de contato, que passaram para 90
minutos na Etapa 3 do trabalho, e o tipo de &gua de estudo, que passou a ser a AE2. Além
disso, quando foi coletada amostra para anélise de subprodutos, utilizou-se, por recomendacéo
dos métodos da USEPA (1995), o 4cido ascorbico como agente redutor para extin¢do do cloro
residual, no lugar do tiossulfato de sodio. E importante destacar que para ajustar o pH para 0s

valores mostrados na Figura 4.1, foi utilizado o &cido cloridrico (1 N), quando a intencdo era
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reduzir o valor do pH, e o hidréxido de sédio (1 N), quando a intengdo era elevar o valor do
pH.

A avaliacdo do tempo de contato de 30 minutos é relevante por ser o tempo de contato
minimo, ap6s desinfeccdo, recomendado pela Portaria MS n° 518/2004. Quanto aos tempos
de 60 e de 90 minutos, eles foram utilizados numa tentativa de se verificar se um tempo de

contato maior resultaria em eficiéncia de remocéo mais significativa de saxitoxinas.

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. A Figura 4.8 mostra o

equipamento de teste de jarros que foi utilizado na pesquisa.

Figura 4.8 — Aparelho de teste de jarros que foi utilizado nas etapas 1, 2 e 3 do trabalho,

durante a realizagcdo dos ensaios de oxidacao de saxitoxinas

O volume de agua de estudo e o controle utilizado nas etapas foi de 300 mL. Foi usada a
agitacdo (50 rpm) no primeiro minuto de ensaio nas Etapas 1 e 2, com o intuito de
homogeneizar o oxidante a amostra com saxitoxinas. Apds esse tempo, 0s béqueres foram
cobertos com papel aluminio para minimizar a perda de oxidante para a atmosfera. Para a
Etapa 3, a agitacdo foi mantida constante em 50 rpm durante todo o periodo de realizagéo dos

ensaios, para controle durante a determinacdo dos parametros cinéticos.
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A avaliacdo de uma possivel perda ou transformagéo por degradacdo natural de toxinas foi
feita por meio de um controle de toxinas, contendo apenas a agua de estudo. Vale salientar
que ambos os controles (controle da dose de cloro e controle da degradagdo das saxitoxinas)

foram submetidos as mesmas condi¢des das amostras durante 0s ensaios.

Dado o tempo necessério da reagdo, as amostras de agua oxidada retiradas eram divididas em
duas aliquotas. Com a primeira (25 mL), era realizada a determinacéo do cloro residual livre e
total. Essas analises eram feitas imediatamente, pois caso contrério, o cloro permaneceria
reagindo com os compostos presentes na agua de estudo. Na segunda aliquota (25 mL), era
adicionado 0,5 mL de tiossulfato de sodio na concentracdo de 1 N, a fim de que o cloro
residual fosse totalmente consumido e, em seguida, a mesma era congelada para posterior
analise da concentracdo de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX). E importante mencionar
que, preliminarmente, foram feitos ensaios preparatorios para verificar qual a concentracéo de
tiossulfato de sodio seria usada para a neutralizacdo do cloro nas amostras, de modo que a

reacdo de oxidacdo fosse finalizada nos tempos de contato estabelecidos.

4.2.2 — Ensaios de Oxidagdo de Saxitoxinas em Presenga de Outros Compostos
Extracelulares (Etapas 1 e 2)

4221-FEtapal

Na Etapa 1, foram realizados 90 testes com a agua de estudo AE1 (saxitoxinas e demais
compostos liberados na lise) na presencga de cloro, cujas doses variaram de 1,7 mg/L a 32,2
mg/L. Os valores de pH foram 5,0; 5,5 e 6,0 e procurou-se aproximar as doses de cloro
aplicadas aos valores de 2 mg/L, 6 mg/L, 12 mg/L, 18 mg/L e 24 mg/L, que, a principio,

foram as concentragdes previamente escolhidas para o trabalho.

Em todos os ensaios realizados na Etapa 1, o tempo de contato da oxidag&o foi de 30 minutos.

A Figura 4.9 mostra o esquema de realizag&o dessa etapa inicial.
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D~ 0 mg/L (pH 5,0,
5,5e6,0)

» Retirada da amostra em tempo = 30 min

D ~2 mg/L (pH 5,0,
5,5e6,0)

»| Retirada da amostra em tempo = 30 min

D~ 6 mg/L (pH 5,0,
5,5e6,0)

» Retirada da amostra em tempo = 30 min

AE1 >

D~ 12 mg/L (pH 5,0,

» Retirada da amostra em tempo = 30 min
5,5e6,0)

D~ 18 mg/L (pH 5,0,

» Retirada da amostra em tempo = 30 min
5,5€e6,0)

D =~ 24 mg/L (pH 5,0,
5,5e6,0)

»| Retirada da amostra em tempo = 30 min

Figura 4.9 — Esquema dos ensaios de oxidagéo para a Etapa 1 do planejamento

Somente depois de realizados todos os procedimentos de ensaio com uma dose de cloro,
passava-se para a analise da proxima dose, a fim de que ndo houvesse acimulo de amostra,
garantindo-se, assim, que as analises de cloro residual livre e total fossem realmente
analisadas ao final do tempo de 30 minutos. Além disso, cada dose foi feita em duplicata. A

Figura 4.10 mostra a configuragdo das doses aplicadas e seus respectivos controles.

(pH 5,0) (pH 5,0) (pH 5,0) (pH 5,0)
' Amostra (a): Amostra (b):
AEATHOSETZ (a)./L Amostra (b): 4gua deionizada 4gua deionizada
+2,5mg AE]l +28 mg/L +2.8 mg/L de +2.8mg/L de
de cloro de cloro cloro cloro
) J \

Figura 4.10 — Configuragdo de um ensaio de oxidacéo na Etapa 1

Como j& mencionado, os frascos com agua desionizada, denominadas “Branco (a)” e “Branco
(b)” (Figura 4.10), foram utilizados para se determinar a dose de cloro efetivamente aplicada.
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4222 -Etapa?2

O objetivo da Etapa 2 foi avaliar o efeito do tempo de contato e do valor de pH em uma faixa

ampla na oxidagéo das saxitoxinas.

Os ensaios foram realizados com os tempos de contato de 30 e de 60 minutos, conforme o

esquema mostrado na Figura 4.11.

Retirada da amostra em t = 30 min

D =0 mg/L (pH 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
™ 7,0;8,0;85;90;95;100e11,0) ||

Retirada da amostra em t = 60 min |

Retirada da amostra em t = 30 min |

D =2 mg/L (pH 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
™ 7,0;8,0;8,5;90;95;10,0 e 11,0)

N S

Retirada da amostra em t = 60 min |

v

Retirada da amostra em t = 30 min |

D =6 mg/L (pH 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
1 7,0;8,0;8,5;90;9,5; 10,0 e 11,0)

v

Retirada da amostra em t = 60 min |

AEL ||

Retirada da amostra em t = 30 min |

D =12 mg/L (pH 4,0; 5,0; 5,5; 6,0;
1 6.,5;7,0; 8,0; 8,5;9,0;9,5;10,0 e 11,0)

N

Retirada da amostra em t = 60 min |

Retirada da amostra em t = 30 min |

D =~ 18 mg/L (pH 4,0; 5,0; 5,5; 6,0;
> 6,5;7,0;8,0;8,5;9,0;9,5;10,0e 11,0) [}

Retirada da amostra em t = 60 min |

Retirada da amostra em t = 30 min |

D =24 mg/L (pH 4,0; 5,0; 5,5; 6,0;
> 6,5;7,0; 8,0;8,5;9,0; 9,5; 10,0 e 11,0)

v v

Retirada da amostra em t = 60 min |

Figura 4.11 — Planejamento dos ensaios de oxidag&o para a Etapa 2.

O controle da doses de cloro efetivamente aplicada ocorreu de maneira analoga & Etapa 1,

com aplicacBes de cloro em agua desionizada.
E necessario lembrar que as doses de cloro mostradas nas Figuras 4.9 e 4.11 foram os valores

inicialmente previstos, ndo foram, necessariamente, as doses de cloro aplicadas, porém, no

inicio do trabalho, procurou-se atingir esses valores.
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O total de ensaios realizados na Etapa 2 foi 1152 (incluindo as duplicatas), sendo utilizado 12
valores de pH e 48 doses de cloro. O acompanhamento de cada valor de pH com amostra de
agua de estudo sem adicdo de cloro (D = 0 mg/L) também foi realizado. Esse procedimento

foi padrdo em todas as etapas do trabalho.

4.2.3 — Ensaio de Oxidagédo de Saxitoxinas a partir de Extrato Semipurificado (Etapas 3
ed)

4.2.3.1 - Avaliacdo preliminar da cinética de oxidagdo de saxitoxinas (Etapa 3)

Nas Etapas 1 e 2 os ensaios realizados foram conduzidos com amostras de concentragdes
diferentes de saxitoxinas para cada sequéncia de ensaio. J& nesta etapa, os experimentos foram
realizados com 4&gua de estudo preparada a partir de uma Unica solugdo estoque
semipurificada de saxitoxinas (AE2), ou seja, a &gua de estudo apresentava a mesma
concentragdo nos ensaios realizados com os varios valores de pH, doses de oxidante e tempos
de contato, numa tentativa de se estabelecer melhor padrdo de comparagdo entre o0s

parametros analisados.

Nesta fase do trabalho, o tempo de contato total para reagdo com cada dose de oxidante foi
ampliado para 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 detec¢do da presenca de
saxitoxinas. Nas aliquotas destinadas as saxitoxinas, como nas etapas anteriores, foi
adicionado o tiossulfato de sddio ap6s cada tempo de reagdo e, em seguida, elas foram

identificadas e armazenadas em congelador até 0 momento de analise em CLAE.

A coleta de aliquotas de &gua oxidada ao longo dos 90 minutos de ensaio objetivava a
avaliacdo da cinética da oxidagdo. O intervalo de 15 minutos foi selecionado para viabilizar a
deteccdo imediata dos residuais de cloro livre e de cloro total, pois, caso contrario, o oxidante
permaneceria reagindo com as saxitoxinas. A Figura 4.12 ilustra o procedimento que foi

adotado nesta fase da pesquisa.
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Amostra com adi¢ao de cloro Amostra sem adiciio de cloro
Aliquota t = 15 min Aliquota t = 15 min
Aliquota t = 30 min Aliquota t = 30 min
Aliquota t = 45 min Aliquota t = 45 min
Aliquota t = 60 min Aliquota t = 60 min
Aliquota t =75 min Aliquota t =75 min
Aliquota t = 90min Aliquota t = 90 min

N J N J

Figura 4.12 — Configuragdo dos ensaios realizados com agua de estudo 2 na Etapa 3

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 foi realizado em duplicata, além disso, foi
realizado o acompanhamento de uma possivel degradagdo das saxitoxinas por meio de dois
recipientes de controle (branco) com AE2 sem aplicagdo de cloro. A concentragdo inicial de

saxitoxinas (somatorio de STX, neoSTX e dcSTX) era cerca de 117,9 mg/L.

O total de ensaios realizados nesta etapa foi 672 (incluindo as duplicatas), sendo utilizado 7

valores de pH e 8 doses de cloro.

O controle de dose de cloro aplicada foi realizado do mesmo modo descrito nos itens 4.2.2.1 e

4.2.2.2 deste trabalho, ou seja, com a utilizagéo de adicdo em &gua desionizada.

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

cloro aplicada.
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Para a determinagdo da cinética de ordem “n” foi utilizada a metodologia descrita por
Levenspiel (1926), que usa o metodo do tempo de vida fracionaria (F = 80%), cuja

formulacdo é mostrada pela Equacéo 4.1.

_09" -1,

Equacdo 4.1
F k(n—1) 0 quac

onde tr € o tempo de vida fracionaria, C, é a concentracéo inicial do composto em estudo, k é

a constante da cinética e n é a ordem da reacdo. A descricdo desse método € apresentada no
Apéndice B.

E importante ressaltar que durante os ensaios de oxidacao, tendo como objetivo o0s estudos de
cinética, buscou-se o 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

reacOes de oxidagé&o.
4.2.3.2 — Avaliagdo de formacéo de subprodutos da oxidacdo (Etapa 4)

Foi avaliada a formacéo dos seguintes subprodutos: trialometanos (THM), acidos haloacéticos
(AHA), haloacetonitrilas (HAN), haloacetonas (HC), cloropicrina (CP) e cloro hidrato (CH)

durante o processo de oxidagéo das saxitoxinas com o cloro.

Os métodos utilizados para extracBes e andlises dos subprodutos foram baseados nos
procedimentos descritos pela USEPA 551.1 (1995) e USEPA 552.2 (1995), adaptados por
Paschoalato (1995).

A Figura 4.13 mostra a sequéncia dos procedimentos que foram adotados nesta etapa do

trabalho. Cabe destacar que a agua de estudo utilizada foi a mesma, em termos de

concentragdo inicial de saxitoxinas, da etapa dos ensaios de toxicidade.
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/ } /i /i | /} 7 Aplicagio de cloro

Branco Branco -Reago de oxidagio de saxitoxinas com
cloro
-Volume de amostra =300 mL
-Tempo de contato = 24 horas
Coleta de amostra para analise de
subprodutos

Figura 4.13 — Fluxograma dos ensaios de deteccao de subprodutos da oxidac¢ao de saxitoxinas
com cloro

O tempo de contato utilizado para a determinacdo de subprodutos foi de 24 horas. A escolha
desse tempo baseou-se no trabalho realizado por Paschoalato et al. (2008), que estudando o
potencial de formagdo de subprodutos com o uso do cloro (THM, AHA, HAN, HP e HC) no
tempo inicial de 0,5 h e final 24 h, foi possivel verificar a ocorréncia do potencial de formacdo
de subprodutos clorados.

Os ensaios destinados a avaliacdo de subprodutos foram realizados concomitantemente com
0s ensaios para avaliagdo da cinética, considerando os parametros estabelecidos para a etapa 4
(pH e doses de cloro). Dessa forma, somente depois de encerrado o ensaio cinético de
oxidacdo das saxitoxinas, as amostras destinadas a deteccdo de subprodutos foram dispostas
em frascos de vidro de cor ambar, sendo estes incubados a 25 + 1°C por 24 horas. Apés esse
intervalo de tempo, foram efetuadas as analises de cloro residual livre e total e procedeu-se a
descloragdo por meio da adi¢do de acido ascérbico (aproximadamente 1 g).

Conforme observado na Figura 4.13, a agua de estudo 2 (AE2) teve seu pH ajustado para 0s
valores 5,0 e 9,0 e, em seguida, foram aplicadas na mesma, dentro de um volume de 300 mL,
trés doses de cloro (1,5; 8 e 13 mg/L). As doses de 8 e 13 mg/L foram escolhidas com base
nos ensaios realizados na etapa 3, onde se observou que apds 30 minutos de tempo de contato,

foi verificado um residual de 0,5 mg/L de cloro livre; enquanto que para a dose de 1,5 mg/L, o
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residual de cloro livre ndo foi detectado. Dessa forma, optou-se por avaliar a formagéo de

subprodutos considerando essas duas condig¢fes: com e sem presenca de residual de cloro.

Com relacéo aos valores de pH adotados (pH 5,0 e 9,0), eles foram selecionados levando-se
em consideracdo duas situacbes extremas: em pH 5 foi observado maior resisténcia a acéo
oxidativa sobre as saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX), sendo registrados valores de
eficiéncias de remocéo abaixo de 50%; por outro lado, em pH 9, as eficiéncias de remogéo
dessas variantes foram significativas (superiores a 99%). Devido a essas diferengas de

eficiéncias de remocéo, optou-se por esses valores de pH.

As amostras colhidas em frascos de vidro foram mantidas sob temperaturas de 4°C, em
ambiente livre de gases organicos, para diminuicdo da cinética de reacdo de oxidacdo e
geracdo de subprodutos. Destaca-se que 0 prazo maximo para as analises das amostras foi de

7 dias, contados a partir da data da coleta e preservacgdo (EPA, 1995).

4.2.3.3 — Ensaio de toxicidade (Etapa 4)

De acordo com o Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP, 2006), o zooplancton
constitui-se em um excelente mecanismo de biomonitoramento para cianotoxinas. No entanto,
ainda ndo h4 protocolos de bioensaios padronizados para todos os organismos, de modo a se
testar os efeitos especificos de amostras ambientais de corpos d’&gua contendo cianobactérias
e suas varias toxinas. Dentre 0s organismos que tém o ensaio de toxicidade padronizado, est4
a Daphnia similis, estabelecido pela norma ABNT NBR 12713/2004. Portanto, esse
organismo e a Ceriodaphnia silvestrii (Crustacea, Cladocera) foram utilizados neste trabalho

com o objetivo de se avaliar o efeito toxicoldgico da oxidacdo das saxitoxinas com o cloro.

Os ensaios de toxicidade com os dafinideos D. similis e C. silvestrii foram realizados no
Departamento de Bioquimica e Microbiologia da Universidade Estadual de S&o Paulo —
UNESP, campus Rio Claro, e no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da

Universidade Federal de Séo Carlos — UFSCar, respectivamente.

Conforme orientagédo contida na ABNT NBR 12713/2004, para amostra na qual se pretende o

resultado qualitativo, ndo sdo necessarias diluicdes; no entanto, devem ser utilizadas, no
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minimo, quatro replicatas, A Figura 4.14 mostra a configuracdo dos experimentos de

toxicidade que foram realizados com os dafinideos.

Agua deionizada com solugdo de cloro
neutralizada com acido ascorbico

OHONOMN(C)

1,Smg/) | 1,5 mg/l] |1,5 mg/L| | 1,5 mg/ll

Ensaio | Saxitoxinas ¢ subprodutos da cloragiio Somente saxitoxinas

NANVANVANRVERNVANIVANIANZEE - & A & 4

CIOHCIICINONCHHOMOIRIONQONIONO,

2
3,5 mg/L{ [3,5mg |3,5mg/Lf |3,5 mg/l]
NVANVANIVANRVERNVANIVANIAN NS & A & 4
CICIHCIOONONONCIMONOMONC
3 Smg/L || Smg/L| | Smg/ | |5SmglL
NEPANIVANIVANRVERNIVANVANIVANIVEER - & A A 4
()
4

§mg/L | [8mg/L | | 8mg/lL | | 8 mg/lL

NANANANIVER NV ANIANANZER A A A

Figura 4.14 — Configuragéo dos experimentos de toxicidade.

Como pode ser observado na Figura 4.14, foi realizado o controle para cada valor de pH e
para 0s subprodutos resultantes das doses de cloro aplicadas. Esse controle foi feito sem e

com a presenca de saxitoxinas, a fim de se constatar se a inativagdo dos organismos foi devida
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a presenca dessas cianotoxinas ou pelos componentes quimicos utilizados no processo de

oxidacdo. O grupo controle também foi feito com quatro réplicas.

Os ensaios de toxicidade foram realizados em amostra de AE2 submetidas a oxidacdo de
doses de cloro de 1,5 mg/L; 3,5 mg/L; 5 mg/L e 8 mg/L, conforme arranjo mostrado na Figura
4.14. Essas doses de cloro foram aplicadas na AE2 ajustada para o valor de pH 5,0. Esse valor
de pH foi adotado levando-se em consideragao as condi¢Ges de sobrevivéncia dos organismos
utilizados nos ensaios, que ndo se adaptam a variacdo de pH, sendo necessario manter o valor
do pH proximo a neutralidade. (ABNT NBR 12713/2004).

Considerando que os ensaios foram realizados com amostras sem diluigdo (amostras 01 a 48,
Figura 4.14), os resultados foram expressos de forma qualitativa, ou seja, como “toxico” ou
“ndo tdxico”, confirmados por meio de andlise estatistica (teste de Fisher), método estatistico
recomendado pela ABNT NBR 12713/2004, utilizando o programa computacional
TOXSTAT 3.3 (Gulley et al., 1991).

Apobs 24 e 48 horas de bioensaios com os organismos em teste, foi quantificada a taxa de
sobrevivéncia para as quatro réplicas. Aqueles organismos que ndo foram capazes de realizar
nenhum movimento natatorio dentro de um intervalo de 15 segundos, apds agitacdo suave do

tubo, foram considerados imdveis (mortos).

Maiores detalhes de realizac&o dos ensaios de toxicidade, tais como, cultivo e manutengédo dos
dafinideos, precedimento de realizagdo do teste para determinacdo da sensibilidade dos

organismos e procedimento do teste de toxicidade aguda sdo apresentados no Apéndice C.

E importante destacar que os residuos de saxitoxinas produzidos em todas as etapas do
trabalho (Etapas 1 a 4) foram oxidados com doses de cloro suficiente para gerar um residual
de cloro livre acima de 5 mg/L, ao final de um tempo de detencdo superior a 72 horas. Esse
procedimento foi adotado para evitar a contaminacdo do Lago Paranod, uma vez que esse

manancial é utilizado para recreacdo da cidade de Brasilia e entorno.
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4.3 - METODOS ANALITICOS

A Tabela 4.1 mostra, de forma resumida, os parametros avaliados, os métodos e 0s

equipamentos utilizados durante a realizacdo do trabalho.

Tabela 4.1 — Pardmetros avaliados, métodos e equipamentos utilizados no trabalho.

Caracteristica

Método

Equipamento

Cloro residual livre e total
(mg/L)

Colorimétrico DPD

Espectrofotdmetro
(HACH/DR-2010)

pH

Potenciométrico

pHmetro ORION/ MODELO
310

Subprodutos da cloragéo
(ng/l)

THM, CH, CP, HAN, HC
(USEPA 551.1)

AHA (USEPA 552.2)

Cromatografo a gas (CG), da
marca Varian, modelo
3600CX

Saxitoxinas (pg/L)

Cromatografia liquida

Cromatografo Liquido de
Alta Eficiéncia com
derivatizagdo pos-coluna e
deteccdo de fluorescéncia
(CLAE-DFL)

Temperatura (°C)

TermoOmetro de mercurio e

termometro digital

O método utilizado para a determinacdo do cloro residual livre e cloro total foi o DPD

colorimétrico com leituras em espectrofotometro da marca HACH, modelo DR 2010,

programa n° 80 com curva de calibragdo de DPD variando de 0,1 a 2,2 mg/L de concentragé&o,

em comprimento de onda de 530 nm em cubeta de vidro de 10 mL. Esse método equivale as

diretrizes estabelecidas pelo Standard Methods para a determinacdo do cloro livre e do cloro
total (APHA, AWWA, WPCF, 2005). A Figura 4.15 mostra o espectrofotdometro que foi

utilizado para medir a presenca de residual de cloro livre e de cloro total.
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Figura 4.15 — Espectrofotometro utilizado para medir cloro livre e cloro total

4.3.1 — Deteccdo de Saxitoxinas

O método utilizado para a deteccdo das saxitoxinas foi a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), também conhecido como HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography). A Figura 4.16 mostra o aparelho que foi utilizado na pesquisa no momento
da realizacdo de um dos ensaios para a detecgdo de saxitoxinas.

Figura 4.16 — Aparelho de CLAE para detecgéo de saxitoxinas
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As anélises das variantes neoSTX, dcSTX e STX, em CLAE, foram baseadas na metodologia
descrita por Oshima (1995), que envolve a oxidacéo pds-coluna e deteccdo por fluorescéncia.

As principais caracteristicas do método sdo apresentadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — CondicBes que foram adotadas para a anélise de saxitoxinas

Parametro Condicéo ou descrigdo
Coluna Coluna de fase reversa C-18
Fase movel
Vazdo 0,8 mL/min
Composigao Heptanosulfonato de sédio (2 mM) em 30 mM de fosfato de

amoOnia, pH 7,1 e 3% de acetonitrila.

Reagente oxidante
Vazéo 0,4 mL/min
Composigdo 7 mM de &cido periddico (HIO4) em 10 mM de tampdo fosfato

de potassio, pH 11,0

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

Vazéo 0,4 mL/min

Composicio Acido Acético

Deteccao

Excitacéo 330 nm

Emisséo 390 nm

No método mostrado na Tabela 4.4, 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 fragcbes cromatograficas, quando
Arantes (2004) realizou testes no Laboratorio de Toxinologia/UnB para anélise de saxitoxinas

a partir da cepa T3 de Cylindrospermopsis raciborskii.

O sistema para analise de saxitoxinas consiste de uma bomba de alimentacdo da fase mdvel
(Shimadzu LC-20AT); um injetor de amostra com loop de 100 pL; uma coluna de fase
reversa (Fusion-RP 80A, C-18, 150 x 4,6 mm, 4 microm — Phenomenex); duas bombas, sendo

uma para inje¢do do &cido periddico em tampdo fosfato de potéssio e a outra para injecéo do
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acido acético; um reator p6s-coluna constituido de um tubo de Teflon (10 m de comprimento
e 0,5 mm de didametro interno) aquecido a 80°C (Forno Shimadzu CTO-20A) e um detector de
fluorescéncia (Shimadzu RF-551). A Figura 4.17 apresenta, de forma esquemética, o sistema

de funcionamento da CLAE.

i
Fase movel ¢ \ | Pds-coluna
’ _, ColunaC18 e —_—
i :.’:( S J— Mt Joed ll ' l.] A 1"g }ilumimetrn :
.’1'. | ' i WY xS I |
ﬁlc;rlr_ﬂc):ade & 'I Bombas
kXS s =)
(- Jr | Peristacticas
Amostra H
Acido Periodico Acido Acético

Figura 4.17 — Diagrama do sistema de CLAE com reator p6s-coluna para a anélise de

saxitoxinas (Chen e Chon 2002, modificado).

Apos passar pela coluna, a amostra recebia, continuamente, solucéo de &cido periédico em
solucdo tampéo de fosfato de potéssio e durante a passagem pelo reator pds-coluna a mesma
era oxidada, formando produtos que apresentavam fluorescéncia, permitindo a detecgdo das
saxitoxinas no fluorimetro. Porém, antes de chegar ao fluorimetro, a amostra era acidificada
com acido acético com o objetivo de cessar a reacdo de oxidagcdo. Por meio de um
computador acoplado ao aparelho de CLAE, obtinha-se uma curva (cromatograma), cuja area

abaixo da curva forneceu a concentragéo das saxitoxinas presentes na amostra.

A identificacdo da presenca de cianotoxinas nas amostras foi feita por meio de comparagéo
dos cromatogramas destas com as amostras de padrdes, observando-se o tempo de retengdo. A
Figura 4.18 mostra o cromatograma das amostras dos padrfes das variantes de saxitoxinas
(neoSTX, dcSTX e STX) utilizados neste trabalho.
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Figura 4.18 — Cromatograma das amostras de padrdes de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX).

Os padrdes de saxitoxinas utilizados na pesquisa foram adquiridos por meio de importagéo do

National Research Council Canada, Institute for Marine Bioscences, Halifax.

A érea da fragdo cromatogréfica identificada como sendo cada variante de saxitoxina foi,
entdo, quantificada a partir da curva de calibracdo especifica para cada variante. No Apéndice
D estéo dispostas as curvas de calibragdo obtidas para as variantes neoSTX, dcSTX e STX,

com ajuste linear e coeficiente de correlagéo (R?).

A ocorréncia de degradacdo natural das saxitoxinas durante a duracéo dos testes foi também
avaliada, tendo em vista que o procedimento geral, como preparagéo de vidrarias, preparagdo
de solucdes e demais controles para a realizagdo de um ensaio, demorava, no minimo, 3 horas
para ser concluido. Assim, uma aliquota de 10 mL da 4gua de estudo foi coletada no inicio do
ensaio (t = 0 hora), sendo imediatamente congelada para preservacédo até a analise em CLAE.
Apo6s 3 horas de ensaio, coletou-se uma nova aliquota de 10 mL da agua de estudo e que foi
também congelada para posterior andlise. As aliquotas coletadas foram descongeladas ao
mesmo tempo e analisadas em sequéncia. A Figura 4.19 mostra os cromatogramas referentes

ao tempo zero (t = 0 hora) e ao final de 3 horas dos ensaios (t = 3 horas).
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Figura 4.19 — Cromatogramas no tempo zero (t = 0 hora) e ao final de 3 horas (t= 3 horas) da
agua de estudo 1 (AE1)

A Figura 4.19 revela que ndo houve alteragdo da agua de estudo ao longo de 3 horas, sendo
descartada a possibilidade de degradacéo natural das saxitoxinas durante o tempo minimo dos

ensaios.

4.3.2 — Determinacéo de Subprodutos

As anélises para detecgdo e quantificagdo dos subprodutos foram realizadas no Laboratdrio de
Recursos Hidricos da UNAERP, em Ribeirdo Preto — SP, sob a responsabilidade da
Professora Dra. Cristina F. P. R. Paschoalato. O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo a
gas (CG), da marca Varian, modelo 3600CX, com detetor de captura de elétrons (DCE). A

Figura 4.20 mostra o aparelho que foi utilizado nesta etapa da pesquisa.
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Figura 4.20 — Cromatdgrafo a géas utilizado nas analises de subprodutos

As metodologias de cromatografia utilizadas foram validadas por Paschoalato (2005). A
utilizacdo de procedimentos de extracdo sdo requisitos preliminares para as analises de
compostos organicos por meio da técnica analitica de cromatografia gasosa. Para atender a
proposta de realizagdo deste trabalho, foi necessaria a utilizacdo de duas extracOes distintas,
uma para a determinagdo de trialometanos, cloro hidrato, haloacetonitrilas, haloacetonas e
cloropicrina e a outra para determinacdo de acidos haloacéticos. Os extratos obtidos foram

analisados por métodos distintos.

Foram realizados diversos ensaios de extracdo para a verificacdo da recuperacdo analitica e
padronizacdo do procedimento, pois a determinagdo do volume de amostra em funcdo do

volume de solvente utilizado é importante para a completa extracao.

4.3.2.1 — Determinagdo de trialometanos, cloro hidrato, cloropicrinas, haloacetonas e

haloacetonitrilas

Os métodos utilizados para a extracdo de trialometanos, cloro hidrato, cloropicrinas,
haloacetonas e haloacetonitrilas foram baseados no procedimento descrito pela USEPA 551.1
(1995).

As condigdes de operacdo do equipamento (Figura 4.20) ndo séo idénticas e podem apresentar

variagdes de um equipamento para outro. Devido a esse fato, houve a necessidade de se
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adequar diversas condi¢cdes na metodologia referenciada (Paschoalato, 2005). A Tabela 4.3
mostra 0s parametros e as condi¢des utilizadas nas analises de trialometanos, cloro hidrato,

cloropicrinas, haloacetonas e haloacetonitrilas.

Tabela 4.3 — Parametros e condigOes utilizadas na determinagdo de trialometanos, cloro

hidrato, cloropicrinas, haloacetonas e haloacetonitrilas

Parametro Condicéo ou descrigao
Coluna J & W-DBI, 30 mx 0,32 mm ID e 5 pm filme.
Vazéo Gés de arraste nitrogénio com vazdo de 3,6 mL/min, 74 cm/s

com pressdo de 15 psi (1,071 atm).

Temperatura do injetor 160°C

Temperatura do detector 290°C

Temperatura inicial 40°C por 1 min, rampa de aquecimento até 125°C numa razao
de 5°C/min, rampa de aquecimento até 150°C numa razdo de

26°C/min e permanece em 150°C por 3 min.

Vazao de divisdo de amostra | 2 mL/min e sensibilidade 1

Tempo total aproximado 23 min para cada analise

Volume de extrato injetado |1 pL

Por este método foram determinados os seguintes compostos:

e Trialometanos (THM): cloroférmio, bromodiclorometano, dibromoclorometano,
bromoférmio.

e Cloro hidrato (CH).

e Haloacetonitrilas (HAN): dicloroacetonitrila, tricloroacetonitrila, dibromoacetonitrila,
tribromoacetonitrila, bromocloroacetonitrila.

e Halopicrina (HP): cloropicrina.

e Haloacetonas (HC): 1,1-dicloropropanona, 1,1,1-tricloropropanona.

O composto utilizado como padrdo interno (PI) foi o diclorometano, grau cromatogréfico,
marca J.T. Baker e foram utilizados os seguintes padrdes para calibragéo:
e Padréo misto de trialometanos, marca Supelco (48140-U) para THM.
e Padrdo misto de halogenados volateis (EPA 551 B), marca Supelco (48046), para

haloacetonitrilas, cloropicrina e haloacetonas.
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e Padréo puro de cloro hidrato, marca Supelco (47335-U).

A Figura 4.21 mostra um cromatograma tipico que se obteve quando da elaboracéo de um dos
pontos da curva de calibragédo, especificamente o ponto 3, mostrado na Tabela resumo da
curva analitica de calibracdo dos trialometanos, cloro hidrato, cloropicrinas, haloacetonas e
haloacetonitrilas. Detalhes adicionais sobre a extragéo e determinagdo de trialometanos, cloro

hidrato, cloropicrinas, halocetonas e haloacetonitrilas sdo apresentados no Apéndice E.

[ 551 mar09 3™-DATA]

Diclore
ometano
Dibromoacetonitrila

1,1, 1-tricloropropanona

1,1-Dicloropropanona

romoformio

Cloro hidrato

oroformio

, , , , , , , , , , , , , , , , , RT [min]
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 4.21 - Cromatograma tipico obtido na calibragdo de trialometanos, cloro hidrato,

cloropicrinas, halocetonas e haloacetonitrilas - ponto 3 (Apéndice E, Tabela E.1)

4.3.2.2 — Determinacéo de 4cidos haloacéticos

As extracOes utilizadas para as determinaces dos &cidos haloacéticos foram adaptadas do
método USEPA 552.2 (1995). Uma reacdo de derivatizacdo foi necessaria para transformar os
acidos em ésteres e o procedimento foi efetuado por uma metilagdo acida.

Embora o método utilizado para a determinacdo cromatografica seja baseado nas
recomendagdes da USEPA 552.2, as condic¢Oes de operacdo do equipamento ndo sdo idénticas
e podem variar de um equipamento para outro. Devido a esse fato, houve a necessidade de se
adequar diversas condigdes que sdo variaveis na metodologia.

As condi¢Bes cromatogréficas otimizadas para a determinacdo dos AHA sdo mostradas na
Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Pardmetros e condices utilizadas na determinacédo de &cidos haloacéticos

Parametro Condicéo ou descrigao

Coluna capilar DB-1701, 30 m, 0,32 mm ID, 0,25 um de filme

Gas de arraste Nitrogénio

Temperatura do injetor 250°C

Temperatura do detector 300°C

Vazdo 1,4 mL/min, velocidade de 29 cm/s em 6psi (0,428atm)

Sensibibilidade 10 (sem divisdo de amostra)

Temperatura isoterma 40°C por 3 min, aquecimento a 130°C numa razdo de 4°C/min
durante 2 min, aquecimento a 180°C numa razéo de 10°C/min
dirante 5 min

Tempo total aproximado de|31,50 min

corrida analitica

Para a elaboracdo da curva de calibragdo, foi utilizada uma mistura de padrées da marca
Supelco (4-7787), originalmente dissolvido em meio MTBE com 0s seguintes compostos de
acidos haloacéticos (AHA): &cido monocloroacético, acido dicloroacético, 4&cido
tricloroacético, 4&cido monobromoacético, &cido dibromoacético, acido tribromoacético, &cido
bromocloroacético, acido bromodicloroacético e &cido dibromocloracético. A Figura 4.22
mostra um cromatograma tipico que se obteve quando da elaboracdo de um dos pontos da
curva de calibracéo, especificamente o ponto 7, mostrado na Tabela resumo da curva analitica
de calibracdo do &cidos haloacéticos (AHA), colocada no Apéndice E, onde é possivel
também obter detalhes adicionais sobre a determinagdo desses subprodutos.

BDCAA
TBAA

DBAA
2,3-DIBROMOPROPIONICO (P1) CDBAA

surrogate

, , , , , , , , RT [min]
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Figura 4.22 - Cromatograma tipico de calibracdo de &cidos haloacéticos — ponto 7 (Apéncice
E, Tabela E.2)
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — ENSAIOS DE OXIDAGCAO DE SAXITOXINAS EM PRESENCA DE OUTROS
COMPOSTOS EXTRACELULARES (ETAPAS 1 E 2)

5.1.1-Etapal

Para os ensaios de oxidagdo com cloro realizados na Etapa 1, optou-se, como descrito na
metodologia, por utilizar apenas o tempo de contato de 30 minutos, sendo o cloro o agente
oxidante. A Tabela 5.1 mostra as condigdes dos ensaios que foram realizados.

Tabela 5.1 — Condicbes de avaliagdo do ensaio de oxidacdo de saxitoxinas com cloro
utilizando a &4gua de estudo 1 (AE1) ajustada para os valores pH 5,0, 5,5 e 6,0 (Etapa 1)

Doses médias de cloro . Concentracg0es iniciais médias
N° do . pH da L.
. aplicadas (mg/L) de saxitoxinas (ug/L) (n = 2)
ensalo AEl
(n=2) neoSTX dcSTX STX
1 2,8;7,3;16;26 e 32 5,0 83,3 4,8 2,5
2 3,8;8;14;21e 29 55 86,2 6,6 ND
3 1,7;5;7,7;13 e 18 6,0 73,7 ND 2,8

Legenda: ND = Nao Detectado; n = nimero de amostras utilizadas; * valor de pH ajustado

Nos ensaios realizados, procurou-se aproximar as doses de cloro aplicadas aos valores de
referéncias de 2 mg/L, 6 mg/L, 12 mg/L, 18 mg/L e 24 mg/L, as quais foram as doses
inicialmente propostas para este trabalho. No entanto, devido & alta concentracéo da solucéo
de hipoclorito de sddio, e outras interferéncias externas, como a variacdo na pipetagem da
solucdo, as doses resultaram em valores diferentes da proposta inicial. Assim, os valores das
concentragdes de cloro mostradas na Tabela 5.1 representam a média dos valores medidos nos
frascos de controle de dose, chamado de “branco”, realizado em duplicata para cada valor

aplicado.

Quanto a concentragdo das variantes de saxitoxinas, é possivel observar na Tabela 5.1 que a
mesma permaneceu sempre alta, particularmente a variante neoSTX, cuja concentragéo inicial
foi superior a 20 vezes ao valor méximo recomendado pela Portaria n° 518/2004 para aguas

destinadas ao consumo humano, que é de 3,0 pg/L de equivalentes STX/L. As outras duas
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variantes de saxitoxinas analisadas também se faziam presentes, mas em menores
concentragdes. Os valores apresentados das variantes de saxitoxinas representam a média de
duas leituras realizadas por CLAE, sendo realizada uma terceira analise, eventualmente, para
confirmago dos dois primeiros resultados. E importante destacar que os limites de deteccio
do equipamento para as trés variantes de saxitoxinas foram 1,3 pg/L, 0,7 ug/L e 0,6 ng/L,

respectivamente para a neoSTX, dcSTX e STX.

Os resultados da Etapa 1 do trabalho apresentaram alguma disperséo, pois se tratava de uma
fase da pesquisa na qual os procedimentos metodoldgicos ainda estavam sendo ajustados

(etapa preliminar).

Nesta etapa, em particular, os valores do pH na agua de estudo 1 (AE1) variaram de 7,4 a 7,8,
a temperatura do ar variou entre 22°C e 26°C e a temperatura da AE1 durante os ensaios
variou entre 18°C e 25°C. O valor do pH da 4gua de estudo, em cada ensaio, foi corrigido com
solucdo de &cido cloridrico 1 N para 5,0; 5,5 e 6,0. Devido ao fato da temperatura da amostra
ter apresentado uma variacdo de 7°C, foi necessario adotar um monitoramento mais rigoroso
da temperatura ambiente e da amostra, para isso, foi necessaria a utilizacdo de uma sala
climatizada que proporcionasse menos variagdo da temperatura. Essa sala foi utilizada durante

as Etapas 3 e 4 do trabalho.

Como quase todas as doses do oxidante utilizado apresentavam concentra¢des elevadas de
cloro, acima de 2 mg/L, houve a necessidade de se fazerem diluigdes nas amostras coletadas
para medicdo do cloro residual, pois o limite superior do método usado para a detecgdo era de
2,2 mg/L, ocasionando atraso na analise. Consequentemente, para doses elevadas, o tempo de
contato, para efeito de determinacdo do cloro residual, foi maior do que o originalmente

previsto.

Apesar do contratempo da necessidade de diluicGes das amostras nas determinacdes do cloro
residual, houve uma tendéncia de comportamento comum em todos o0s ensaios realizados. A
Figura 5.1 mostra as concentragdes de cloro livre e de cloro combinado depois de um tempo
de contato de cerca 30 minutos, em relagdo & média aritmética simples da dose de cloro
aplicada em cada sequéncia de ensaio. A Figura 5.2 mostra as variagdes das concentracdes de

saxitoxinas para as diferentes doses de cloro aplicadas e para os trés valores de pH avaliados.
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Figura 5.1 — Doses de cloro aplicadas e residuais de cloro livre e de cloro combinado em
valores de pH 5,0 (a), 5,5 (b) € 6,0 (c) ap6s um tempo de contato de 30 minutos.
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Figura 5.2 - Concentragdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de cloro e
valores de pH 5,0 (a), 5,5 (b) e 6,0 (c) ap6s um tempo de contato de 30 minutos
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De modo geral, ao aplicar uma dose entre 1,7 mg/L a 3,8 mg/L de cloro, ocorreu 0 consumo
quase que total do cloro residual livre. Porém, com a adi¢éo de doses acima de 5 mg/L, foram
observados residuais, chegando a valores maiores do que 4 mg/L para o cloro livre e de 10

mg/L para o cloro combinado.

Os valores das concentracdes de cloro medidas nos frascos de controle (branco “a” e branco
“b™), no tempo de contato 30 minutos, representaram as doses efetivamente aplicadas, de
modo que a demanda de cloro observada foi atribuida as reagBes de oxidacdo entre as
saxitoxinas e outros compostos intracelulares presentes na 4gua de estudo. As demandas de
cloro (Figura 5.1) foram calculadas através da diferenca entre a dose aplicada e o residual de
cloro em fungdo do tempo de contato. Nesse caso, para todas as doses de cloro aplicadas, a
demanda ficou acima de 50%; contudo, essa alta demanda de cloro n&o contribuiu para uma

remogcao satisfatdria das saxitoxinas.

Ao adicionar dose de cloro maiores que 2 mg/L & solucéo contendo as trés variantes (neoSTX,
dcSTX e STX), observaram-se mudancgas nos valores das concentragdes dessas saxitoxinas,

havendo redugdes e aumentos no valor das variantes em funcéo do valor do pH (Figura 5.2).

Dos resultados mostrados na Figura 5.2, 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. De fato, no caso dos valores de pH 5,5 e 6,0,
houve uma tendéncia inicial a redugdo da concentragdo com o aumento da dose de cloro,
porém, com o uso de doses mais elevadas, a concentracdo de neoSTX voltou a crescer,
sugerindo a possibilidade de transformagdo entre variantes ou alguma interferéncia de
produtos oriundos da lise celular na deteccéo dessa toxina. O comportamento da dcSTX e da

STX foi aleatorio, porém com tendéncia ao aumento no valor de pH mais elevado (pH 6,0).

Esse comportamento aleatério da dcSTX e da STX, frente as diferentes concentraces de
cloro, pode ser devido as transformagBes 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). Essa hipdtese foi investigada nas etapas seguintes deste
trabalho.
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E importante ressaltar que, nas analises por CLAE, os limites das éareas formadas s&o
determinados pelo analista, para que o programa possa calcular a &rea sob o pico. Isso pode
levar a alguns erros no resultado das concentragdes de saxitoxinas. Dai porque as analises da
etapa inicial foram repetidas nas demais etapas da pesquisa, a fim de se confirmarem tais

resultados.

Ainda na Etapa 1 do trabalho, cogitou-se a possibilidade de haver interferéncia do uso do
tiossulfato de sédio como agente desclorante na deteccéo das variantes de saxitoxinas, quando
da neutralizacdo do cloro ap6s o tempo de contato. Para avaliar uma possivel interferéncia
desse produto com o cloro na andlise de saxitoxinas por CLAE, foram feitos testes
acrescentando doses de cloro e, imediatamente apds, o tiossulfato de sddio nas amostras de
agua de estudo, evitando-se a oxidacdo das saxitoxinas. Em seguida, a amostra da AEL e as
amostras de AE1 com cloro e com tiossulfato foram injetadas no CLAE, apresentando
cromatogramas idénticos. Esse teste indicou ndo haver influéncia mensuravel do tiossulfato

de sddio na formacdo dos cromatogramas.

5.1.2-Etapa?2

Foram realizados ensaios com a dgua de estudo (AE1) contendo saxitoxinas e outros produtos
provenientes da lise celular, de maneira andloga a Etapa 1, porém utilizando-se os tempos de
contato de 30 e de 60 minutos e uma ampla faixa de valores de pH (4,0 a 11,0). Os testes
consistiram em duas fases com a mesma configuragdo, sendo realizados em duplicata. A
primeira fase consistiu em adotar as mesmas doses de cloro livre da etapa inicial, enquanto
que a segunda fase consistiu em utilizar as doses que alcangavam melhor remogéo,
procurando otimiza-las de acordo com o pH da amostra e a concentracdo de saxitoxinas

presentes. A Tabela 5.2 mostra as condigdes dos ensaios realizados nesta etapa da pesquisa.
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Tabela 5.2 — CondigBes de realizagdo dos ensaios de oxidagdo na AE1 utilizando cloro (Etapa 2)

Doses médias de cloro . Concentracdes medias iniciais
N® do aplicadas (mg/L) pH da de saxitoxinas (ng/L) (n = 2)
ensaio amostra
(n=2) neoSTX | deSTX | STX
01 10,1e32 4,0 76,7 315 318
9,3e31 58,7 12,3 19,7
02 346e4l 5,0 73,1 58 8,3
54e78 60,2 13,1 17,9
03 26 e 34 6.0 35,0 2,2 2,7
57e79 86,1 15 19,1
04 8e29 6,5 56,5 78 11,4
05 10,5; 36 e 57 70 51,8 2,9 4,4
14e17 71,7 34 4,1
15e26 79,7 2,7 4,6
06 54e79 8,0 46,6 4,2 6,2
11e37 20,6 57 9,5
07 13e34 8,5 85,3 5,2 59
3,4:6,9;14;19e 28 116,3 54 7,4
9,1e32 27,5 6,0 9,9
08 49e8,.2 90 51,9 79 10,0
16e3,6 32,1 34 4,6
09 15e3.2 9,5 72,6 3,0 3,7
10 0,8e38 10,0 75,0 ND ND
9,2e30 95,1 2,1 1,8
11 09e29 11,0 56,5 ND ND

Legenda: ND = Nao Detectado; n = nimeros de amostras utilizadas; * valor de pH ajustado

Os ensaios com 0s dados de entrada mostrados na Tabela 5.2 foram realizados com a
temperatura do ar variando entre 24°C a 27°C e a temperatura da AE1 variando entre 23°C a
26°C.

O pH natural da agua de estudo variou de 6,1 a 8,1, portanto, para se conseguir os valores de
pH apresentados na Tabela 5.2, fez-se uso do &acido cloridrico, quando a intencéo era diminuir
o valor do pH, e do hidroxido de sédio, quando a intencéo era aumentar o valor do pH.

A rotina dos ensaios de oxidagéo nesta etapa da pesquisa foi a mesma da Etapa 1 (item 5.1.1),
0 que significa que, em cada experimento, tinha-se uma agua de estudo com concentracao
inicial diferente de saxitoxinas para cada ensaio realizado.
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Com relagdo ao comportamento do oxidante durante os ensaios, verificou-se uma grande
variabilidade das doses aplicadas. As Figuras 5.3 e 5.4 mostram as doses de cloro aplicadas e

os residuais obtidos.
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Figura 5.3 — Doses de cloro aplicadas, com respectivos residuais, em amostras de pH 4,0; 5,0;

6,0, 6,5; 7,0 e 8,0 apds os tempos de contato de 30 e de 60 minutos.
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Figura 5.4 — Doses de cloro aplicadas com respectivos residuais, em amostras de pH 8,5; 9,5;
10,0 e 11,0 apds os tempos de contato de 30 e de 60 minutos.

Descontando-se o valor do cloro residual livre do valor do residual total (determinados pelo
método DPD), a deteminacdo de cloro combinado, ao final do tempo de contato, indica a
presenca de cloraminas, mas ndo foram determinadas sob quais formas de cloraminas
(monocloramina, dicloramina ou tricloramina) estavam presentes nas amostras. Entretanto,
com base nos valores do pH em que os ensaios foram conduzidos, pode-se estimar a
predomindncia de cada uma das formas de cloraminas presentes, conforme relatado por
Symons et al. (1982). Em valores de pH acima de 8,5 ha apenas monocloraminas; em pH 7,
cerca de 50% é monocloramina e entre os valores de pH 4,4 e 5,0 h4 apenas dicloramina. As
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quantidades de mono, di e tricloraminas assumem importancia, tendo em vista que esses
compostos apresentam entre si diferentes poderes de oxidacdo: as dicloraminas tém maior
efeito oxidativo, seguida das monocloraminas, enquanto que as tricloraminas praticamente
ndo apresentam nenhum efeito oxidante.

Provavelmente, o principal fator responsavel pela formacéo de cloraminas (cloro combinado)
tenha sido a presenca dos compostos organo-nitrogenados presentes na AE1 (saxitoxinas e
outros produtos da lise). Shang e Blatchley (2001) estudaram o destino e a distribuigédo do
cloro em solugdes aquosas de culturas de bactérias. As soluges foram submetidas a cloragéo
em diferentes concentracdes iniciais de cloro. Curvas de cloragdo ao breakpoint *“falso-
positivas’ foram observadas, provavelmente devido a formacdo de compostos cloro-organo-
nitrogenados. Os resultados indicaram a existéncia de cloramina residual na forma de
cloramina orgéanica. Além disso, investigacdes confirmaram que as células das bactérias
foram a fonte dos compostos organicos contendo nitrogénio. Ocorréncia semelhante pode ter
havido na oxidagdo das moléculas de saxitoxinas, tendo em vista a presenca de nitrogénio na
constituicdo quimica dessas substancias e de vérias outras liberadas pela lise celular e,
portanto, presentes na AE1.

Os estudos de Strichartz (1984) e de Llewellyn (2006), sobre a molécula de saxitoxinas,
indicam que um dos possiveis locais de reacdo de transformacdo ou oxidagéo est4 no grupo
guanidino C8 (Figura 3.8). Esse local € formado por compostos de amina ligados ao dtomo de
carbono (C=NH,). Diante de um processo de oxidagao, esse seria um possivel local de quebra
da molécula, que pode resultar em interconversdo entre as variantes de saxitoxinas e outras
transformagcdes inesperadas, inclusive a formagéo de cloraminas.

De maneira andloga ao que ocorreu na Etapa 1 do trabalho, com a adigdo de doses elevadas de
cloro, houve um elevado residual de cloro combinado, independentemente do valor do pH e
do tempo de contato. Por outro lado, os valores de cloro livre resultantes ndo foram
expressivos, inclusive diante da aplicacdo de doses proximas ao valor de 15 mg/L (Figuras 5.3
e 5.4). Nesse caso, a maioria do cloro livre residual medido ficou abaixo de 0,5 mg/L.

Observou-se que, ap6s 30 min de tempo de contato, as maiores doses de cloro aplicadas (78
mg/L em pH 5 e 79 mg/L em pH 6), forneceram residuais de cloro combinado de 32 mg/L e
28 mg/L. Esses residuais elevados ndo sdo uma boa indicagdo no processo de tratamento de
agua potavel, mesmo que tais aplicacdes resultassem na eliminagdo das saxitoxinas, pois
podem ser um campo propicio para o surgimento de outros subprodutos clorados prejudiciais
a salde.
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Maiores residuais de cloro combinado foram medidos em amostras com o pH &cido, pois foi
necessario utilizar doses maiores de cloro para remover as saxitoxinas. Contudo, como pode
ser observado na Figura 5.4, a medida que se aumentou o valor do pH, reduziram-se as doses
de cloro aplicadas, o que resultou, consequentemente, em residuais de cloro combinado mais
baixos.

A Figura 5.5 mostra as concentragdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de
cloro aplicadas, sob a influéncia dos valores de pH 5,0; 7,0 e 9,0 e tempos de contato de 30 e
de 60 minutos. As Figuras com as demais doses de cloro e valores de pH séo apresentadas no
Apéndice F.
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Figura 5.5 - Concentragdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de cloro e
valores de pH 5,0, 7,0 e 9,0 nos tempos de contato de 30 e de 60 minutos.
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Na Figura 5.5, a dose mé&xima de cloro aplicada, quando se adotou o valor de pH 5,0 foi de 31
mg/L. As Figuras apresentadas no Apéndice F mostram doses adicionais de cloro utilizadas
para oxidacdo, sendo possivel observar que somente com doses mais elevadas (D > 50 mg/L),
foi possivel remover as trés saxitoxinas analisadas quando a &gua de estudo apresentava valor

de pH &cido.

A Figura 5.5 mostra claramente que a remogdo de neoSTX, dcSTX e STX é dependente do
pH e das doses de cloro aplicadas. Considerando a &gua de estudo sob influéncia de trés
valores de pH (acido, neutro e béasico), observa-se que, para concentragdes de neoSTX entre
50 e 60 pg/L e doses de cloro praticamente na mesma ordem de grandeza, ocorreram
remogBes significativas de saxitoxinas & medida que o valor do pH da &gua de estudo foi
colocado na condi¢do de pH bésico. Nessa condicdo, as doses de cloro aplicadas foram

menores.

Em pH mais &cido (pH 4) e com doses de cloro em torno de 10 mg/L, ocorreram eficiéncias
de remocao abaixo de 40% para todas as saxitoxinas estudadas neste trabalho. Porém, a
medida que o pH tornava-se mais basico, com as doses de cloro praticamente no mesmo
patamar, melhores eficiéncias foram obtidas; em alguns casos, como por exemplo, em valores
de pH 8,0, 9,0 e 9,5, foram alcangadas eficiéncias significativas, particularmente para

variantes dcSTX e STX, que ndo foram mais detectadas por CLAE.

Remi&o (2010), em comunicac¢do pessoal, informou que, pelo fato das saxitoxinas serem um
alcaldide, ou seja, terem caracteristica basica, elas salificam quando em meio acido (formam
um sal por protonacdo de uma de suas aminas). Em meio bésico, ficam na forma livre (ndo
salificada) e é facilmente oxidada, muito provavelmente por oxidacdo dos grupos OH,
tornando-se inativas. A mesma opinido € compartilhada por Vale (2010), que, em
comunicagdo pessoal, destaca que as saxitoxinas sdo muito instaveis em pH elevado, mas

conservam-se bem em pH baixo.
As consideragdes descritas podem explicar a melhor eficiéncia do cloro quando aplicado em

amostras de saxitoxinas com pH bésico. No entanto, deve ser observada a dose de oxidante

aplicada, pois em pequenas concentracOes, parece que 0 mesmo nao é capaz de eliminar todas
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as variantes de saxitoxinas. Pelo contrario, em alguns casos, mesmo em pH basico, a

concentragdo de saxitoxinas pode aumentar.

O fato de ter ocorrido maior remogao de saxitoxinas em valores de pH bésico, vai ao encontro
dos trabalhos realizados por Strichartz (1984), Llewellyn (2006) e Oga et al. (2008), que
relatam sobre a instabilidade da neoSTX, dcSTX e STX em valores de pH > 7, o que

contribui para uma maior remog&o dessas toxinas.

Quando se compara as concentragdes de saxitoxinas na AE1 da Etapa 1 com a da Etapa 2, em
valor de pH 5,0 (Figuras 5.2 e 5.5), verifica-se que a neoSTX, cuja concentragdo inicial foi
mais elevada que as demais toxinas, teve decaimento em ambas as condicfes; entretanto, na
Etapa 1, mesmo com o aumento da dose de cloro, a concentragdo final ainda foi elevada,
enquanto que na Etapa 2, a remocéo foi mais acentuada. Essa diferenca de comportamento
pode ser devido ao fato de que a relagcdo entre a quantidade de saxitoxinas e 0s demais
compostos oriundos da lise depende de varios fatores, entre eles a idade do cultivo, a
intensidade da luz e temperatura e a degradacdo no periodo de armazenamento do cultivo.
Com isso, a hipotese é de que, em cada ensaio, a relacdo entre a concentracéo de saxitoxinas e
dos demais compostos organicos seja diferente e, portanto, as demandas de cloro sejam
diferentes e estejam influenciando na oxidacdo das saxitoxinas. Ainda com relacdo a Etapa 2,
foi observado que o aumento do tempo de contato de 30 para 60 minutos resultou em uma
maior remogao de neoSTX e das demais variantes (dcSTX e STX), mesmo na condi¢éo de pH

acido.

Apesar da concentragdo inicial de saxitoxinas ter sido diferente para cada valor de pH
(Apéndice F), foi possivel observar uma maior remocéo das variantes de saxitoxinas quando a
dose de cloro foi proxima ou acima de 30 mg/L, principalmente nas condi¢fes de pH &cido.
No entanto, mesmo para as doses abaixo de 10 mg/L de cloro, percebe-se que houve um

decaimento da concentracdo de saxitoxinas ao longo do tempo.
Embora a neoSTX estivesse sempre em maior quantidade, uma possivel explicacdo para a

menor eficiéncia de remogdo dessa variante (Figura 5.5 e Apéndice F) esteja na competicdo

pelo cloro entre as saxitoxinas e os demais produtos da lise celular.
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Wetzel (2001) explica que durante a lise das cianobactérias, um grande nimero de compostos
organicos sao liberados para a dgua. Esses compostos soltveis podem incluir &cido glicdlico,
carboidratos, polissacarideos, aminodcidos, peptideos, fosfatos orgénicos, substancias
volateis, enzimas, substancias hormonais, inibidores e toxinas. Diante dessa variedade de
substancias, parte da dose de cloro aplicada atua sobre elas, indicando a influéncia desses
compostos presentes na agua de estudo durante o processo de oxidagao, o que pode explicar a

pouca eficiéncia de remogéo, principalmente, das doses de cloro mais baixas.

Ao avaliar as remocdes entre os tempos de contato de 30 e de 60 minutos, é possivel perceber
que ndo ocorreu um comportamento sistematico de remogdo das toxinas durante esses
periodos de tempo. Contudo, em algumas situagdes, tanto em valores de pH &cidos como
basicos, foi observado um incremento das remocdes das variantes neoSTX, dcSTX e STX ao

longo do tempo.

Como a agua de estudo em cada valor de pH adotado apresentava uma concentracdo de
saxitoxinas diferente, uma analise mais aprofundada fica comprometida; contudo, foi possivel
estabelecer uma comparagdo de eficiéncia de remogéo entre os tempos de contato (T)
aplicados, dentro de uma mesma amostra utilizada, conforme mostrado na Figura 5.5 e no

Apéndice F.

Tomando como referéncia a variante neoSTX, € possivel observar que o aumento do tempo de
contato de 30 para 60 minutos acarretou elevacdo da eficiéncia de remocéo dessa toxina. Em
testes realizados com concentracfes variando de 20 pg/L a 60 pg/L, valores de pH 7,0; 8,0 e
9,0 e doses de cloro entre 4,9 mg/L a 57 mg/L, a eficiéncia de remocdo de neoSTX ficou

acima de 99% ao final do tempo de contato de 60 minutos.

Resultado diferente de eficiéncia de remog&o de neoSTX foi obtida por Viana-Veronezi et al.
(2009), ao estudar a oxidagdo das variantes neoSTX e STX, oriundas do extrato de
saxitoxinas provenientes da lise celular, cuja concentragéo inicial foi em torno de 15,8 pg/L.
Os ensaios foram conduzidos com pH ajustado para valores entre 6,0 e 7,0 com as doses de
cloro ativo de 0,9, 1,2 e 1,5 mg/L, produzidas a partir do hipoclorito de célcio. Nesse
contexto, os tempos de contato de 30 e de 60 minutos ndo foram relevantes na remogao dessas
saxitoxinas. Talvez as baixas doses de cloro aplicadas possam explicar a pouca eficiéncia, a

exemplo do que aconteceu em alguns testes realizados nesta etapa da pesquisa.
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Dos resultados dos ensaios em que a concentracdo de neoSTX era muito elevada nas amostras
da AE1 e a dose de cloro aplicada era baixa, é possivel observar a ocorréncia de remogéo
negativa de neoSTX (Apéndice F), ou seja, a concentragdo dessa toxina aumentava em baixa
dose de cloro. Comportamento similar foi observado com a dcSTX, apesar da concentragdo

mais baixa dessa variante. Freitas (2007) relata também a ocorréncia desse fendmeno.

Esse fenbmeno pode ser devido ao fato de que, em baixas concentracdes de cloro, a oxidagéo
das moléculas foi parcial, promovendo a quebra de alguns radicais especificos das saxitoxinas
e, consequetemente, a transformacéo entre variantes e ndo a quebra efetiva da molécula.
Considerando a possibilidade levantada por Lagos et al. (1999), de que a cepa T3 é capaz de
produzir as variantes C1, C2, dcneoSTX, GTX2, GTX3 e GTX6, além da neoSTX, dcSTX e
STX, ndo é surpresa a possibilidade de transformacfes associadas tanto a adicdo do oxidante

como da alteragdo do valor do pH da agua de estudo.

Vérios autores (Fast et al., 2006; Jaime et al., 2007; Vale, 2006; Tao e Tian-Jiu, 2008 entre
outros) relatam transformagdes das saxitoxinas que contém radical N-sulfocarbamoil em seus
analogos do radical carbamato na posicdo 17 da molécula, por meio da perda do sulfato do
grupo N-sulfucarbamoil. Assim, as toxinas C1, C2 e GTX6, eventualmente presentes, perdem
0 sulfato do grupo N-sulfocarbamoil, transformando-se, respectivamente, em GTX2, GTX3 e
neoSTX. Essas transformagdes foram geralmente relatadas em valores de pH < 7,0, porém,
indicam a falicilidade de quebra da molécula nesse radical (R4, posi¢do 17) que, por sua vez,
pode ser objeto da acgdo inicial do cloro sobre a molécula. Para comprovar essa hipdtese, é

necessario realizar ensaios com cada toxina purificada e ndo na mistura.

A hipotese de que uma outra variante se transforma em neoSTX é reforcada pela presenca de
um sinal desconhecido proximo ao sinal da neoSTX. A Figura 5.6 mostra cromatogramas
tipicos de andlises de CLAE, onde é possivel identificar os sinais e os tempos de saida das
saxitoxinas caracterizadas no trabalho (neoSTX, dcSTX e STX) e os sinais “desconhecidos”

com seus respectivos tempos de saida.
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Figura 5.6 — Cromatogramas de amostra sem cloro, amostra com cloro e padréo de
saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX)

A Figura 5.6 mostra claramente que ha um sinal, ndo identificado, aderido ao sinal da
neoSTX. Apods adicionada uma determinada dose de cloro (principalmente baixas doses), o

sinal “desconhecido” tinha seu tamanho reduzido, enquanto o sinal da neoSTX aumentava.

Os aumentos das concentracGes de saxitoxinas, observados na Figura 5.6, sdo bastante
elevados, e ndo se pode descartar a hipGtese de ter ocorrido um erro experimental. A auséncia
de purificagdo da amostra para a detecgdo das saxitoxinas dificultou, em alguns casos, a
identificacdo precisa do inicio e fim do sinal relativo a cada saxitoxina, fator fundamental para

definir a area do sinal e a concentragdo do composto.
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De qualquer forma, tanto pelo desconhecimento dos tipos de variantes de saxitoxinas (e suas
concentragdes) presentes na AE1, como pelo fato das possiveis transformagfes ocorrerem
tanto no sentido de formacdo de compostos mais toxicos como no sentido menos tdxico
(Garete-Lizarraga et al., 2004; Garcia et al., 2009), ndo se pode descartar a hipdtese de que,
sob determinadas condigdes de oxidagdo, pode ocorrer o risco de se aumentar a concentragéo
de cianotoxinas por meio do uso de uma dose inadequada de um oxidante. Nesse sentido, ha
necessidade de mais estudos voltados para investigar, de forma sistematica, as interconversées
possiveis quando diferentes variantes de saxitoxinas sdo submetidas & acdo de agentes

quimicos.

Os dados de toxicidade relativa, apresentados por Oshima (1995), para neoSTX, dcSTX, STX
e C2, séo respectivamente, 0,924; 0,513; 1,000 e 0,096. Ou seja, a conversédo de neoSTX em
STX acarretaria em um pequeno aumento da toxicidade, porém, a conversdo de C2 para
dcSTX promove o0 aumento da toxicidade da amostra em aproximadamente 5 vezes. 1Sso
demonstra a importancia de se conhecer todas as variantes presentes em uma amostra, pois,

dessa forma, pode-se estabelecer o grau de periculosidade de uma determinada agua.

Preocupacéo adicional observada durante a realizagdo da Etapa 2 do trabalho foi a formagéo
de subprodutos do cloro. Os valores dos residuais de cloro mostrados nas Figuras 5.3 e 5.4
indicam a formagdo de cloro combinado apds o tempo de contato do oxidante com as
amostras de saxitoxinas e compostos liberados a partir da lise das células de
Cylindrospermopsis raciborskii. Diante de tais residuais, é possivel a formagdo de
subprodutos clorados, como os trialometanos (THM), por exemplo, pois quanto maior a dose
de cloro, maior sera a probabilidade de formagéo de THM. Para Paschoalato (2005), a forma
sob a qual o cloro se apresenta também é importante; o cloro livre tem maior poder de

formacéo de THM do que o cloro combinado.

A 4gua de estudo utilizada, resultante do processo de lise celular, apresentava uma intensa
coloragdo com a presenca de pigmentos esverdeados, ocorrendo mudanca de coloracdo por
acdo da oxidacdo. A oxidacdo dos pigmentos pode ter resultado em subprodutos clorados
prejudiciais. Para Ferreira Filho e Sakaguti (2008), é muito dificil a previsdo do
comportamento do cloro em meio aquoso, bem como a previsdo da formacéo de subprodutos

sem que sejam conduzidos ensaios experimentais especificos. Portanto, por ser um assunto de

81



relevante interesse sob o ponto de vista de salde publica, a presenca desses subprodutos é

tratada em um item especifico deste trabalho.

A Figura 5.7 exemplifica a aparéncia da AE1 antes (a) e depois (b) da aplicacdo de uma dose
de cloro (8 mg/L) e ap6s 30 minutos de tempo de contato. A mudanca de coloracdo, mostrada
na Figura 5.7, foi verificada quando foram aplicadas doses de cloro a partir de 4 mg/L. Esta
perda de cor indica acdo do oxidante e pode ter resultado na formacdo de subprodutos

clorados.

Figura 5.7 — Amostras contendo saxitoxinas antes do contato do cloro (a) e ap6s 30 minutos

de tempo de contato (b), com aproximadamente 8 mg/L de cloro.

5.2 — ENSAIO DE OXIDACAO DE SAXITOXINAS USANDO AGUA DE ESTUDO
AE2 (ETAPAS 3 E 4)

5.2.1 - Avaliacdo Preliminar da Cinética de Oxidac¢do de Saxitoxinas (Etapa 3)

A fim de se testar a agdo do cloro em amostras de saxitoxinas semipurificadas, ou seja, com
menos compostos oriundos da lise das células de Cylindrospermopsis raciborskii, fez-se uso
da agua de estudo 2 (AE2), descrita no item 4.1. Portanto, nesta etapa do trabalho, utilizou-se
agua de estudo com a mesma concentracdo de saxitoxinas para a realizacdo de todos 0s
ensaios, com o objetivo de se buscar melhor compreensdo da cinética de oxidacdo das

saxitoxinas.
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Como descrito na metodologia, nesta etapa o tempo total de duracéo de cada ensaio foi de 90
minutos e as coletas de aliquotas para detec¢do das saxitoxinas e dos residuais de cloro foram
feitas em intervalos de 15 minutos. A Tabela 5.3 mostra as condigdes de realizacdo desta

etapa do trabalho.

Tabela 5.3 — Condigdes de realizagdo dos ensaios de oxidagdo da AE2 utilizando cloro e

valores de pH variando de 5,0 a 11,0 (Etapas 3 e 4)

Doses de cloro Concentragc0es iniciais de saxitoxinas
N° do aplicadas pH’ da (ng/L)
ensaio (mg/L) amostra
neoSTX dcSTX STX
(n=2)
01 35
02 5
03 6 5,0; 6,0;
04 7 7,0; 8,0;
68,3 16,3 333
05 8 9,0;10,0e
06 12 11,0
07 14
08 15

Legenda: n = ndmero de amostras utilizadas; * valor de pH ajustado

E importante destacar que, nesta etapa do trabalho, foi utilizado o cloreto de sddio PA (Marca
VETEC, padrdo de pureza 99%) na producdo da solugdo de hipoclorito de sodio, com o
objetivo de minimizar a possibilidade de interferéncia das impurezas do sal comercial no

processo de oxidacéo das saxitoxinas na formacéo de subprodutos.
A Figura 5.8 mostra um exemplo de doses de cloro utilizadas com seus respectivos residuais

nos ensaios de oxidagdo da AE2 com valores de pH 5,0; 7,0 e 9,0. As Figuras com as demais

doses de cloro e valores de pH sdo apresentadas no Anexo G.
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o pH7,0.
----D=7mgf-----

Residual de cloro (mg/L)
Residual de cloro (mg/L)

Residual de cloro (mg/L)

Tempo de contato (min)

Figura 5.8 — Doses de cloro aplicadas a dgua de estudo 2 com valores de pH da agua de 5,0;
7,0e9,0.

Como pode ser observado na Figura 5.8, a formacéo do cloro combinado foi acompanhada de
um rapido consumo das doses de cloro logo nos 15 minutos iniciais de tempo de contato.
Entretanto, ao longo dos 90 minutos, parece que o cloro combinado também participa do
processo de oxidacdo, embora de forma secundaria, pois sua concentracdo também diminui.

Quando foram aplicadas doses de cloro maiores do que 8 mg/L, os valores residuais de cloro
combinado ficaram acima de 5 mg/L nos primeiros 30 minutos de tempo de contato,
diminuindo no decorrer dos 90 minutos. O menor valor de cloro combinado residual foi de 1
mg/L, quando se aplicou a dose de cloro de 3,5 mg/L.

Os valores dos residuais de cloro livre ficaram abaixo de 2 mg/L para todas as doses testadas,
diminuindo ao longo do tempo até alcangar o valor de 0,1 mg/L. Ja nos primeiros 15 minutos
de ensaio, mais de 85% do cloro foi consumido. Por outro lado, verificou-se, como ja
discutido, a formagdo de cloro combinado (Figura 5.8).

A molécula de saxitoxinas contém em sua estrutura varios grupos amina (NHz), composto
quimico derivado da aménia (NHs;). Esse aspecto estrutural da molécula pode contribuir para
a formacéo de cloro combinado (NH2Cl, NHCI; e NCls).

As Figuras 5.9, 5.10 e 5.11 mostram a oxidacdo da neoSTX, dcSTX e STX, respectivamente,
em funcdo dos valores de pH 5,0; 7,0 e 9,0, ao longo do tempo de contato de 90 minutos. O
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Apéndice H apresenta a oxidagdo das trés variantes para os demais valores de pH (6,0; 8,0;
10,0 e 11,0), sendo mostrada a oxidacao das toxinas de forma conjunta.
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Figura 5.9 — Variacdo da concentracdo de neoSTX na AE2 em valores de pH acido, neutro e basico

para doses de cloro variando de 3,5 a 15 mg/L e ao longo do tempo de contato de 90 minutos.
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Figura 5.10 — Variacdo da concentracdo de dcSTX na AE2 em valores de pH acido, neutro e basico
para doses de cloro variando de 3,5 a 15 mg/L e ao longo do tempo de contato de 90 minutos.
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Figura 5.11 — Variacdo da concentracdo de STX na AE2 em valores de pH &cidos, neutro e basico para
doses de cloro variando de 3,5 a 15 mg/L e ao longo do tempo de contato de 90 minutos.
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Das Figuras 5.9, 5.10 e 5.11, verifica-se que parte significativa da oxidacdo das variantes
neoSTX, dcSTX e STX ocorre nos primeiros 15 minutos de tempo de contato, o que pode
justificar a maior formagéo de cloro combinado nesse mesmo intervalo de tempo (Figura 5.8).
Contudo, até atingir o tempo final de contato estabelecido (90 minutos), o cloro combinado e
o0 residual de cloro livre continuaram reagindo com as saxitoxinas, o que pode explicar o

decaimento desses compostos.

O derivado clorado utilizado foi o hipoclorito de sédio que, em solugdo, encontra-se em
equilibrio com o &cido hipocloroso. Para Meyer (1994), a acdo oxidante € controlada pelo
acido hipocloroso (HCIO), sendo mais efetivo em valores de pH baixos, quando a presenga de

HCIO é dominante (pH < 8,0). A forma ion hipoclorito (C10°) predomina em pH 10,0.

Segundo a Organizagdo Mundial as Saide (WHO, 2008), em pH 8, tem-se aproximadamente
35% de &cido hipocloroso. Em pH 8,5; 9,0 e 9,5, tem-se aproximadamente 12%, 5% e 2% de
acido hipocloroso disponivel, o que é insuficiente para o processo de desinfecgdo. Entretanto,
a oxidagdo de saxitoxinas mostra-se mais efetiva em valores de pH bésico, ou seja, com
percentual baixo de HCIO, indicando que a estabilidade das moléculas de saxitoxinas € mais

determinante no processo de oxidagéo.

Tomando como base a variante neoSTX (Figura 5.10), cuja concentracéo inicial (68,3 pg/L)
sempre foi maior do que as outras duas variantes, observa-se que, quando aplicadas doses de
cloro menores que 7 mg/L, a concentracdo final dessa variante resultou acima de 40 ug/L,
particularmente para a &gua de estudo (AE) ajustada para o pH 5,0, sendo, inclusive,
verificada a elevagdo da concentragcdo da toxina na dose de 3,5 mg/L de cloro. Com o
aumento da dose de cloro, houve redugdo da concentragdo dessa variante, porém, a
concentragdo permanece acima de 10 pg/L para AE2 ajustada para os valores de pH 5,0 ¢ 7.,0.
Para a agua de estudo ajustada para o valor de pH 9,0, observou-se a elimina¢do da neoSTX
logo nos 15 minutos iniciais para todas as doses testadas, ndo sendo mais detectada a presenca

dessa toxina.
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Em relacdo a variante dcSTX, cuja concentracdo inicial foi de 16,3 pg/L, é possivel observar
que a mesma apresenta comportamento bastante diverso. Ao contrario do que ocorreu com a
neoSTX, mesmo em valores de pH bésicos, a dcSTX foi detectada ao final do tempo de
contato quando baixas doses de cloro foram aplicadas. Somente com doses de cloro
superiores a 8 mg/L e valores de pH 8,0 e 9,0, foi possivel alcancar eficiéncia de remogéo
superior a 99%, em tempos de contato menores que 60 minutos, conforme mostrado na Figura
5.10 e no Apéndice H. Contudo, a medida que os valores de pH foram elevados para 10,0 e
11,0, a remog&o ocorreu nos primeiros 15 minutos de tempo de contato, ndo sendo, portanto,

mais detectada a presenca dessa toxina.

A concentracdo final de dcSTX, em valores de pH &cidos e neutro, ficou acima de 5,0 pg/L,
mesmo quando foi utilizada a maior dose de cloro (15 mg/L), entretanto, é interessante
observar o comportamento dessa toxina em pH 6,0 (Apéndice H). Nessa condicéo, ela
apresentou decaimento crescente de sua concentragdo, mesmo quando se utilizaram baixas

doses de cloro, ao contréario do que foi observado em valores de pH 5,0 e 7,0 (Figura 5.10).

De maneira analoga como aconteceu com as outras duas variantes em valor de pH > 9.0, a
STX néo foi detectada ao final de 90 minutos, independentemente da dose de cloro aplicada.
Entretanto, a remocéo total aconteceu nos primeiros 15 minutos de tempo de contato quando
foram utilizadas doses de cloro maiores que 7 mg/L (Figura 5.11). Em valor de pH 5,0, a
concentragdo de STX diminuiu com 0 aumento da dose de cloro; entretanto, mesmo com a
maior dose aplicada (15 mg/L), a concentragéo final dessa toxina ainda foi elevada, maior que
5 png/L. Contudo, foi possivel observar certas particularidades diante das doses de cloro
aplicadas. Para efeito de visualizacdo dessas particularidades, a Tabela 5.4 mostra as
eficiéncias de remocg&o de neoSTX, dcSTX e STX ap06s os tempos 0s tempos de contato de 30

e de 90 minutos, considerando as doses de cloro aplicadas e valores de pH entre 5,0 2 9,0.
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Tabela 5.4 — Eficiéncias (%) de remocéo de saxitoxinas apds os tempos de contato de 30 e de
90 minutos em diferentes doses de cloro e valores de pH de 5,0 a 9,0.

Tempo de Doses de cloro | Saxitoxinas
cz)r?]'gﬁ;o livre (mg/L) (ng/L) pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0
neoSTX 0* 0* 36 100 100
3,5 dcSTX 0* 0* 0* 0* 76
STX 39 56 80 35 92
neoSTX 19 30 55 100 100
5 dcSTX 0* 23 0* 25 83
STX 54 82 94 54 95
neoSTX 34 44 64 100 100
6 dcSTX 0* 40 0* 39 85
STX 65 91 99 62 97
neoSTX 38 51 66 100 100
7 deSTX 53 47 0* 48 89
30 STX 66 95 100 69 98
neoSTX 42 57 71 100 100
8 dcSTX 58 55 0* 66 72
STX 71 100 100 100 100
neoSTX 71 100 77 100 100
12 dcSTX 70 55 29 69 100
STX 81 57 100 100 100
neoSTX 71 100 83 100 100
14 dcSTX 74 31 37 67 100
STX 83 63 100 100 100
neoSTX 71 100 84 100 100
15 dcSTX 76 33 41 69 100
STX 83 66 100 100 100
neoSTX 0* 0* 48 100 100
3,5 dcSTX 0* 9 0* 12 94
STX 38 79 94 48 100
neoSTX 32 40 52 100 100
5 dcSTX 0* 50 0* 40 100
STX 62 100 100 61 100
neoSTX 43 56 61 100 100
6 dcSTX 0* 72 0* 69 100
STX 62 100 100 76 100
neoSTX 47 41 65 100 100
7 dcSTX 40 74 0* 74 100
90 STX 68 100 100 85 100
neoSTX 47 46 75 100 100
8 deSTX 47 82 2 100 100
STX 70 100 100 100 100
neoSTX 66 100 80 100 100
12 dcSTX 50 68 39 100 100
STX 76 89 100 100 100
neoSTX 69 100 80 100 100
14 dcSTX 52 91 41 100 100
STX 75 94 100 100 100
neoSTX 69 100 84 100 100
15 dcSTX 58 98 51 100 100
STX 78 97 100 100 100
Legenda: * Crescimento da concentragdo de saxitoxinas; 100%  significa que as toxinas ndo foram detectadas
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Apesar da tendéncia geral de que quanto maior o valor de pH, maior serd a remocéo de
saxitoxinas e que, em valores de pH &cido, condigdo em que as saxitoxinas e seus derivados
estdo mais estaveis (Indrasena e Gill, 1999; Llewelly, 2006; Oga et al., 2008), a remocéo de
algumas variantes ¢ muito dificil. Os resultados mostrados nas Figuras 5.9, 5.10, 5.11 e
Tabela 5.4 sugerem que cada variante tem uma condicdo especifica de oxidagdo. Assim,
enquanto a neoSTX ndo foi mais detectada em tempo de contato menor ou igual a 30 minutos
para valores de pH > 8,0, independentemente da dose de cloro aplicada, a dcSTX e a STX
apresentaram esse comportamento somente para valores de pH > 9,0.

Diferenca particular de comportamento entre as toxinas, frente & oxidagdo, ocorreu com a
agua de estudo em pH neutro (pH 7,0). Enquanto a dcSTX apresentou crescimento ao longo
do tempo, resultando em valores finais maiores que 8,0 pug/L, a neoSTX e a STX
apresentaram decaimento, mesmo com a aplicacio de baixas doses de cloro. A medida que a
dose de cloro foi elevada (D > 7 mg/L), o tempo de remog&o da STX, em pH 7,0, foi reduzido
para 15 minutos, indicando que a STX é mais afetada pelo valor do pH neutro do que as
outras duas variantes, conforme mostrado nas Figuras 5.9, 5.10 e 5.11.

Quando se compara 0 comportamento das saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) na &gua de
estudo 1 (AE1), preparada com material da lise das células de C. raciborskii, com a agua de
estudo 2 (AE2), preparada a partir de extrato semipurificado, ambas em valor de pH 6,0, por
exemplo, observam-se duas situagdes distintas. Enquanto na AE1 as variantes de saxitoxinas
avaliadas mostram tendéncia de aumento de concentragdo com o aumento da dose de cloro, na
AE2 o comportamento € inverso, ou seja, a concentracdo de saxitoxinas diminui com a
aplicacdo de cloro ao longo do tempo. Entretanto, ndo se pode atribuir unicamente a presenca
de produtos da lise celular & pouca efetividade do cloro em oxidar tais variantes. Outros
fatores também podem contribuir para essa diferenca de efetividade, como por exemplo,
diferencas nas condicdes de realizagdo dos experimentos (controle de temperatura, proporgéo
das variantes de toxinas e proporcao entre toxinas e produtos intracelulares).

Os dados mostrados nas Figuras 5.9, 5.10 e 5.11 e nas Figuras do Apéndice H, sugerem que a
oxidacdo da variante neoSTX ocorre de forma mais répida do que as demais variantes
analisadas (dcSTX e STX). Esse comportamento pode estar associado tanto ao fato de serem
possiveis transformacdes entre essas variantes durante a oxidagdo, como devido a diferenca
estrutural das mesmas.

A conversdo de neoSTX para STX foi sugerida por Shimizu e Yohioka (1981), que
verificaram que apds 3 dias de armazenamento de amostras que continham GTX-1, GTX-2,
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GTX-3, neoSTX e STX, havia um acréscimo de 56,3% de STX, enquanto as outras toxinas,
GTX-1, GTX-2, GTX-3 e neoSTX, diminuiram em 12,2%, 15,3%, 4,1% e 18,2%,
respectivamente. Para esses autores, a reducdo de neoSTX a STX ocorre pela perda do
oxigénio de um agrupamento hidroxila. Cabe mencionar que essa transformacdo implica no
aumento da toxicidade de aproximadamente 8% (Oshima, 1995).

Como ja mencionado, além das variantes estudadas neste trabalho, outras toxinas também
poderiam estar presentes na AE2, contribuindo para o processo de transformacéo, ja que a
cepa T3 de C. raciborskii, segundo Lagos et al. (1999), pode produzir uma grande variedade
de toxinas, tais como, STX, neoSTX, dcSTX, dcneoSTX, C1, C2, GTX-2, GTX-3 e GTX-6,
sendo que algumas dessas toxinas podem contribuir para a elevacdo da concentracdo de
neoSTX, dcSTX e STX (Jaime et al., 2007).

Em uma tentativa de se identificar algumas das toxinas produzidas pela cepa T3 de C.
raciborskii na 4gua de estudo semipurificada, injetou-se padrdo de GTX-1, GTX-2, GTX-3 e
GTX-4 em CLAE, utilizando-se a fase mével usada para detectar neoSTX, STX e dcSTX. E
sabido que essa condi¢do ndo é a melhor opcéo para determinagdo dessas toxinas, que tém
condicbes especificas de determinacéo, entretanto, foi possivel identificar a presenca de GTX-
1, GTX-2, GTX-3 e GTX-4, sendo que, proporcionalmente, a GTX-4 apresentava maior
concentragdo. Assim, essas variantes podem estar influenciando o processo de oxidacdo da
neoSTX, dcSTX e STX neste trabalho, por meio das interconversoes entre variantes.

A STX e a dcSTX sdo os produtos finais dos processos de transformacdo das variantes de
saxitoxinas (Gérate-Lizarraga et al., 2004). Em valores de pH &cido, essas variantes estdo
protonadas, portanto, mais estaveis do que a neoSTX, talvez pela presenca de um grupo
hidroxila (OH) adicional no radical R1 (Figura 3.6) na estrutura molecular dessa toxina.

Os resultados obtidos indicam que ao adicionar o cloro, em amostra com valor de pH &cido,
pode ocorrer, primeiramente, a quebra das moléculas de neoSTX e de STX, pelo fato dessas
variantes apresentarem mais pontos vulneraveis em suas moléculas. A neoSTX tem dois
pontos vulneraveis a mais em sua estrutura molecular (Figura 5.12); a STX tem um (Figura
5.13), enquanto que a dcSTX (Figura 5.14) ndo apresenta vulnerabilidade adicional, além
daquelas tradicionalmente existentes nas trés variantes e ja identificadas por alguns autores
(Strichartz, 1984; Indrasena e Gill, 1999; Llewellyn, 2006; Vale, 2006; Artigas et al., 2007).
Essa condicdo pode ser uma explicacdo da persisténcia da concentragdo de dcSTX quando
aplicadas doses varidveis de cloro em valores de pH acido e neutro.

92



{CONH

Rl{OH \‘N
)\ >— NH,+
%HN
Figura 5.12 — Estrutura molecular da neoSTX, evidenciando pontos adicionais de
vulnerabilidade diante de um processo de oxidagéo (pontos 1 e 2)
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Figura 5.13 - Estrutura molecular da STX, eV|denC|ando ponto adicional de vulnerabilidade
diante de um processo de oxidacgao (ponto 1)
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Figura 5.14 — Estrutura molecular da chTX, onde nenhum ponto adicional de
vulnerabilidade é apresentado, além dos j& tradicionalmente existentes.
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Apesar da complexidade do processo de oxidagdo das saxitoxinas, que parece envolver

reagOes paralelas de oxidagdo e transformacdo, buscou-se verificar se esse processo se

desenvolve numa cinética especifica em cada valor de pH. A Tabela 5.5 mostra os valores das

constantes de velocidade (k), a ordem de reagdo (n) e o coeficiente de ajuste (R?) para

diferentes valores de pH e doses de cloro aplicadas ao longo do tempo de contato de 90

minutos. Cabe destacar que a determinagdo dos pardmetros cinéticos foi feita para os ensaios

onde foram observados decaimentos continuos das concentragdes das saxitoxinas (neoSTX,

dcSTX e STX), utilizando o procedimento descrito na metodologia.

Tabela 5.5 — Constante de velocidade (k) e coeficiente de ajuste linear (R%) das reagtes de

ordem “n” para as variantes de saxitoxinas e doses de cloro variando de 3,5 a 15 mg/L

D d Constante d
Saxitoxinas | Valores de 0ses e ons_ ante de Ordem de Coeficiente
Cloro velocidade (k) . ) 2
(ng/l) pH , reagéo (n) | de ajuste (R%)
(mg/L) (ng/L.min)
6,0 0,002 1,6 0,770
neoSTX
7,0 0,013 13 0,630
dcSTX 9,0 35 0,002 2,6 0,780
6,0 ’ 0,006 13 0,770
STX 7,0 0,003 1,8 0,650
9,0 0,040 11 0,650
5,0 0,011 1,2 0,980
neoSTX 6,0 0,021 11 0,980
7,0 0,029 1,4 0,850
6,0 0,057 11 0,880
dcSTX 8,0 5 0,017 1,3 0,930
9,0 0,002 2,5 0,650
5,0 0,001 2,4 0,600
STX 6,0 0,057 1,2 0,640
8,0 0,006 1,9 0,780
5,0 0,016 1,3 0,950
neoSTX 6,0 0,031 1,4 0,850
7,0 6 0,033 1,3 0,650
6,0 0,017 1,7 0,770
dcSTX
8,0 0,038 1,4 0,630
STX 8,0 0,0104 1,7 0,760
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Tabela 5.5 — Constante de velocidade (k) e coeficiente de ajuste linear (R?) das reacdes de
ordem “n” para as variantes de saxitoxinas e doses de cloro variando de 3,5 a 15 mg/L
(Continuag&o)

D d Constante d
Saxitoxinas | Valores de 0388 de ons_ane € Ordem de Coeficiente
(ng/L) H Cloro velocidade (k) reagdo (n) | de ajuste (R%)
B P (mg/L) (ug/L.min) ¢ J
50 0,020 1,2 0,750
neoSTX 6,0 0,007 15 0,650
7,0 7 0,007 13 0,640
deSTX 6,0 0,005 1,9 0,660
8,0 0,020 15 0,610
STX 8,0 0,040 15 0,680
50 0,004 1,2 0,640
neoSTX 6,0 0,004 1,7 0,710
7,0 8 0,009 1,6 0,700
dcSTX 6,0 0,022 1,6 0,920
STX 50 0,001 2,7 0,660
50 0,066 13 0,620
neoSTX
7,0 1 0,019 1,6 0,650
dcSTX 7,0 0,020 13 0,760
STX 6,0 0,007 1,8 0,920
50 0,043 14 0,620
neoSTX
7,0 14 0,002 2,2 0,630
dcSTX 7,0 0,019 14 0,820
5,0 0,029 15 0,600
neoSTX
7,0 15 0,006 1.9 0,600
dcSTX 6,0 0,001 2.8 0,690
STX 6,0 0,001 25 0,660

Os resultados da Tabela 5.5 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 hipdtese
de que as saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) tém comportamento diferenciado para cada

valor de pH, situagdo observada nas etapas anteriores deste trabalho. O coeficiente de ajuste
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linear (R?) 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 condi¢cdes 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 reacdo (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 oxidacdo das
cianotoxinas com o objetivo de se desenvolver modelos matematicos que possibilitem
estimar, com grau de significancia satisfatorio, a concentracdo final de cianotoxinas em
qualquer tempo de contato, para um determinado valor de pH e dose de cloro. Além disso, 0s
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.

No caso das saxitoxinas, os resultados obtidos indicam que a adogdo de medidas em
intervalos de tempo inferior a 15 minutos é o ponto de partida para a realizagdo de novos
estudos cinéticos, pois, conforme pode ser observado nas Figuras 5.9, 5.10 e 5.11, os
primeiros 15 minutos de tempo de contato foram quando a oxidagdo das saxitoxinas
ocorreram com mais intensidade. Outro aspecto importante é avaliar a utilizacdo de modelos
de taxa de oxidagdo que considere a constante de reagdo, para um determinado valor de pH,
dependente da dose do oxidante, a exemplo da lei de Chick-Watson para inativacdo de
microrganismos.

5.3 - SUBPRODUTOS DA OXIDAGCAO DAS SAXITOXINAS COM CLORO

O cloro pode reagir com compostos organicos sintéticos e naturais, formando substancias
potencialmente téxicas. Como uma tentativa de se estimar o grau de toxicidade dos
subprodutos formados, foram realizados testes de toxicidade com Daphnia (D. similis e C.
silvestrii), conforme a metodologia descrita no item 4.2.3.3 e no Anexo J deste trabalho.

Os resultados do teste de toxicidade aguda realizado com D. similis e C. silvestrii, para
verificar a toxicidade de subprodutos da oxidagcdo de saxitoxinas com cloro, estéo
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apresentados nas Tabelas 5.6 e 5.7. Os valores de pH mostrados nessas tabelas foram,
efetivamente, os utilizados nas aplicacOes das doses de cloro. Testes de sensibilidade dos

organismos usados foram também realizados, indicando que esses organismos estavam
adequados para serem utilizados nos testes de toxicidade aguda. Os resultados do teste de

sensibilidade ao NaCl estdo apresentados no Apéndice J.

Tabela 5.6 — Porcentagem de imobilidade da D. similis expostos a subprodutos da oxidagéo de
saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com cloro durante o teste de toxicidade aguda.

Réplicas (organismos .
L . Total (organismos
imGveis/organismos . i %
Amostras | Tempo imoveis/organismos . -
expostos) imobilidade
eXxpostos)
1 2 3 4
Controle 24h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0(V)
(pH 5,0) 48h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0(V)
Branco 24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
(Saxitoxinas) .
(PH 5.0) 48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100
pH 5,0 24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
1,5 mg/L 48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
pH 5,0 24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
8 mg/L 48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*

Legenda: V = teste valido (porcentagem de organismos imoveis no controle ndo execedeu 10%); IC = intervalo
de confianca (95%). *amostras toxicas: diferenca significativa em relagdo ao controle pelo teste de Fisher (p =

0,05).

Tabela 5.7 — Porcentagem de imobilidade da C. silvestrii expostos a subprodutos da oxidagédo
de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com cloro durante o teste de toxicidade aguda.

Réplicas (organismos

Total (organismos

%

Amostras | Tempo | imoveis/organismos expostos) imGveis/organismos o
imobilidade
1 2 3 4 eXpostos)

Controle 24h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0(V)
(pH 5,0) 48n | O/5 | 0/5 | 0/5 | 055 0/20 0 (V)
Branco 24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*

(Saxitoxinas)

(H 5,0) 48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
pH 5,0 24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*

3,5 mg/L 48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
pH 5,0 24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*
5 mg/L 48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100*

Legenda: V = teste valido (porcentagem de organismos imoveis no controle ndo execedeu 10%); IC = intervalo
de confianca (95%). *amostras toxicas: diferenca significativa em relagdo ao controle pelo teste de Fisher (p =

0,05).
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A amostra com 4gua desionizada e cloro, neutralizada com acido ascorbico, e denominada de
“controle” (Tabela 5.6 e 5.7), ndo causou imobilidade nos organismos-teste. Cabe ressaltar
que, antes dessa amostra ser utilizada nos ensaios de toxicidade, foram corrigidos os valores
de pH, dureza e condutividade, para as condicOes exigidas pelos organismos (ABNT NBR
13373/2005).

Os resultados de toxicidade indicaram que as saxitoxinas (68,3 pug/L, 16,3 pg/L e 33,3 pg/L,
respectivamente para a neoSTX, dcSTX e STX) e os subprodutos formados durante o
processo de oxidagdo foram capazes de causar imobilidade nos organismos. Contudo, diante
dos residuais de saxitoxinas medidos depois de 90 minutos de tempo de contato, considerando
a dose de cloro de 8 mg/L, em valor de pH 5, pode-se dizer que a imobilidade causada nos
organismos foi devida, principalmente, & presenca dos residuais de saxitoxinas, 0s quais
foram: neoSTX (36,1 pg/L), deSTX (8,6 ug/L) e STX (10 pug/L). Devido a baixa tolerancia a
determinadas substancias quimicas e até mesmo a pequenas alteracbes nos valores de pH,
pode ser que a D. similis e a C. silvestrii ndo sejam os melhores organismos para os tipos de
testes realizados (resposta inespecifica), sendo necessério, portanto, a utilizacdo de outro tipo

de ensaio de toxicidade ou outro organismo indicador.

Como visto no item anterior, as reagdes que envolvem o cloro e as saxitoxinas sdo complexas,
uma vez que essas toxinas apresentam uma elevada diversidade de grupos funcionais
aromaticos, carboxilicos, fendlicos, bem como duplas e triplas ligagdes, que sdo passiveis de

serem atacadas pelo agente oxidante, podendo dar origem a diversos subprodutos.

A formagé&o de subprodutos a partir da reagéo do cloro com as saxitoxinas pode acontecer pela
quebra da molécula de cada variante e a substituicdo ou introducdo do halogénio em sua
estrutura molecular. Os resultados dos ensaios experimentais para a avaliacdo da formagéo de
subprodutos organicos halogenados a partir da cloracdo da AE2, ap6s o tempo de contato de
24 horas, estdo apresentados no Apéndice | e as condigdes de realizagdo dos ensaios foram
descritas no item 4.2 deste trabalho. As Figuras 5.15 e 5.16 exemplificam o comportamento

geral dos resultados obtidos.
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Figura 5.15 — Subprodutos resultantes do processo de oxidagdo de saxitoxinas com 8 mg/L de
cloro, valores do pH da AE2 iguais a 5,0 e 9,0, temperatura de incubacdo de 25°C e tempo de

contato de 24 horas
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Figura 5.16 — Subprodutos resultantes do processo de oxidagdo de saxitoxinas com 13 mg/L
de cloro, valores do pH da AE2 iguais a 5,0 e 9,0, temperatura de incubagéo de 25°C e tempo

de contato de 24 horas
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Quando foi aplicada a dose de cloro de 1,5 mg/L, ap6s 24 horas de tempo de contato, 0S
valores de THM ficaram abaixo de 0,1 pg/L, valor limite de detecgdo do cromatdgrafo
utilizado nos ensaios. Os mesmos resultados foram alcangados para o cloro hidrato,
cloropicrina, haloacetonas e acidos haloacéticos. Contudo, com o aumento da dose (D > 1,5

mg/L), foi possivel detectar alguns subprodutos.

Para a dose de 8 mg/L, foi detectada a presenca de haloacetonitrilas (valor médio de 0,7 pg/L,
em pH 5,0, e 1,3 ug/L, em pH 9,0) e de acidos haloacéticos (valor médio de 10,9 ug/L, em pH
5,0, e 14,1 ug/L, em pH 9,0). Dentre os compostos de haloacetonitrilas, ocorreu a formacao
de dicloroacetonitrila, sendo maior em valor de pH 9,0. Em relagdo aos acidos haloacéticos
(AHA), apenas o dicloro acido acético (DCAA) foi detectado, e mais uma vez a concentragdo

foi maior em valor de pH 9,0.

Quando foi aplicada a dose de cloro de 13 mg/L, foi possivel perceber um aumento
expressivo de formacdo de subprodutos. Apos 24 horas, dentre os subprodutos formados,
foram detectados: trialometanos (valor médio de 86,2 ug/L, em pH 5,0, ¢ 136,5 ug/L, em pH
9,0), cloro hidrato (valor médio de 70,2 pg/L, em pH 5,0, e 98,2 ug/L, em pH 9,0),
haloacetonitrila (valor médio de 13,2 pg/L, em pH 5,0, e 16,4 ug/L, em pH 9,0), acido
haloacético (valor médio 38,9 pug/L, em pH 5,0, € 64,9 pug/L, em pH 9,0).

Para a dose de 13 mg/L, os valores de trialometanos resultaram acima do recomendado pela
legislagdo brasileira (0,1 mg/L ou 100 pg/L). Dentre os compostos que formam o grupo dos
trialometanos analisados, o maior valor obtido, apés 24 horas, foi de cloroférmio
(concentracdo média de 138,6 ug/L, em valor de pH 9,0). Esses resultados de THM podem
ser considerados previsiveis, mesmo se tratando de saxitoxinas, ja que a reacdo de oxidacao
dessas toxinas com o cloro ocorreu em pH elevado (pH 9,0), e nessa condicdo, had maior
possibilidade de formacéo de THM.

Resultados semelhantes s&o relatados por Borges (2002) em investigagdo sobre o efeito da
variacdo do valor do pH em amostras de solugdes de acido himico. Os experimentos foram
realizados com doses de cloro variando entre 5 e 15 mg/L, valores de pH iguais a 6,0 e 9,0 e
tempo de contato de 7 dias, com temperatura da 4gua variando entre 20 e 25°C. Os resultados
indicaram incremento nas concentragdes de subprodutos, de 55 a 93%, para o maior valor de
pH, quando camparado com o menor valor.
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O segundo maior subproduto obtido quando da aplicagdo da dose de 13 mg/L de cloro foi 0
cloro hidrato, que chegou ao valor médio de 98,1 ug/L, em pH 9,0, sendo quase o dobro dos
compostos do grupo dos acidos haloacéticos, cuja concentracdo média foi de 64,9 ug/L,
conforme apresentado na Figura 5.16. A norma brasileira (Portaria 518/2004) ndo faz mengéo
sobre o valor de cloro hidrato e outros subprodutos nas aguas de abastecimento, entretanto,
esse subproduto tem se destacado nas reacOes de oxidacdo de substancias himicas quando se
utilizaram oxidantes como o cloro, didxido de cloro, 0z6nio e peroxdnio (Paschoalato et al.,
2005; Paschoalato et al., 2008). Kuroda et al. (2007) também observaram a formac&o de cloro
hidrato nas reac¢des de oxidagéo de microcistinas (13,5 pg/L), chegando a obter valor superior
a 100 ug/L para esse subproduto. Diante desses fatos, é importante conceder também atengéo
ao cloro hidrato (CH) nas aguas destinadas ao abastecimento publico, procurando conhecer o0s
seus efeitos sobre a satde publica.

Os compostos de haloacetonitrilas foram o quarto maior em concentragdo, com concentragao
média de 16,4 ug/L, em valor de pH 9,0 e dose de cloro de 13 mg/L, conforme apresentado na
Figura 5.16 e no Apéndice |. Considerando que esses subprodutos apresentam atomos de
nitrogénio em suas estruturas moleculares, pode ser que os resultados obtidos também possam
estar contribuindo para a formagdo dos residuais de cloro (detectados pelo método DPD),
particularmente quando utilizadas doses de cloro mais elevadas (D > 13 mg/L), de modo
semelhante como ocorre com a estrutura molecular das saxitoxinas.

Considerando os resultados obtidos, fica claro que em &aguas em que a concentracdo de
saxitoxinas € elevada e se faz necessario o uso do cloro em altas concentra¢des para garantir a
oxidacdo desses compostos, o risco de formagdo de subprodutos € também elevado. Cabe
destacar que, embora somente os trialometanos tenham valor regulamentado na legislagédo
brasileira para as guas destinadas ao abastecimento publico, alguns dos demais subprodutos
encontrados tém toxicidade comprovada para os seres humanos. Entre as nove espécies de
acidos haloacéticos de interesse, contendo cloro e bromo, duas apresentam a
carcinogenicidade comprovada, sdo eles: o é&cido dicloroacético — DCAA e o 4cido
tricloroacético — TCAA (Parnell et al., 1986; Ward et al., 2000).

Assim, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA) classifica 0 DCAA e o0 TCAA
como provaveis carcinogénicos e indicam o limite maximo admissivel de 60,0 pg/L para o
somatorio de cinco espécies de AHA (USEPA, 2006). A WHO (2008) estabelece o valor
limite de 50 ug/L para o acido dicloroacético (DCAA) e de 100 pg/L para o acido
tricloroacético (TCAA) em agua potavel.
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6 — CONCLUSOES E RECOMENDACOES

6.1 - CONCLUSOES

Dos resultados do trabalho desenvolvido, utilizando-se 4gua de estudo produzida a partir da
lise de Cylindrospermopsis raciborskii produtora de saxitoxinas e agua de estudo produzida a
partir de extratos semipurificados do material lisado, tendo o cloro como agente oxidante,

pode-se delinear as seguintes conclusdes em relacdo ao processo de oxidagéo de saxitoxinas:

- em amostras de &gua produzida como material oriundo do processo da lise de células de
Cylindrospermopsis raciborskii, a agdo do oxidante sobre as saxitoxinas sofreu interferéncia
devido a presenca de outros compostos intracelulares, sendo necessario utilizar doses elevadas

de cloro (acima de 20 mg/L) para se conseguir remog&o de saxitoxinas;

- para um mesmo valor de pH, a aplicacéo de doses similares de cloro em amostras de agua
contendo concentragdes distintas de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX), ndo resultou em
remogéo proporcional desses compostos. No entanto, o fato de cultivos com concentragdes
proximas de células liberarem, a partir da lise, concentragbes diferentes de compostos
organicos intracelulares, pode explicar essa falta de proporcionalidade observada nos ensaios

realizados com &gua produzida a partir da lise de células de C. raciborskii;

- a remocdo de neoSTX, dcSTX e STX revelou-se dependente do valor do pH e das doses de
cloro aplicadas. Ocorreram remogdes significativas das variantes dessas toxinas & medida que
o valor do pH da &gua de estudo foi ajustado para valores bésicos. Nessa situagdo, as doses de
cloro aplicadas foram menores. A ordem de remogdo das variantes de saxitoxinas foi neoSTX
> STX >dcSTX;

- em uma agua de estudo com concentracdo inicial de neoSTX (68,3 ug/L), dcSTX (16,3
png/L) e STX (33,3 ng/L), na auséncia de outros compostos oriundos da lise, apos a adi¢do de
doses de cloro maiores que do 8 mg/L, em valores de pH > 8, ndo foram detectadas presencas

significativas dessas saxitoxinas no efluente final ap6s o tempo de contato de 30 minutos;
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- em valores de pH baixos (pH < 8) e doses de cloro baixas, verificou-se 0 aumento da
variante dcSTX, indicando que a oxidacdo parcial da molécula pode levar a transformagdes

entre variantes, podendo gerar produtos mais toxicos;

- a concentracdo de cloro combinado foi maior nos primeiros 30 minutos, diminuindo com o
tempo, indicando possivel participacdo na oxidacdo das saxitoxinas em tempos de contato

mais elevados;

- a cinética de oxidacdo 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 reacé&o.

- a formac&o de subprodutos resultantes do processo de oxidagdo das saxitoxinas (neoSTX,
dcSTX e STX) foi maior com o0 aumento da dose de cloro aplicada. Para a dose de 1,5 mg/L,
os valores dos 21 subprodutos analisados, incluindo trialometanos, cloro hidrato,
haloacetonitrilas e acido haloacéticos, ficaram abaixo de 0,1 pg/L; entretanto, com o aumento
da dose de cloro de 8 para 13 mg/L, em valor de pH 9,0, ocorreram aumentos de mais 100%
na concentracao desses subprodutos, e, no caso dos trialometanos, a concentragdo resultante
ficou acima do recomendado pela legislacdo brasileira;

- os resultados de toxicidade sugerem que as Daphnias ndo parecem ser 0s organismos
indicados para avaliar o efluente resultante da oxidag&o de saxitoxinas com cloro, pois ndo foi
possivel inferir se a causa da imobilidade dos organismos (D. similis e C. silvestrii) foi devido
a presenca das saxitoxinas ou dos subprodutos da cloracdo formados.

No Brasil, sabe-se que o tratamento convencional, ou de ciclo completo, é predominante,
tanto em termos do nimero de unidades de tratamento quanto em termos do volume de &gua
produzido. Contudo, estudos tém demonstrado que 0s processos convencionais de tratamento
ndo sdo capazes de remover as cianotoxinas ja identificadas e, para resolver esse problema,
alguns autores indicam a oxidagdo como sendo uma das técnicas complementares ao
tratamento para a remocéo da fracdo dissolvida das cianotoxinas. Neste trabalho, a avaliagdo
da utilizag&o do cloro no processo de oxidacdo de saxitoxinas dissolvidas (neoSTX, dcSTX e
STX) apresentou indicagOes claras de eficiéncia de remocdo dessas toxinas. No entanto,
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também ficou evidente que, para conseguir a eliminacdo de modo seguro, a técnica de
oxidacdo exige condicOes especificas, como por exemplo, o valor do pH maior ou igual a 8,0.
Dessa forma, fica clara a necessidade de um controle operacional rigoroso das condicdes de
desinfecgdo no tanque de contato, para atender conjuntamente ao objetivo de eliminar
patdgenos, oxidar saxitoxinas e minimizar a formagéo de subprodutos.

6.2 - RECOMENDACOES

Considerando a caréncia de informag0es que ainda persiste sobre a remogdo das diferentes
variantes de saxitoxinas com o cloro e com o uso de outros agentes oxidantes, é fundamental
dar continuidade a essa linha de pesquisa. Dessa forma, os seguintes estudos no campo do

tratamento de 4gua séo sugeridos:

- estudar, de forma sistemética, o processo de interconversdes possiveis quando as saxitoxinas
sdo submetidas a acdo de diferentes agentes oxidantes, tais como o cloro, diéxido de cloro,
0zonio etc. Esses estudos devem ser realizados em diferentes valores de pH em fungdo da

estabilidade da molécula em relac&o ao valor do pH da &gua de estudo;

- considerando os conhecimentos sobre as interconversdes entre variantes, realizar estudos
cinéticos detalhados sobre oxidacéo das saxitoxinas, usando intervalos de tempo menores e

modelos de cinética mais representativos;

- estudar o processo de oxidacdo de saxitoxinas inoculadas em diferentes tipos de &gua, de

modo a simular as condic@es reais encontradas no ambiente natural;

- a utilizacdo do cloro e de outros oxidantes (oz6nio, dioxido de cloro, permanganato de
potéssio e POA) na remogdo de diferentes combinagBes de variantes de saxitoxinas e de

outros grupos de cianotoxinas;

- realizacdo de estudos detalhados sobre o potencial de formag&o de subprodutos da oxidagéo
de outros grupos de saxitoxinas quando utilizados diferentes agentes oxidantes. Esses estudos
se justificam na medida em que representam balisadores para os legisladores responsaveis
pela incorporacdo de novos parametros e limites de tolerancias de substancias para as leis de
controle e de qualidade das &guas destinadas ao abastecimento publico.
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APENDICE A - DESCRICAO DO PROCEDIMENTO DE SEMIPURIFICACAO DO
EXTRATO LISADO DE SAXITOXINAS

Em geral, o procedimento de semipurificagdo e concentracdo de saxitoxinas seguiu a seguinte
sequéncia (Rositano et al., 1998):

1 — Corrigiu-se a solucdo de acido heptanosulfénico (0,1 M; 5 mL para cada amostra
utilizada) para pH 2,0 com &cido fosférico.

2 — Adicionou-se ao volume de amostra (200 mL) o acido heptanosulfénico (5 mL; 0,1 M).
Em seguida, corrigiu-se o pH da amostra para 2,0 com acido fosférico.

3 — Passou-se a amostra por um cartucho de carvao (cartucho de extracdo em fase sélida,
contendo carvéo grafitizado — marca Alltech — 300 mg/8mL), com:

a) metanol (10 mL);

b) agua Milli-Q (20 mL);

c) solucao de &cido heptanosulfénico corrigida para pH 2,0 (5 mL). A Figura A.1 mostra o
processo de passagem da amostra de saxitoxinas pelo cartucho de carvdo grafitizado.

™ > Cartuchos com

e carvdo grafitizado

Figura A.1 — Etapa do processo de passagem da amostra lisada de saxitoxinas pelo cartucho
de carvao grafitizado

4 — Passou-se a amostra (200 mL) pelo cartucho a uma velocidade de 1 a 2 mL/min.
5 — Eluiu-se o cartucho com carvéo em tubos separados com:
a) 50% metanol e 50% &agua Milli-Q (10 mL);
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b) acido acético 0,5M (10 mL). A Figura A.2 mostra a etapa de eluicdo das amostras com
metanol e com &cido acético.

Eluicdo
com
metanol

Figura A.2 — Etapa do processo de eluigdo com metanol e com &cido acético

6 — Transferiu-se a fracdo 5b (&cido acético 0,5 M) para um baldo de 25 mL e evaporou-se
essa solucdo em um rotavapor a secura total. Adicionou-se a fracdo 5a (metanol 50%) ao
mesmo frasco e evaporou-se a secura total (Manteve-se a temperatura do banho-maria entre
45-55°C). A Figura A.3 mostra o aparelho de rotavapor que foi utilizado na evaporagéo do
acido acético e do metanol durante o processo de semipurificagdo das amostras de
saxitoxinas.

/
i

Figura A.3 — Aparelho de rotavapor que foi utilizado na evaporacdo do acido acético e do
metanol durante o processo de semipurificagdo das amostras de saxitoxinas

7 — Reconstituiu-se o extrato em 40 mL de 4cido acético 0,5 M e armazenou-se em um
refrigerador até o momento da utilizagéo.
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APENDICE B - PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DA CINETICA DE ORDEM
N

Foi utilizado o método do tempo de meia vida fracionaria, com F = 80%, cuja formulacdo

descrita por Levenspiel (1926) € mostrada pela Equacéo B.1.

1-n
L0871,

Equagéo B.1
FT k(- quac
Em seguida, obtém-se os logaritmos mostrados pela Equacéo B.2.
umaconstante
f—_J\——\
08" -1 «
logt, =log] ——— |+ (1—-n)logC, Equagéo B.2
— —

k(n-1)

y bx
O procedimento consiste nos seguintes passos:
e Faz-se um gréfico acurado dos dados de Concentracao (C) em funcéo de tempo.

e Desenha-se uma curva suave (mais importante) para representar os dados, como
mostrado pela Figura B.1.

pH7,0
D =3,5mg/L

Concentragio de STX (ng/L)

2
v é

—

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Tempo (min)

Figura B.1 — Curva suave da concentracdo de STX (Concentracdo) em funcdo tempo (min)
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Escolhem-se os pontos da concentragdo de STX (C) que torne a curva suave (Figura B.1)

e, em seguida, preenche-se a tabela a partir da Figura B.1.

STX
D =3,5mg/L
pH 7,0
Tempo (min) Co (Inicial) (ng/L) Ciinal (=0,8C,) Tempo (Ty, min) | Log T¢| Log C,
0 33,3 26,6 (5-0)=5 0,7 1,5
15 14,6 11,7 (20-17)=3 0,5 12
30 6,6 53 (45-33)=12 11 0,8
45 4,3 34 (75-65)=10 1,0 0,6
60 3,1 2,5 (89-52) =37 1,6 0,5

A partir da curva e ndo dos dadosj

Como proxima etapa, faz-se um grafico de Log Tr em funcdo de LogCo, como mostrado

na Figura B.2.

LB =

y=-0,8146x + 1,712
02 b R2=0,6526- -~~~ __

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

Log Co

Figura 4.2 — Log T¢ em funcdo Co

Agora, tem-se a ordem da reacdo. Para avaliar a constante de taxa, considera-se qualquer
ponto da curva de Concentragdo (C) versus Tempo, por exemplo, para Co = 33,3 pg/L,
que corresponde a T¢ = 5 min. Coloca-se todos esses valores na Equacéo B.1, resultando

em:
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118
5 — (018) 1 33,31—1,8
K(L8—-1)
k =0,003

Consequentemente, a taxa de reagdo que representa a Equacéo B.1 é:

0,4
-4b=[0003——5———Jc”, 4
n

g% - mi L -min

126



APENDICE C - CULTIVO E MANUTENCAO DOS DAFINIDEOS,
PRECEDIMENTO DE REALIZACAO DO TESTE DE SENSIBILIDADE DOS
ORGANISMOS E PROCEDIMENTO DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

C.1- CULTIVO E MANUTENCAO DOS DAFINIDEOS

Para o cultivo e manutencdo das espécies D. similis e C. silvestrii Daday, em laboratério,
foram seguidas normas padronizadas da ABNT (2005). Assim, os organismos foram
cultivados em agua reconstituida (com dureza total de 40 — 48 mgCaCOs/L, pH 7,0 — 7,6) em
béquer de 2 L, com um maximo de 120 organismos, mantidos em incubadora a 25°C e
fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro. A renovacdo da &gua de cultivo das culturas-estoque foi

realizada trés vezes por semana.

Os organismos foram alimentados com composto e suspensdo de alga cloroficea. O alimento
composto consiste de uma mistura de partes iguais de leveduras (fermento bioldgico seco
Fleishmann® dissolvido em é&gua destilada) e de racdo para peixe fermentada (Tetramin®),
sendo adicionados 0,02mL por organismo. A alga cloroficea utilizada foi a espécie
Pseudokirchneriella subcapitata em fase exponencial de crescimento, cultivada em meio
CHU-12, sob iluminacéo e aeragéo constantes. A concentragdo fornecida ao cultivo foi de 1 x

10° células por organismo.

Um dia antes do inicio de cada teste, um lote de fémeas ovigeras de dafinideos foi separado
das culturas, utilizando-se pipeta com bordas arredondadas. O lote foi colocado em um béquer

de vidro de 2 L com a &gua de cultivo e alimentado com a alga cloroficea.

Apos 18 horas, os filhotes de dafinideos foram separados das fémeas. Em seguida, aguardou-
se mais 6 horas para serem usados nos testes, garantindo-se, com esse procedimento, o uso de
filnotes com idade minima de 6 horas e no maximo de 24 horas. A Figura C.1 ilustra o

processo de obtencéo de filhotes dos organismos utilizados nos testes de toxicidade.
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filhotes recém eclodidos.

Figura C.1 - Dosenho esquematico de obtencéo de filhotes de dafinideos para a utilizacdo em

testes de toxicidade

C.2 - TESTE PARA DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE DOS CLADOCEROS

O controle de sensibilidade dos organismos, por meio da realizagdo periddica de ensaios com
determinadas substancias de referéncia, € um procedimento que permite maior preciséo e
confiabilidade nos resultados obtidos ao longo do tempo por um mesmo laboratério ou entre
laboratdrios. Recomenda-se que a sensibilidade das culturas seja avaliada dentro de 14 dias
antes ou apos a realizacdo dos ensaios de toxicidade, ou ainda, paralelamente a estes. Os
organismos de uma cultura estardo aptos para serem submetidos a avaliacdo de toxicidade se

estiverem dentro de uma faixa de sensibilidade especifica para uma substancia de referéncia.

Como substancia de referéncia, foi utilizado o cloreto de sodio (NaCl), tanto para a D. similis
como para a C. silvestri, sendo que a faixa de concentracéo testada variou entre 0,6 a 2,2 g/L.
Para a realizacdo do teste de sensibilidade, cinco neonatas, com idade inferior a 24 h, foram
colocadas em recipientes plasticos atoxicos contendo 10mL de solucéo de cloreto de sodio
(NaCl), em diferentes concentragfes: 0 (controle); 0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e 2,2 g/L, em quatro
réplicas. As concentragBes foram preparadas a partir de uma solucdo estoque (10 g/L de

NaCl), utilizando-se agua de cultivo como &gua de diluigéo.

Durante o periodo de exposi¢éo (48 h), os organismos foram mantidos em incubadora a 25° C,

sem iluminagdo e sem alimentagdo. Foram medidos: pH, condutividade elétrica e dureza no
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inicio e ao final do teste. ApGs 24 h e 48 h, registrou-se o nimero de individuos imoveis ou
mortos em cada concentracdo. Com estes dados, calculou-se a CE(l)sp - 4gn, CONcCentragéo
efetiva mediana que causa efeito agudo (imobilidade) a 50% dos organismos em 48h de
exposicao, utilizando-se o programa estatistico Trimmed Spearmann-Karber (Hamilton et al.,
1977). Os organismos sdo considerados adequados quando o valor da CEsy - 48, €St4 dentro da
faixa de sensibilidade estabelecida (ABNT, 2004; 2005), que para a D. similis e a C. silvestrii
situa-se entre 1,06 a 1,64 g/L de NaCl. Se a porcentagem de organismos imdveis no controle

exceder 10%, o resultado é considerado invalido, 0 que ndo ocorreu nesse experimento.

C.3-TESTES DE TOXICIDADE AGUDA

Os testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo com normas padronizadas (ABNT,

2004), utilizando-se os dafinideos D. similis e C. silvestrii como organismos-teste.

Nos testes, cinco neonatas, com idade inferior a 24 h, foram colocadas em recipientes
plasticos atoxicos com 10 mL da amostra, em quatro réplicas para cada amostra. Para o
controle, foi utilizado o mesmo numero de réplicas e de neonatas, que foram expostas

somente a agua de cultivo.

Durante o periodo de exposicao (48 h), os organismos foram mantidos em incubadora a 25°C,
sem iluminagdo e sem alimentacdo. Foram medidos: pH, condutividade elétrica e dureza no
inicio e ao final dos testes. Apds 24 h e 48 h, registrou-se o numero de individuos imdveis ou

mortos para cada amostra.
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APENDICE D - CURVAS DE CALIBRA(;AO OBTIDAS PARA AS VARIANTES
neoSTX, dcSTX e STX
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Figura D.1 - Curva de calibracéo para neoSTX
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Figura D.2 - Curva de calibracdo para dcSTX
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Figura D.3 - Curva de calibracéo para STX
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APENDICE E - DETERMINACAO DE SUBPRODUTOS

APENDICE E.1 - DETALHES ADICIONAIS SOBRE O METODO DE EXTRACAO
DE TRIALOMETANOS, CLORO HIDRATO, CLOROPICRINAS,
HALOACETONAS E HALOACETONITRILAS (USEPA 551.1, 1995).

Uma aliquota de 10 mL de amostra armazenada a 4°C foi rapidamente coletada e inserida em
um frasco do tipo vial de 25 mL, ao qual foi adicionado um volume de 10 pL de
diclorometano 1% (o diclorometano foi o padréo interno (PI) do método e foi introduzido em

todas as amostras, padrdes da curva de calibragdo e brancos).

A seguir, foram adicionados no vial, 10 mL de Metil-Terc Butilico Eter (MTBE), mantido a

4°C, e aproximadamente 1,0 g + 1,0 de sulfato de sédio puro, agente secante da fase organica.

O frasco vial foi agitado vigorosamente por 30 minutos e imediatamente acondicionado em
freezer a -4°C. Duas fases, bem definidas, separam-se dentro do frasco vial: a fase organica
superior, chamada de extrato e a fase inferior, chamada de fase aquosa. A fase organica foi
retirada e transferida para um frasco tipo vial de 10 mL, acondicionada em freezer e
conservada para andlise em CG-DCE por um periodo méximo de 7 dias. A fase aquosa foi

descartada.

Como a concentracdo original dos padrdes é elevada, uma diluigdo e mistura foi efetuada com
acetona de pureza grau cromatogréfica (J.T. Baker). A partir dessa diluicdo e mistura, foram

preparadas as dilui¢bes para elaboracdo de uma curva analitica de calibragéo.

A curva analitica de calibracéo foi diluida em meio aquoso, utilizando-se bal6es volumétricos
aferidos de 10 mL. A &gua utilizada para dilui¢cdo dos padrdes (meio aquoso) foi previamente
purificada, partindo de um volume de 5 litros de agua ultrapura, obtida em um purificador
Milli-Q. Para garantir a isencdo de compostos volateis, cloro e matéria organica, a agua
ultrapura passou pelo seguinte procedimento:

e adicdo de carvéo ativado e filtracdo em 0,45 pum;

e fervura por 10 minutos;

e exposicdo a radiacdo UV por 1 minuto;
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e borbulhamento de nitrogénio por 5 min;

e resfriamento e acondicionamento em frasco de vidro escuro a 4°C.

Em cada baldo, foram adicionados volumes excedentes de 10 uL de padrdo interno,

diclorometano 1%, inclusive em um branco, seguido de uma leve agitagdo. Posteriormente,

um volume de 4 mL de MTBE (a 4°C) foi adicionado para extragdo liquido-liquido, seguido

de forte agitacdo por 5 minutos e decantacdo a temperatura de -4°C.

Durante todo o procedimento de manipulagédo com padrdes e solventes para dilui¢do e preparo

da curva de calibrago, teve-se o cuidado de colocar gelo em uma bandeja pléastica onde os

reagentes e vidrarias em uso permaneceram apoiados para evitar perdas por evaporagéo.

Na Tabela E.1 esta apresentado um resumo da curva de calibracdo do método 551.1 USEPA

para determinacdo de trialometanos,

cloropicrina.

clorohidrato,

haloacetonitrilas,

haloacetonas e

Tabela E.1 - Resumo da curva de calibracdo para trialometanos, haloacetonitrilas,

halocetonas, clorohidrato e cloropicrina em pg/L.

Compostos Tempo | Pontos da curva de calibracao (ng/L)

retencdo (min) | 1 2 3 4 5 6 7
Padrdo Interno (PI) 4,26 10uL | 10uL | 10pL | 10pL | 10uL | 10uL | 10pL

Cloroférmio 6,73 10 20 30 40 50 60 80
Tricloroacetonitrila 8,87 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
Dicloroacetonitrila 9,34 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
Bromodiclorometano 9,85 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
Cloro hidrato 10,21 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
1,1-Dicloropropanona 10,79 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
Cloropicrina 13,02 10 20 30 40 50 60 80
Dibromoclorometano 13,39 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
1,1,1-Tricloropropanona 14,35 10 20 30 40 50 60 80
Bromocloroacetonitrila 15,40 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
Dibromoacetonitrila 16,89 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
Bromoférmio 17,07 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80
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E.2 — DETALHES ADICIONAIS SOBRE A DETERMINACAO DOS ACIDOS
HALOACETICOS

Uma aliquota de 50 mL foi retirada do frasco de 250 mL, contendo a amostra desclorada e
transferida para um baldo volumétrico de 50mL. Imediatamente, foi adicionado um volume de
50 pL de padrio Interno (2,3-acido dibrompropidnico, 10 mg/L). Em seguida, a amostra foi
acidificada com 1 mL de &cido sulfurico concentrado e, acrescentou-se 2 g de sulfato de cobre
e 169 de sulfato de sodio. O frasco foi tampado e agitado por 10 min, sendo, em seguida,

resfriado em geladeira até temperatura de 4°C.

Como este procedimento gera uma reacdo exotérmica, o resfriamento é muito importante para
evitar perdas dos compostos volateis. Apds completa dissolucdo e resfriamento da amostra,
foram adicionados 4 mL de MTBE (gelado). Manteve-se uma agitagdo por 30min seguido de
repouso para separacdo das fases. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta, transferiu-se 1,5
mL da fase orgénica para um tubo de vidro com tampa rosqueavel, no qual foi adicionado 1
mL de solucédo &cida de metanol 10%. Apds fechamento do frasco, o mesmo foi mantido sob

aquecimento imerso em banho de agua & 50°C por 2 h.

Finalmente, o frasco foi resfriado e adicionou-se 4 mL de solucgéo saturada de bicarbonato de

sodio em incrementos de 1 mL.

O extrato obtido foi transferido para um frasco vial de 4 mL e armazenado em temperatura de
—4°C; esse extrato tem validade analitica de 14 dias; um volume de 1 pL foi injetado no

cromatografo.

As solugdes com concentragOes variadas foram obtidas a partir de diluigdo da mistura original
em meio MTBE. Em seguida, seis bal6es volumétricos e aferidos foram utilizados para
elaboracéo de 5 pontos de diferentes concentracdes e 1 branco de calibragdo. A curva analitica
foi diluida em meio aquoso com agua isenta de compostos organicos volateis, e cada ponto da
curva foi derivatizado por metilacdo acida. Na Tabela E.2 est4 apresentado um resumo da
curva analitica 552 de calibracdo, a concentracdo original de cada composto da mistura

padrdo e a variacdo de concentragéo obtida.
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Tabela E.2- Resumo da curva analitica de calibragdo para &cidos haloacéticos (AHA).

Tempo de Curva de Calibracgao (ng/L)
Compostos | retencéo

(min) P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
MCAA 9,93 0,6 1,2 2,4 3,6 4,8 6 12
MBAA 10,81 0,4 0,8 1,6 2,4 3,2 4 8
DCAA 11,20 0,6 1,2 2,4 3,6 4,8 6 12
TCAA 12,39 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2 4
surrogate 13,25 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2 4
BCAA 14,50 0,4 0,8 1,6 2,4 3,2 4 8
BDCAA 17,03 0,4 0,8 1,6 2,4 3,2 4 8
DBAA 17,72 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2 4
CDBAA 20,90 1 2 4 6 8 10 20
PI 21,37 1 1 1 1 1 1 1
TBAA 24,68 2 4 8 12 16 20 40

Pl: 2,3-acido dibromopropionico
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APENDICE F - CONCENTRAGCOES INICIAIS E FINAIS DE SAXITOXINAS PARA
DIFERENTES DOSES DE CLORO E DE pH NOS TEMPOS DE CONTATO DE 30 E
DE 60 MINUTOS (AMOSTRAS LISADAS E FILTRADAS)
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Figura F.1 — Concentracdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de cloro e
valores de pH 4,0, 5,0 e 6,0 nos tempos de contato (T) de 30 e de 60 minutos.
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Figura F.2 - Concentragdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de cloro e
valores de pH 6,0, 6,5, 7,0 e 8,0 nos tempos de contato (T) de 30 e de 60 minutos.
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Figura F.3 - Concentragdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de cloro e
valores de pH 8,0, 8,5 e 9,0 nos tempos de contato (T) de 30 e de 60 minutos.
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Figura F.4 - Concentragdes iniciais e finais de saxitoxinas para diferentes doses de cloro e
valores de pH 9,0, 9,5, 10,0 e 11,0 nos tempos de contato (T) de 30 e de 60 minutos.
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ANEXO G - DOSES DE CLORO, COM SEUS RESPECTIVOS RESIDUALIS,
APLICADAS A AGUA DE ESTUDO 2 COM VALORES DE pH VARIANDO DE 5,0 A
11,0.
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Figura G.1 — Doses de cloro, com seus respectivos residuais, aplicadas a agua de estudo 2
com valores de pH 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0.
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APENDICE H - VARIACAO DA CONCENTRACAO DE SAXITOXINAS (neoSTX,
dcSTX e STX) NA AE2 EM VALORES DE pH ACIDOS E BASICOS.

Tabela H.1 — Variagdo da concentragdo de neoSTX para valores de cloro entre 3,5 a 15 mg/L

e valores de pH de 6 a 11 durante o tempo de contato de 90 minutos

D=35mg/L
neoSTX
pH
Tempo (min) prH6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 69.0 0.0 0.0 0.0
30 68.1 0.0 0.0 0.0
45 70.0 0.0 0.0 0.0
60 65.6 0.0 0.0 0.0
75 66.8 0.0 0.0 0.0
a0 60.3 0.0 0.0 0.0
D =6 mg/L
neoSTX
pH
Tempo (min) pH 6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 403 0.0 0.0 0.0
30 383 0.0 0.0 0.0
45 40.0 0.0 0.0 0.0
60 344 0.0 0.0 0.0
75 34.0 0.0 0.0 0.0
a0 299 0.0 0.0 0.0
D=8 mg/L.
neoSTX
pH
Tempo (min) pH6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 302 0.0 0.0 0.0
30 294 0.0 0.0 0.0
45 33.8 0.0 0.0 0.0
60 292 0.0 0.0 0.0
75 31,7 0.0 0.0 0.0
a0 36.6 0.0 0.0 0.0
D =14 mg/L
neoSTX
pH
Tempo (min) pH6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 0.0 0.0 0.0 0.0
30 0.0 0.0 0.0 0.0
45 0.0 0.0 0.0 0.0
60 0.0 0.0 0.0 0.0
75 0.0 0.0 0.0 0.0
a0 0.0 0.0 0.0 0.0

D=5mg/L
neoSTX
pH
Tempo (min)| pH6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 483 0.0 0.0 0.0
30 47.8 0.0 0.0 0.0
45 50.1 0.0 0.0 0.0
60 45.8 0.0 0.0 0.0
75 46.3 0.0 0.0 0.0
a0 40.7 0.0 0.0 0.0
D=7 mg/L
neoSTX
pH
Tempo (min) | pH 6 pHS pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 345 0.0 0.0 0.0
30 33.8 0.0 0.0 0.0
45 422 0.0 0.0 0.0
60 356 0.0 0.0 0.0
75 36.8 0.0 0.0 0.0
a0 40.2 0.0 0.0 0.0
D=12mg/L
neoSTX
pH
Tempo (min)| pH6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 0.0 0.0 0.0 0.0
30 0.0 0.0 0.0 0.0
45 0.0 0.0 0.0 0.0
60 0.0 0.0 0.0 0.0
75 0.0 0.0 0.0 0.0
a0 0.0 0.0 0.0 0.0
15 mg/L.
neoSTX
pH
Tempo (min)| pH6 pH 8 pH10 | pH11
0 68.3 68.3 68.3 68.3
15 0.0 0.0 0.0 0.0
30 0.0 0.0 0.0 0.0
45 0.0 0.0 0.0 0.0
60 0.0 0.0 0.0 0.0
75 0.0 0.0 0.0 0.0
a0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Tabela H.2 — Variacdo da concentracdo de dcSTX para valores de cloro entre 3,5 a 15 mg/L e

valores de pH de 6 a 11 durante o tempo de contato de 90 minutos

D=35mgL
deSTX
pH
Tempo (min) pHoO pHS pH10 | pH11
0 16,3 163 16,3 16.3
15 20.9 18.1 0.0 0.0
30 18.6 17.6 0.0 0.0
45 18,1 144 0.0 0.0
60 174 14.8 0.0 0.0
75 153 14.6 0.0 0.0
90 14,9 144 0.0 0.0
D=6 mg/L
deSTX
pH
Tempo (min) | pHG pHS pH10 | pH11
0 16,3 163 16,3 16.3
15 11.8 10.6 0.0 0.0
30 9.7 10,0 0.0 0.0
45 9.0 8.3 0.0 0.0
60 8.6 7.6 0.0 0.0
75 5.9 6.8 0.0 0.0
90 4.6 5.1 0.0 0.0
D=8mgL
deSTX
pH
Tempo (min) | pHG pHS pH10 | pH11
0 16,3 163 16,3 16.3
15 9.1 10.9 0.0 0.0
30 73 56 0.0 0.0
45 7.0 23 0.0 0.0
60 6.3 0.0 0.0 0.0
75 4.1 0.0 0.0 0.0
90 29 0.0 0.0 0.0
D =14 mg/L
deSTX
pH
Tempo (min) pH 6 pH & pH10 | pH11
0 16,3 16,3 16,3 163
15 17.5 8,6 0.0 0.0
30 11.3 53 0.0 0.0
45 8.0 25 0.0 0.0
60 5.0 0.0 0.0 0.0
75 3.0 0.0 0.0 0.0
90 1,5 0.0 0.0 0.0

D=5mgL
deSTX
pH
Tempo (min) pH 6 pH 8 pH10 | pH11
0 16,3 16,3 16,3 16,3
15 14,6 12,7 0.0 0.0
30 12,6 12,3 0.0 0,0
45 121 10,1 0.0 0,0
60 11,4 10,4 0.0 0.0
75 9.3 10.0 0.0 0,0
90 5.2 9.7 0.0 0,0
D=7mgL
dcSTX
pH
Tempo (min) | pH6 pHBE pH10 | pH11
0 16.3 16,3 163 16,3
15 10.4 9.1 0.0 0.0
30 8.6 84 0.0 0.0
45 8.1 7.3 0.0 0.0
60 7.8 6.5 0.0 0.0
75 53 51 0.0 0.0
90 4.2 4.2 0.0 0.0
D=12mgL
deSTX
pH
Tempo (min) | pH6 pHBE pH10 | pH11
0 16.3 16,3 163 16,3
15 204 10,0 0.0 0.0
30 16.7 5.0 0.0 0.0
45 13.5 27 0.0 0.0
60 10.1 0.0 0.0 0.0
75 87 0.0 0.0 0.0
90 52 0.0 0.0 0.0
D=15mgL
deSTX
pH
Tempo (min) | pH6 pHBS pH10 | pH11
0 16.3 16,3 163 16,3
15 16.3 8.0 0.0 0.0
30 11.0 5.0 0.0 0.0
45 7.5 2.0 0.0 0.0
60 4.1 0.0 0.0 0.0
75 24 0.0 0.0 0.0
90 0.3 0.0 0.0 0.0
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Tabela H.3 — Variacdo da concentracdo de STX para valores de cloro entre 3,5 a 15 mg/L e

valores de pH de 6 a 11 durante o tempo de contato de 90 minutos

D=35mgL
STX
pH
Tempo (min) | pH®6 pHS pHI10 | pH11
0 333 333 333 333
15 209 229 0.0 0.0
30 147 217 0.0 0.0
45 10,8 188 0.0 0.0
60 o4 18.0 0.0 0.0
75 8.1 18.4 0.0 0.0
90 7.0 17.2 0.0 0.0
D=6 mgL
STX
pH
Tempo (min) | pH®6 pH 8 pH10 | pH11
0 333 333 333 333
15 14.1 133 0.0 0.0
30 3.1 126 0.0 0.0
45 0.8 11,5 0.0 0.0
60 0.0 10,8 0.0 0.0
75 0.0 9.8 0.0 0.0
90 0.0 8.1 0.0 0.0
D=8 mgL
STX
pH
Tempo (min) [ pH6 pH 8 pH10 | pH11
0 333 333 333 333
15 10,6 0.0 0.0 0.0
30 0,0 0.0 0.0 0.0
45 0.0 0.0 0.0 0.0
60 0,0 0.0 0.0 0.0
75 0.0 0.0 0.0 0.0
90 0.0 0.0 0.0 0.0
D =14 mg/L
STX
pH
Tempo (min) | pH#6 pH S8 pH10 | pH11
0 333 333 333 333
15 13,4 0.0 0.0 0.0
30 122 0.0 0.0 0.0
45 10,6 0.0 0.0 0.0
60 80 0.0 0.0 0.0
75 3.9 0.0 0.0 0.0
90 20 0.0 0.0 0.0

D=5mgL
STX
pH
Tempo (min)| pH®6 pHS pHI10 | pH11
0 333 333 333 333
15 16.9 16,0 0.0 0.0
30 6.0 15,2 0.0 0.0
45 24 143 0.0 0.0
60 1.1 14.0 0.0 0.0
75 0.0 14.6 0.0 0.0
90 0.0 13.1 0.0 0.0
D=7mgL
STX
pH
Tempo (min)| pH®6 pH 8 pH10 | pH11
0 333 333 333 333
15 12.1 114 0.0 0.0
30 1.6 10,2 0.0 0.0
45 0.0 9.3 0.0 0.0
60 0.0 85 0.0 0.0
75 0.0 6.9 0.0 0.0
90 0.0 5.1 0.0 0.0
D =12 mg/L
STX
pH
Tempo (min)| pH®6 pH 8 pH10 | pH11
0 333 333 33.3 333
15 15,6 0.0 0.0 0.0
30 142 0.0 0.0 0.0
45 12,6 0.0 0.0 0.0
60 10,0 0.0 0.0 0.0
75 5.9 0.0 0.0 0.0
90 37 0.0 0.0 0.0
D=15mgL
STX
pH
Tempo (min)| pH®6 pH S8 pH10 | pH11
0 333 333 33.3 333
15 12.5 0.0 0.0 0.0
30 11.2 0.0 0.0 0.0
45 96 0.0 0.0 0.0
60 73 0.0 0.0 0.0
75 34 0.0 0.0 0.0
90 1.1 0.0 0.0 0.0
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Figura H.1 — Variacdo de remogé&o de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de

cloro de 3,5 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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Figura H.2 — Variacdo de remogé&o de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de
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Figura H.3 — Variacdo de remocao de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de

cloro de 6 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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Figura H.4 — Variacdo de remogé&o de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de

cloro de 7 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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Figura H.5 — Variacdo de remocao de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de

cloro de 8 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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Figura H.6 — Variacdo de remocao de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de
cloro de 12 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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Figura H.7 — Variacdo de remogé&o de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de

cloro de 14 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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Figura H.8 — Variacdo de remocao de saxitoxinas (neoSTX, dcSTX e STX) com valores de

cloro de 15 mg/L, em amostras com diferentes valores de pH e tempo de contato de 90

minutos.
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APENDICE | - SUBPRODUTOS RESULTANTES DA OXIDACAO DE

SAXITOXINAS (neoSTX, dcSTX e STX) COM CLORO

Tabela 1.1 — Subprodutos resultantes da oxidacdo de saxitoxinas (neoSTX - 68,3 ug/L,
dcSTX - 16 pg/L e STX - 33,3 pg/L) com cloro (1,5 mg/L), valor do pH da AE2 igual a 5,0,
incubacéo a 25°C e tempo de contato de 24 horas.

Subprodutos

Resultados expressos em pg/L

, Branco Saxitoxinas Saxitoxinas
Metodo USEPA 551.1 (Semcloro) | (Amostra-A) | (Amostra - B)
Trialometanos - THM:

Cloroférmio <0,1 <0,1 <0,1
Bromodiclorometano <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoclorometano <0,1 <0,1 <0,1

Bromoférmio <0,1 <0,1 <0,1

Total de THMs <0,1 <0,1 <0,1
Cloro hidrato - CH <0,1 <0,1 <0,1
Cloropicrina - CP <0,1 <0,1 <0,1
Haloacetonitrilas - HAN:
Tricloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dicloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1

Total HANSs <0,1 <0,1 <0,1

Haloacetonas - HC:
1,1,1-tricloropropanona <0,1 <0,1 <0,1
1,1-dicloropropanona <0,1 <0,1 <0,1

Método USEPA 552.2

Acidos haloacéticos
Monocloro acido acético - MCAA <0,1 <0,1 <0,1
Monobromo acido acético - MBAA <0,1 <0,1 <0,1
Dicloro &cido acético - DCAA <0,1 <0,1 <0,1
Tricloro &cido acético - TCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloro 4cido acético - BCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromodicloro acido acético - BDCAA <0,1 <0,1 <0,1
Dibromo &cido acético - DBAA <0,1 <0,1 <0,1
Clorodibromo acido acético - CDBAA <0,1 <0,1 <0,1
Tribromo &cido acético - TBAA <0,1 <0,1 <0,1
Total de AHAS <0,1 <0,1 <0,1
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Tabela 1.2 — Subprodutos resultantes da oxidacdo de saxitoxinas (neoSTX — 68,3 ug/L,
dcSTX - 16 pg/L e STX — 33,3 pg/L) com cloro (1,5 mg/L), valor do pH da AE2 igual a 9,0,

incubacéo a 25°C e tempo de contato de 24 horas.

Subprodutos

Resultados expressos em pg/L

Método USEPA 551.1 Branco Saxitoxinas Saxitoxinas
(Semcloro) | (Amostra-A) | (Amostra - B)
Trialometanos - THM:

Cloroférmio <0,1 <0,1 <0,1
Bromodiclorometano <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoclorometano <0,1 <0,1 <0,1

Bromoférmio <0,1 <0,1 <0,1

Total de THMs <0,1 <0,1 <0,1
Cloro hidrato - CH <0,1 <0,1 <0,1
Cloropicrina - CP <0,1 <0,1 <0,1
Haloacetonitrilas - HAN:
Tricloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dicloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1

Total HANs <0,1 <0,1 <0,1

Haloacetonas - HC:
1,1,1-tricloropropanona <0,1 <0,1 <0,1
1,1-dicloropropanona <0,1 <0,1 <0,1

Método USEPA 552.2

Acidos haloacéticos
Monocloro acido acético - MCAA <0,1 <0,1 <0,1
Monobromo acido acético - MBAA <0,1 <0,1 <0,1
Dicloro &cido acético - DCAA <0,1 <0,1 <0,1
Tricloro &cido acético - TCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloro 4cido acético - BCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromodicloro acido acético - BDCAA <0,1 <0,1 <0,1
Dibromo &cido acético - DBAA <0,1 <0,1 <0,1
Clorodibromo acido acético - CDBAA <0,1 <0,1 <0,1
Tribromo &cido acético - TBAA <0,1 <0,1 <0,1
Total de AHAS <0,1 <0,1 <0,1
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Tabela 1.3 — Subprodutos resultantes da oxidacdo de saxitoxinas (neoSTX — 68,3 ng/L,
dcSTX - 16,3 ug/L e STX - 33,3 pg/L) com cloro (8 mg/L), valor do pH da AE2 igual a 5,0,

incubacéo a 25°C e tempo de contato de 24 horas.

Subprodutos

Resultados expressos em pg/L

Método USEPA 551.1 Branco Saxitoxinas Saxitoxinas
(Sem cloro) | (Amostra-a) | (Amostra-b)
Trialometanos - THM:

Cloroférmio <0,1 <0,1 <0,1
Bromodiclorometano <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoclorometano <0,1 <0,1 <0,1

Bromoférmio <0,1 <0,1 <0,1

Total de THM <0,1 <0,1 <0,1
Cloro hidrato - CH <0,1 <0,1 <0,1
Cloropicrina - CP <0,1 <0,1 <0,1
Haloacetonitrilas - HAN:
Tricloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dicloroacetonitrila <0,1 0,8 0,6
Dibromoacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1

Total HAN <0,1 0,8 0,6

Haloacetonas - HC:
1,1,1-tricloropropanona <0,1 <0,1 <0,1
1,1-dicloropropanona <0,1 <0,1 <0,1

Método USEPA 552.2

Acidos haloacéticos
Monocloro acido acético - MCAA <0,1 <0,1 <0,1
Monobromo acido acético - MBAA <0,1 <0,1 <0,1
Dicloro &cido acético - DCAA <0,1 10,2 11,5
Tricloro &cido acético - TCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloro 4cido acético - BCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromodicloro acido acético - BDCAA <0,1 <0,1 <0,1
Dibromo &cido acético - DBAA <0,1 <0,1 <0,1
Clorodibromo acido acético - CDBAA <0,1 <0,1 <0,1
Tribromo &cido acético - TBAA <0,1 <0,1 <0,1
Total de AHAS <0,1 10,2 115
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Tabela 1.4 Subprodutos resultantes da oxidacdo de saxitoxinas (neoSTX — 68,3 pg/L, dcSTX
- 16,3 pg/L e STX - 33,3 ng/L) com cloro (8 mg/L), valor do pH da AE2 igual a 9,0,

incubacéo a 25°C e tempo de contato de 24 horas.

Resultados expressos em pg/L

Subprodutos

Método USEPA 551.1 Branco Saxitoxinas Saxitoxinas

(Sem cloro) | (Amostra-a) | (Amostra-b)

Trialometanos - THM:

Cloroférmio <0,1 <0,1 <0,1
Bromodiclorometano <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoclorometano <0,1 <0,1 <0,1

Bromoférmio <0,1 <0,1 <0,1

Total de THM <0,1 <0,1 <0,1
Cloro hidrato - CH ‘ <0,1 ‘ <0,1 ‘ <0,1
Cloropicrina - CP ‘ <0,1 ‘ <0,1 ‘ <0,1
Haloacetonitrilas - HAN:
Tricloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dicloroacetonitrila <0,1 1,2 1,3
Dibromoacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1

Total HAN <0,1 1,2 1,3

Haloacetonas - HC:
1,1,1-tricloropropanona <0,1 <0,1 <0,1
1,1-dicloropropanona <0,1 <0,1 <0,1

Método USEPA 552.2
Acidos haloacéticos

Monocloro acido acético - MCAA <0,1 <0,1 <0,1
Monobromo acido acético - MBAA <0,1 <0,1 <0,1
Dicloro &cido acético - DCAA <0,1 15,7 12,4
Tricloro &cido acético - TCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloro 4cido acético - BCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromodicloro acido acético - BDCAA <0,1 <0,1 <0,1
Dibromo &cido acético - DBAA <0,1 <0,1 <0,1
Clorodibromo acido acético - CDBAA <0,1 <0,1 <0,1
Tribromo &cido acético - TBAA <0,1 <0,1 <0,1
Total de AHAS <0,1 15,7 12,4
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Tabela 1.5 — Subprodutos resultantes da oxidacdo de saxitoxinas (neoSTX — 68,3 pg/L,
dcSTX - 16,3 pg/L e STX - 33,3 ug/L) com cloro (13 mg/L), valor do pH da AE2 igual a 5,0,

incubacéo a 25°C e tempo de contato de 24 horas.

Subprodutos

Resultados expressos em pg/L

Método USEPA 551.1 Branco Saxitoxinas Saxitoxinas
(Semcloro) | (Amostra-A) | (Amostra - B)
Trialometanos - THM:

Cloroférmio <0,1 86,4 84,7
Bromodiclorometano <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoclorometano <0,1 0,45 0,71

Bromoférmio <0,1 <0,1 <0,1

Total de THMs <0,1 86,9 85,4
Cloro hidrato - CH <0,1 71,4 68,9
Cloropicrina - CP <0,1 <0,1 <0,1
Haloacetonitrilas - HAN:
Tricloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dicloroacetonitrila <0,1 12,3 14,1
Dibromoacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1

Total HANs <0,1 12,3 14,1

Haloacetonas - HC:
1,1,1-tricloropropanona <0,1 <0,1 <0,1
1,1-dicloropropanona <0,1 <0,1 <0,1

Método USEPA 552

Acidos haloacéticos
Monocloro acido acético - MCAA <0,1 14,9 11,8
Monobromo acido acético - MBAA <0,1 <0,1 <0,1
Dicloro &cido acético - DCAA <0,1 21,4 23,7
Tricloro &cido acético - TCAA <0,1 2,9 3.1
Bromocloro 4cido acético - BCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromodicloro acido acético - BDCAA <0,1 <0,1 <0,1
Dibromo &cido acético - DBAA <0,1 <0,1 <0,1
Clorodibromo acido acético - CDBAA <0,1 <0,1 <0,1
Tribromo &cido acético - TBAA <0,1 <0,1 <0,1
Total de AHA <0,1 39,2 38,6
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Tabela 1.6 — subprodutos resultantes da oxidagéo de saxitoxinas (neoSTX — 68,3 pg/L, dcSTX
- 16,3 pg/L e STX — 33,3 pg/L) com cloro (13 mg/L), valor do pH da AE2 igual a 9,0,

incubacéo a 25°C e tempo de contato de 24 horas.

Resultados expressos em pg/L

Subprodutos

Método USEPA 551.1 Branco Saxitoxinas Saxitoxinas

(Semcloro) | (Amostra-A) | (Amostra - B)

Trialometanos - THM:

Cloroférmio <0,1 133,8 138,6
Bromodiclorometano <0,1 <0,1 <0,1
Dibromoclorometano <0,1 0,58 <0,1

Bromoférmio <0,1 <0,1 <0,1

Total de THMs <0,1 134,4 138,6
Cloro hidrato - CH \ <0,1 \ 108,8 \ 87,3
Cloropicrina - CP ‘ <0,1 ‘ <0,1 ‘ <0,1
Haloacetonitrilas - HAN:
Tricloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Dicloroacetonitrila <0,1 18,8 13,9
Dibromoacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1
Bromocloroacetonitrila <0,1 <0,1 <0,1

Total HAN <0,1 18,8 13,9

Haloacetonas - HC:
1,1,1-tricloropropanona <0,1 <0,1 <0,1
1,1-dicloropropanona <0,1 <0,1 <0,1

Método USEPA 552.2
Acidos haloacéticos

Monocloro acido acético - MCAA <0,1 23,3 25,9
Monobromo acido acético - MBAA <0,1 <0,1 <0,1
Dicloro &cido acético - DCAA <0,1 34,2 39,6
Tricloro &cido acético - TCAA <0,1 3,4 34
Bromocloro 4cido acético - BCAA <0,1 <0,1 <0,1
Bromodicloro acido acético - BDCAA <0,1 <0,1 <0,1
Dibromo &cido acético - DBAA <0,1 <0,1 <0,1
Clorodibromo acido acético - CDBAA <0,1 <0,1 <0,1
Tribromo &cido acético - TBAA <0,1 <0,1 <0,1
Total de AHAS <0,1 60,9 68,9
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APENDICE J - RESULTADO DOS ENSAIOS DE TOXICIDADE DOS SUBPRODUTOS DA OXIDAGAO DE SAXITOXINAS COM
CLORO

Tabela J.1 — Porcentagem de imobilidade e valores de CEso, 24 h e 48 h, para os dafinideos D. similis e C. silvestrii (Crustacea, Cladocera)

expostos a diferentes concentragdes de NaCl (g/L) e valores de pH, condutividade elétrica e dureza, monitorados durante o teste de sensibilidade.

84T

Réplicas (organismos . Condutividade Dureza
Concentragdes L . Total (organismos . . pH 4
Tempo imdveis/organismos expostos) o ) % imobilidade (uS.cm™) (mgCaCO4/L)
(o/L) imdveis/organismos expostos)
1 2 3 4 i f i f i f
24h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0 (V)
Controle 7,28 7,60 975 | 128,8 46 46
48h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0 (V)
24h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
0,6 7,35 7,82 676 642 42 42
48h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
24h 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 0
1,0 7,28 7,86 | 1.030 | 1.000 44 44
48h 2/5 3/5 3/5 1/5 9/20 45
24h 3/5 1/5 0/5 1/5 5/20 25
1,3 7,28 7,96 | 1.265 | 1.243 44 38
48h 4/5 3/5 3/5 4/5 14/20 70
24h 4/5 4/5 4/5 3/5 15/20 75
1,6 7,29 8,06 | 1.569 | 1.583 40 40
48h 4/5 5/5 5/5 4/5 18/20 90
24h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100
2,2 7,27 8,12 | 2.030 | 2.060 40 38
48h 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 100
CEso 24h 1,45 (1,36 — 1,56)
(IC 95%) 48h 1,06 (0,95 - 1,17)
Legenda: V = teste valido (porcentagem de organismos imoveis no controle ndo excedeu 10%); i = inicial; f = final; IC = intervalo de confianca (95%)



