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RESUMO

A presenca de microrganismos fitoplanctdnicos em mananciais tem implicacdes negativas nos sistemas de
abastecimento de agua, motivando muitas vezes a utilizacdo da pré-cloragdo para o controle parcial de suas
consequéncias. Além disso, estes microrganismos apresentam grande parcela de matéria organica hidrofilica e
recalcitrante que ndo é completamente removida no tratamento convencional de 4gua para abastecimento,
sendo oxidada na desinfeccdo. A oxidacdo de microalgas e seus metabdlitos tanto na pré quanto na pos-
oxidacdo (desinfeccdo) com cloro favorecem a formacdo de subprodutos da oxidacdo indesejaveis
considerados potencialmente carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a contribuicdo de diferentes géneros de microalgas para o potencial de formacdo de
Trialometanos-TAMSs. Neste estudo foram preparadas aguas de estudo com adicdo das microalgas Microcystis,
Anabaena e Synechocystis (Cyanophyta) e a Pseudokirchneriella subcapitata (Chlorophyta) resultando em
densidade celular da ordem de 10° cél mL™. O ensaio de potencial de formacéo de TAMs foi realizado ap6s 3
e 7 dias de contato com excesso de cloro, e a quantificagdo dos subprodutos foi realizada conforme o método
551.1 da EPA por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons — GC-ECD. Para as condices
experimentais testadas, as concentragdes de triclorometano formadas apresentaram, de forma geral, valor
médio e mediana de 52,5 e 48,9 ug L™, respectivamente, aos 3 dias de reacdo e de 102,5 e 107,0 pug L%, aos 7
dias de reacdo. Foi encontrada boa relacdo entre o potencial de formacdo de triclorometano e a concentracdo
de clorofila-a na amostra. A presenca de microalgas com densidade celular da ordem de 10° cel mL* e de
clorofila-a na concentragdo de 50 pg L™ pode resultar em formagdo consideravel de TAMs, considerando o
limite estabelecido pela Portaria MS 2914/2011.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactérias, oxidacdo, cloracdo, hipoclorito de calcio, cromatografia gasosa.
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INTRODUGAO

A eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos é causada pelo aumento excessivo da concentragdo de nutrientes,
provenientes de fontes como langcamento de efluentes domésticos, industriais, agropastoris, o langamento
concentrado de aguas pluviais, entre outros, sendo uma das principais formas de deterioragdo da qualidade das
aguas superficiais. O aumento da fertilidade desses ambientes, sob certas condi¢cfes ambientais de
temperatura, incidéncia de luz e velocidade de ventos, pode conduzir a quebra do equilibrio biol6gico do meio
aquatico e favorecer o aparecimento de floragdes ou “blooms” de determinadas espécies de microalgas, em
especial as cianobactérias.

Tundisi e Tundisi (2008) listaram as floracGes de cianobactérias ocorridas em corpos hidricos brasileiros até
2001. Na listagem das cianobactérias predominantes, constam os géneros Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix, Pseudo Anabaena, Radiocystis, e Synechocystis,
sendo que o género Microcystis predominava em quase 50% das floragdes, seguida pela Cylindrospermopsis
em quase 35% e Anabaena em 20%.

A presenca de microrganismos fitoplanctdnicos em manancias tem implicacGes negativas nos sistemas de
abastecimento de 4gua, em especial 0 aumento da dosagem de produtos quimicos na coagulagdo, aumento da
turbidez, colmatacdo rapida dos filtros, diminuicdo da eficiéncia da desinfeccdo, ocorréncia de gosto e odor,
entre outros. Visando o controle de suas consequéncias, a ocorréncia de microrganismos fitoplanctonicos tém
motivado o uso da pré-cloragdo, que quando realizado em mananciais com elevadas concentracdes de
cianobactérias, pode promover a lise celular com consequente liberacdo de metabdlitos secundarios, cuja
remocao € limitada no tratamento por ciclo completo, ou ainda, favorecer a formagdo de subprodutos da
oxidacdo indesejaveis considerados potencialmente carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos.

A pré-oxidacdo de cianobactérias degrada a membrana celular provocando a liberacdo de substancias
intracelulares como toxinas, MIB, geosmina, potassio e clorofila-a, sendo a matéria organica intracelular
considerada maior precursora de subprodutos em relacdo & matéria organica extracelular (GRAHAM et al.,
1998, ZAMYADI et al. 2013, WERT et al. 2014). Do ponto de vista operacional, a pré-oxidacdo deve ser
evitada durante floragdes de cianobactérias a menos que adequados valores de concentragdo de cloro x tempo
de contato - CT possam ser garantidos para assegurar a oxidacdo eficiente das toxinas liberadas. No entanto,
uma barreira adicional ao tratamento deve ser implementada para remover compostos causadores de gosto e
odor (ZAMYADI et al. 2012, WERT et al. 2014).

Além disso, os microrganismos fitoplancténicos, em especial as microalgas, apresentam grande parcela de
matéria organica hidrofilica e recalcitrante (TOMLINSON et al., 2016), que ndo é completamente removida no
tratamento convencional de agua para abastecimento - coagulacdo-floculacdo-sedimentacdo e filtragdo. A
fracdo recalcitrante é oxidada na desinfecdo promovendo a formacdo de subprodutos. No caso da desinfec¢cdo
com cloro, hd a formacdo de subprodutos organohalogenados com destaque aos trialometanos - TAMs e
cidos haloacéticos - AHAS.

Os subprodutos organicos halogenados formados na pré e pés-oxidacdo ou desinfeccdo das aguas para
abastecimento contendo cianotoxinas tem despertado interesse, principalmente por alguns destes compostos
terem sido classificados pelo International Agency for Research on Cancer - IARC a partir de 1999 como
possivelmente carcinogénico para humanos (Classe 2B). Dessa forma, é importante avaliar o potencial de
formacdo de subprodutos da oxidacdo em aguas contendo diferentes microrganismos fitoplancténicos,
principalmente em relagdo a composicao e as espécies dos subprodutos formados, como forma de avaliar o
risco de exposicao.

A Portaria MS 2.914/2011 estabelece em seu padrdo de potabilidade, para substancias quimicas que
representam risco a saude, o valor maximo permitido de 100 pg L™ para Trialometanos Total (soma de
triclorometano, bromodiclorometano, dibromoclorometano e tribromometano) e de 80 pg L™ para Acidos
Haloacéticos Total (soma dos &cidos monocloroacético, monobromoacético, dicloroacético, tricloroacético,
bromocloroacético, dibromoacético e bromodicloroacético).
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OBJETIVO DO TRABALHO

Avaliar a contribuicdo de diferentes géneros de microalgas para o potencial de formacdo de Trialometanos-
TAMs.

METODOLOGIA UTILIZADA

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados um controle e oito cepas de microalgas pertencentes a
diferentes géneros, origem e potencial toxigénico (Tabela 1). As microalgas Microcystis, Anabaena e
Synechocystis, pertencem ao filo Cyanophyta (algas azuis) e a Pseudokirchneriella subcapitata pertence ao
filo Chlorophyta (algas verdes).

Tabela 1: Aguas de estudo e microalgas inoculadas para os ensaios.

Agua de estudo Cepas Denominacéo Origem

AEOQ - - -

AE1 TAC95 Microcystis sp. Japéo
AE2 NIES 102 Microcystis sp Japéo
AE3 NPLJ 4 Microcystis sp Brasil
AE4 NPDC Microcystis sp Brasil
AE5 NIES 825 Anabaena sp. Japéo
AE6 AU 02G Anabaena sp. Japéo
AE7 PCC 6803 Synechocystis sp. Japéo
AES8 PKS Pseudokirchneriella subcapitata Brasil

As culturas foram mantidas por meio de inoculagfes quinzenais em meio ASM-1 (GORHAM, 1964), estéril
(autoclavado a 121°C durante 20 min) a 10% (v v1), em triplicata, em tubos de ensaio de 22 mL (com 10 mL
de meio) e, em duplicata, em Erlenmeyers de 125 mL (com 20 mL de meio). Para o desenvolvimento das
culturas, as cepas foram mantidas a temperatura de 25°C e iluminagio de 35 pe m? s, com fotoperiodo de 12
h d e agitagdo manual diaria.

Para avaliar o potencial de formacdo de Trialometanos - TAMs em &guas contendo microalgas, foram
utilizadas 9 aguas de estudos - AEs, preparadas com a diluicdo de volumes de culturas das cepas de microalgas
na fase final do crescimento exponencial, com densidades previamente conhecidas, em agua mineral com
reduzido potencial de formagdo (marca Evian), de forma a resultar em densidades da ordem de 10° cel mL?,
conforme Figura 1. Para a agua de estudo controle negativo denominada AEO, ndo foi inoculada nenhuma
cultura de microalga.

Figura 1: Preparagdo das 4guas de estudo — AEs.
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Apos preparacdo, as aguas de estudo foram caracterizadas em relagdo aos parametros densidade celular em
camara de Utermohl e Neubauer, conforme o método SM 10.200 F, e clorofila-a com extracdo em acetona
90%, conforme o método SM 10.200H (APHA, AWWA, WEF, 2012).

O Potencial de Formag&o de Trialometanos — TAMs foi realizado conforme o método SM 5.710C (APHA,
AWWA, WEF, 2012). Neste método, a amostra é submetida a cloracdo com excesso de cloro, com pH e
temperatura controlados e tempos de reacéo pré-fixados.

Para realizacdo deste ensaio as aguas de estudo foram submetidas a varias dosagens de cloro (hipoclorito de
célcio) em pH 7,0 (adicdo de tampao fosfato a 2% % v v1) e transferidas imediatamente para frasco &mbar
com batoque, mantido ao abrigo da luz, em temperatura controlada de 25°C por 3 e 7 dias, a fim de possibilitar
a obtencdo das condi¢fes maximas de formacdo de TAMs. Foram selecionadas as amostras que apresentaram
concentragdes de cloro residual livre entre 3,0 e 5,0 mg L nos tempos de trés e sete dias de formagdo,
conforme Figura 2. As condi¢8es experimentais utilizadas sdo apresentadas na Tabela 2.

Figura 2: Procedimento do ensaio para determinacéo do potencial de formacao de trialometanos
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)
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Agua de Estudo
+

Tampao fosfato de 22 mL. mantidas
+
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Duas aliquotas

a 25°C por 3 e 7 dias

Tabela 2: Condic6es experimentais empregadas para determinacéo do potencial de formacéo de
trialometanos

Agua de Estudo AEQ AEL, ﬁ:gg 25?5‘5;’8 ABS,
_ Do_sagem ge ploro 50670 5,0; 7,0; 9,0; 11; 13; 15; 17;
(hipoclorito de célcio) (mg L) ' ' 19; 21; 23 e 25
Volume de amostra (mL) 50,0
Temperatura (°C) 25+2
Volume de tampéo pH 7,0 (mL) 1,0
Tempo de contato (dia) 3e7
Desclorante tiossulfato de sédio 5%

Em sequida, as amostras foram descloradas com tiossulfato de sodio e submetidas a concentragdo/extracao
liquido-liquido — LLE. Para concentracdo/extracdo, foram adicionados a um frasco de 20 mL 3,00 g de sulfato
de sddio, 1,00 g de sulfato de cobre, 10 mL da amostra desclorada, 10 pL de solucéo de diclorometano 10 g.L-
'em MTBE e 1,0 mL de éter terc-metil butilico — MTBE grau HPLC da marca Panreac, vedado e agitado
manualmente e vigorosamente por 3,0 minutos. Ap0s esse tempo, a amostra foi acondicionada no freezer (-
22°C) para o congelamento da fase inorganica, remanescendo a fase organica liquida sobrenadante, valido por
até 14 dias apos a extracao.
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As analises quali-quantitativas dos trialometanos formados foram realizadas conforme o método 551.1 EPA
(1995), por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons — GC-ECD, da marca Agilent
Technologies modelo 7820A, com injecdo manual. A coluna cromatogréafica foi a J&W DB-1, 30m x 0,32 mm
ID, 0,25 pm de filme, 0 gés de arraste foi o nitrogénio 5.0 ECD com fluxo de 1,0 mL min? e 10 mL min de
make up, a temperatura do injetor foi de 160°C, temperatura do detector foi de 290°C, com taxa de reparticdo
de amostra (split) de 1:1 e volume de injecdo de 1,0 pL. A configuracdo de forno foi: 35°C por 22 min;
aumento para 145°C a 10°C min’t; manutencdo por 2 min, aumento para 225°C a 20° C min e manutencéo
por 15 min; resultando em aproximadamente 50 min de corrida.

Para a construcdo da curva de calibracdo foi utilizado o padrdo misto de Trialometanos da marca Supelco
(48140-U).

RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO
CARACTERIZAGCAO DAS AGUAS DE ESTUDO

As culturas de microalgas com densidade celular da ordem de E+07 foram diluidas em 4gua da marca Evian,
dando origem as aguas de estudo AE1, AE2, AE3, AE4, AE5, AE6, AE7 e AES, sendo a AEO o controle sem
adicdo de microalgas. As aguas de estudo foram caracterizadas em relacdo aos parametros densidade celular e
clorofila-a, e o resultado é apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacdo das aguas de estudo

Agua de Cepas Denominacio Densiqlade (??Iular Clorofi_lfl-a
estudo (cél mL™h (Mg LY

AEO - - - -

AE1 H Microcystis sp. 7,5 E+05 47,5
AE2 NIES 102 Microcystis sp. 5,0 E+05 60,2
AE3 NPLJ 4 Microcystis sp. 6,0 E+05 61,9
AE4 NPDC Microcystis sp. 5,5 E+05 64,9
AE5 NIES 825 Anabaena sp. 3,5 E+05 97,6
AEGB AU 02G Anabaena sp. 5,0 E+05 25,1
AE7 PCC 6803 Synechocystis sp. 4,0 E+05 60,6
AE8 PKS Pseudokirchneriella subcapitata 3,0 E+05 9,1

POTENCIAL DE FORMAGAO DE TRIALOMETANOS — PFTAMS

A Tabela 4 apresenta o resultado do potencial de formacdo de trialometanos de cada amostra em 3 e 7 dias.
Verifica-se que para as condi¢cdes experimentais avaliadas, isto €, pH 7,0, tempo de reacdo de 3 e 7 dias,
temperatura de 25°C e cloro em excesso (residual entre 3 e 5 mg L), apenas o triclorometano (cloroférmio) —
TCM foi formado acima do limite de detec¢do. Outros trialometanos ndo foram formados. A auséncia de
outros trialometanos deve-se possivelmente, a auséncia de bromo na amostra.
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Tabela 4: PFTAMSs com 3 e 7 dias em &guas de estudo contendo diferentes géneros de microalgas

Tempo de Potencial de formacdo de TAMs (ug L)
Amostra

contato TCM BDCM DBCM TBM
3d 9 <1,0! <1,0! <1,0!

AEO 7d 23 <1,0! <1,0! <1,0!
3d 47 <1,0 <1,0 <1,0

AE1 1 T 1

7d 127 <10 <10 <10
3d 21 <1,0 <1,0 <1,0

AE2 7d 87 <100 | <10t | <10
3d 59 <1,0 <1,0 <1,0

AE3 7d 124 | <108 | <100 | <L08
3d 21 <1,0 <1,0 <1,0

AE4 7d 104 | <108 | <100 | <508
3d 81 <1,0 <1,0 <1,0

AES 7d 159 | <108 | <100 | <L08
3d 43 <1,0 <1,0 <1,0

AE® 7d 101 | <108 | <100 | <508
3d 58 <1,0t <1,0! <1,0!

AET 7d 85 <1,0t <1,0! <1,0t
3d 61 <1,0t <1,0! <1,0!

AE8 7d 69 <1,0t <1,0! <1,0t

() Resultado inferior ao limite de detecgdo do método igual a 1,0 ug L™

Comparando-se os resultados de formacéo de TAMs ou mais especificamente de TCM, pode-se observar que
para as AEs utilizadas, as concentracdes de TCM formados apresentaram de forma geral, valor médio e
mediana de 52,5 e 48,9 pg L, respectivamente, até 3 dias de reagdo e de 102,5 e 107,0 pg L, até 7 dias de
reacdo, correspondendo ao aumento de 54,9 e 52,6% em relacdo as concentracGes obtidas até 3 dias de reacéo.

Para as AEs preparadas com cepas do género Microcystis, com densidades entre 5,0 e 7,5 x 10° cel mL2 e
clorofila-a entre 47,5 e 64,9 pg L, as concentracdes de TAM ou TCM formados apresentaram de forma geral,
valor médio e mediana de 34,0 e 37,0 pug L, respectivamente, até 3 dias de reacdo e de 114,0 e 110,5 pg L,
até 7 dias de reacdo, correspondendo ao aumento de 70,2 e 67,8% em relacdo as concentracBes obtidas até 3
dias de reacéo.

Resultados da mesma ordem de grandeza foram observados por Kuroda et al. (2007) que avaliou o0 PFTAMs
apos 3 e 7 dias, para a gua de estudo com 5,5 x 10° cel mL™* de Microcystis spp. e obteve concentragfes de
129 e 183 ug L* de TAM, respectivamente, correspondendo ao aumento de 41,9% em relacdo a concentragdo
obtida até 3 dias de reacdo. Para o tempo de reacgdo de 7 dias, houve ainda formagdo de haloacetonitrila com
12 pg L e halocetonas com 6 pg L™, mas em pequenas concentragoes.

Vale ressaltar que em relacdo as substancias quimicas que representam risco a salde a Portaria MS 2914/2011
estabelece para os produtos secundarios da desinfeccéo, valores limites de 100 e 80 pg L™ para trialometanos
total e acidos haloacéticos total, respectivamente. Assim, pode-se inferir, com os resultados apresentados, que
densidades da ordem de 5 x 10° cel mL™* podem implicar na formacgdo de TAMs ap6s 3 dias em concentracdes
limiares as estabelecidas pela Portaria MS 2914/2011.

Comparando-se os resultados de densidade celular e clorofila-a apresentados na Tabela 3 com os dados de
potencial de formacdo aos 7 dias apresentados na Tabela 4, verifica-se que houve relagdo direta entre a
densidade celular e a formagdo de TCM e da mesma forma, a formagdo de TCM foi proporcional a
concentracdo de clorofila-a na amostra (Figura 3). Estes resultados indicam que quanto maior a concentracéo
de células na amostra (verificado pela densidade celular ou correlacionado a concentracdo de clorofila-a)
maior a formacao de subprodutos da oxidacdo, como era esperado.
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Figura 3: Relacdo entre os pardmetros densidade celular (a) e clorofila-a e (b) com o potencial de
formacé&o de subprodutos (triclorometano - TCM)
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Verifica-se que a relagdo entre os parametros formacdo de TCM e clorofila-a com R? de 0,6714 foi melhor do
que a relagdo entre a formacdo de TCM e densidade celular com R? de 0,4709, possivelmente devido a
variacdo do tamanho das células e, consequentemente, do conteldo de biomassa disponivel para reacdo e
formacdo de TAMs.

Pode-se constatar que as microalgas contribuiram significativamente para a formacdo de trialometanos,
podendo-se indicar a adocdo do pardmetro clorofila-a como fonte de informagéo sobre o potencial de formacéo
de TAMs em 4guas.

CONCLUSOES

Para as aguas de estudo e os compostos analisados, pode-se concluir que:

=  As microalgas contribuiram significativamente para a formagéo de trialometanos, com predominancia de
triclorometano;

=  Valores de densidade celular de microalgas e clorofila-a da ordem de 10° cel mL* e 50 pg L* podem
implicar na formacgdo de TAMs apds 7 dias de reagdo sob condiges potencializadas, em concentracoes
limiares as estabelecidas pela Portaria MS 2914/2011.
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