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RESUMO

No atual cendrio da crise hidrica brasileira a oferta de dgua e sua qualidade
passam a ser afetadas tanto pelos eventos de seca quanto pela polui¢do gerada por grandes
inddustrias, cidades e o uso indevido do solo. Os reservatérios superficiais, usados comumente
no Brasil para o abastecimento humano, encontram-se em elevado estado de eutrofizacdo.
Esse tipo de degradacdo da qualidade da dgua in natura leva a floragdo de cianobactérias
podem ser produtoras de 2-methylisoborneol (MIB), geosmina e toxinas. Estes compostos,
MIB e geosmina, sdo metabdlitos secundarios, ndo téxicos, que conferem a dgua sabor e odor
de terra e mofo, respectivamente, e podem ser liberados ao longo das etapas de tratamento, o
que indica a potencial ocorréncia de lise celular e liberacdo de toxinas intracelulares. Com
isso, foi realizado um estudo visando avaliar a integridade celular das espécies: Microcystis
aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii, em condicdes hidrdulicas de gradiente de
velocidade elevado e tempo de mistura curto, e apds a adicdo de carbono ativado em pd,
adicionado nesta etapa para adsorcdo de metabdlitos livres. Para isso foi utilizado um jartest
onde foram aplicados gradientes de velocidade nos intervalos de 500 - 600 s, 600 - 800 s e
800 — 1000s™ os tempos de mistura de 0,10, 15, 30, 45 e 60 segundos em uma matriz
contendo densidade média de células da espécie da ordem de 10°. Para a determinagio da
integridade celular foi utilizado a eritrosina B e microscopia 6ptica. Foi utilizada uma andlise
de variancia para validar a hipétese de que as espécies sofreriam danos quando submetida as
condigdes testes. A espécime de M. aeruginosa, mostrou que esta s apresenta dependéncia
entre gradiente e tempo de mistura no intervalo entre 800-1000s™! e 45s, respectivamente. Este
fato que ndo se reproduziu nos ensaios realizados com C. raciborskii. Nas condi¢des
experimentais avaliadas n3o houveram indicios que confirmassem diferencas entre a
aplicacdo ou ndo da integridade celular ap6s a introducdo de CAP na etapa de coagulacdo para

as espécies C. raciborskii e M. aeruginosa.

Palavras-chave: Cianobactéria; Coagulagdo; Carbono ativado em pd; Cianotoxina;

Tratamento de dgua.



ABSTRACT

In the current scenario of the Brazilian water crisis, the supply of water and its quality are
affected by both drought events and the pollution generated by large industries, cities and land
misuse. The superficial reservoirs, commonly used in Brazil for human supply, are in a high
eutrophic state. This type of degradation of water quality in natural conditions, leads to the
flowering of cyanobacteria can produce 2-methylisoborneol (MIB), geosmin and toxins.
These compounds are secondary, non-toxic metabolites, which impart water to the odor and
taste of soil and mold, respectively, and may be released throughout the treatment steps,
indicating the potential occurrence of cell lysis and release of intracellular toxins. This study
was carried out to evaluate the cell integrity of the species: Microcystis aeruginosa and
Cylindrospermopsis raciborskii, under high velocity gradient hydraulic conditions and short
mixing time, and after the addition of activated carbon powder, added at this stage for
adsorption of free metabolites. For this, a jartest was used where velocity gradients were
applied in the intervals of 500-600 s 1600-800 s *' and 800- 1000s ! the mixing times 0,10,
15, 30, 45 and 60 seconds in an array containing cell density of the species of the order of 10°.
For the determination of cell integrity, erythrosine B and optical microscopy were used. An
analysis of variance was used to validate the hypothesis that the species would suffer damages
when submitted to the test conditions. The M. aeruginosa species showed that it only shows
gradient dependence and mixing time in the range of 800-1000s™! and 45s, respectively. This
fact was not reproduced in the tests carried out with C. raciborskii. In the experimental
conditions evaluated there were no evidence to confirm differences between the application or
not of cell integrity after the introduction of CAP in the coagulation step for the species of C.

raciborskii and M. aeruginosa.

Keywords: Cyanobacteria; Coagulation; Carbon activated powder; Cyanotoxin; Water

treatment.
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1. INTRODUCAO

No atual cendrio da crise hidrica brasileira e mundial, a oferta de dgua e sua qualidade
passam a ser afetadas tanto pelos eventos de seca quanto pela polui¢do gerada por grandes
inddustrias, cidades e o uso indevido do solo. Segundo Carloto (2013), no semidrido brasileiro,
onde se localiza o estado do Ceard que sofre com a escassez hidrica, reservatdrios artificiais
de dgua superficiais, € a principal fonte de dgua potdvel em dreas urbanizadas. Sendo esse tipo
de reservagdo, em acudes, utilizada devido as especificidades climdticas da regido, a
irregularidade de chuvas e as caracteristicas do solo, o que conjuntamente com a alta
evaporacdo e da radiacdo solar, exploracdo de recursos e a auséncia de sistema de
esgotamento sanitdrio, que afeta a qualidade e quantidade de d4gua armazenada.

A eutrofizacdo desses reservatorios € uma questdo critica que afeta diretamente o
tratamento de dgua potdvel, pois provoca o crescimento excessivo de cianobactérias, causando
vdarios transtornos e custos adicionais nos processos de tratamento. Para além dos custos
outras consequéncias surgem dessa contaminacao como as perdas no setor de turismo, valores
de propriedades e negdcios (WIDRIG et al., 1996; HITZFELD et al., 2000; MA & LIU, 2002;
WESTERHOFF et al., 2005; HUANG et al., 2009; DODDS et al., 2009; STEFFENSEN,
2008), aumenta os riscos a saide da comunidade que desta faz uso e diminui a confianca do
consumidor final.

De acordo com Barros (2013), esse processo de eutrofizacdo excessiva, ocasiona
frequentes floracOes de fitoplanctons, predominantemente dominada por cianobactérias de
diferentes grupos. Sendo estes microrganismos potencialmente produtores de metabdlitos
toxicos e ndo toxicos, que sdo liberados na massa de dgua por resultado de estresses
quimicos/fisicos sofridos durante o tratamento. Portanto, faz-se necessario que as
concessiondrias de saneamento, em areas urbanas e rurais, tenham entendimento da
ocorréncia de lise celular (rompimento da membrana plasmadtica) durantes as etapas de
tratamento.

“As tecnologias de tratamento de dgua para o abastecimento humano, excetuando-se
aquela que envolve a técnica de filtracao lenta, utilizam-se da opera¢do unitdria de coagulacdo
como uma das etapas iniciais do tratamento” (DI BERNARDO & DANTAS, 2005, p.33).
Nesse contexto, o presente estudo apresenta uma andlise dos impactos e estresses fisicos

sofridos pelas cianobactérias nessa etapa.
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As hipéteses levantadas pelo presente trabalhado sdao de que ha estresse mecanico
capaz de gerar lise celular em espécies de cianobactérias numa combinacdo de gradiente de
velocidade e tempo de mistura. Além disso, devido a utilizacdo em algumas ETAs do carbono
ativado em pd na etapa de coagulagdo, visando a adsor¢do de componentes dissolvidos,
optou-se por avaliar o efeito da introdugdo deste adsorvente no comprometimento da estrutura
de células de cianobactérias, tendo em vista que ha possibilidades de choques mecanicos entre
estas particulas. Por fim, também foi investigado se a combinacdo dos efeitos do gradiente de
velocidade, tempo de mistura e presenca ou ndo de CAP influenciam de maneira distinta em

espécies diferentes de cianobactérias.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar os impactos causados pelos mecanismos fisicos da etapa de coagulacdo e a

adicao de carbono ativado em p6 em matriz contendo células de cianobactérias Microcystis

aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii, isoladas e cultivadas em laboratério.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando alcancgar a proposta principal deste trabalho, foram definidos os seguintes

objetivos especificos:

Simular condi¢des hidraulicas do processo de coagulacdo em laboratorio com uso de
jartest.

Investigar ocorréncia de lise celular em células de Microcystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii decorrentes da mistura rapida.

Averiguar a lise celular das espécies em decorréncia da adicao de carbono ativado em

z

po.
Comparar resultados de condigdes hidraulicas e impacto de adsorvente nas células

cianobactérias em estudo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo relatadas como sendo os primeiros microrganismos produtores
de oxigénio que se tem conhecimento na superficie terrestre (CHORUS & BARTRAM,
1999), sua existéncia é datada de 3,5 bilhdes de anos. Evidéncias fésseis confirmam a
abundancia desses microrganismos na Terra hd 2,5 bilhdes de anos (SCHOPE, 2000;
SUMMONS et al., 1999) e suas floragdes sao conhecidas ha séculos em ambientes marinhos
e de dgua doce (CODD et al., 1994; FOGG et al., 1973; HAYMAN, 1992; PAERL, 2008).

O que explica sua longa histdria evolutiva € a sua adaptacdo a ambientes extremos e
dispersdo pelo mundo (BADGER et al., 2006), fato desses organismos sobreviverem e
proliferarem-se em ambientes diversos (quentes, frios, alcalinos, dcidos e terrestres), podendo
ser dominantes em ecossistemas de dgua doce, estuarinos e ambientes marinhos (CHORUS &
BARTRAM, 1999; MUR et al., 1999).

A resiliéncia das espécies de cianobactérias e sua capacidade de sobreviver a
diferentes ambientes se ddo as suas caracteristicas fisioldgicas, que agem conjuntamente para
permitir sua abundancia e dominancia. Algumas dessas caracteristicas sdo: a capacidade de
crescer em temperaturas mais altas, a flutuabilidade (devido as suas vesiculas de gés,
denominadas de aerotopos), afinidade ao fésforo e capacidade de armazenamento do mesmo,
capacidade de fixacdo de nitrogénio, ao acineto e habilidade de captura de energia luminosa
em baixas intensidades e comprimentos de onda (CAREY, 2012).

Os relatos de frequentes floracOes de cianobactérias estdo diretamente ligados ao
acelerado processo de eutrofizacdo de reservatorios de dgua subsequente de atividades
humanas, afetando a qualidade da dgua in natura, habitats e sustentabilidade de ecossistemas
aquéticos (CARMICHAEL, 2001).

Eventos de proliferacdo de espécies e producdo de toxinas sdo proporcionados por
elevadas temperaturas (CONRADIE & BARNARD, 2012, DAVIS et al., 2009; ORR &
JONES, 1998; WATANABE et al., 1989; VAN DER WESTHUIZEN & ELOFF, 1985) e altas
concentracoes de nutrientes (DOWNING et al., 2005; OH et al., 2001; VAN DE WAAL et al.,
2009), em destaque o nitrogénio em forma de nitrato (DAVIS et al, 2009; HARKE &
GOBLER, 2013; HORST et al., 2014; ANSARI et al., 2010), incidéncia solar (UTKILEN &
GJOLME, 1992; WIEDNER et al., 2003) e atividade pastoril (JANG et al., 2003).
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As caracteristicas ambientais apresentadas, que favorecem o continuo aumento na
densidade de cianobactérias, indicam que alteracdes climéticas e a constante contaminagdo de
corpos d’agua levardo a futuros e repetidos eventos de floragao, e por consequéncia a continua
producdo de toxinas (O’NEIL et al., 2012; WIEDNER et al., 2007; ELLIOTT, 2012; PAERL
& PAUL, 2012; MOOU et al., 2005; PAERL et al., 2011; PAERL & HUISMAN, 2009).
Alguns estudos previram que a mudanga climdtica associada a niveis crescentes de CO2
atmosférico aumentard a ocorréncia desses eventos pelo mundo (BEARDALL et al., 2009;
PAERL & HUISMAN, 2009; PAUL, 2008), ou pelo menos que este fendmeno favoreceria a
dominancia de cianobactérias em comunidades fitoplanctonicas (MOOLJ et al., 2005).

Floracdes de cianobactérias estdo comumente ligadas a liberacdes de cianotoxinas e
metabolitos secunddrios na dgua in natura. Dentre os metabolitos que conferem aspectos
estéticos, a geosmina e o 2-metilisoborneol (MIB) sdo os mais frequentemente detectados em
fontes de 4gua potdvel com valores limiares de 1,3a4,0ng/Le 6,3a15ng/L (YOUNG ET
AL., 1996; WATSON, 2004). Apesar de ndo se conhecer maleficios a saide humana da sua
presenca em dguas para consumo, estes sao evidéncias de possivel contaminacdo da dgua por
toxinas que podem ser letais aos seres humanos e animais, oferecendo riscos a seguranca da
dgua tratada e a saide publica (LLOYD eral., 1998; CHORUS & BARTRAM, 1999;
CARMICHAEL et al., 2001; LALEZARY et al., 1988; SUFFET et al., 1999; HOBSON
et al., 2010; SMITH, 2011; KOMMINENI et al., 2009; ZAMYADI, 2014; WATSON, 2004;
ANTONOPOULOU et al., 2014; HENDERSON et al., 2010; PIVOKONSKY et al., 2015).
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Figura 1 — Espécies de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas.

a. b.

P
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Legenda: a. Cylindrospermopsi raciborskii; b. Dolichospermum circinale; c. Planktothrix agardhii; d.
Aphanizomenom sp.

Fonte: O autor, 2018.

As cianotoxinas ocasionam a intoxicacdo e morte de animais agropecudrios
(FRAZIER et al., 1998; JACKSON et al, 1984), animais de estimacdo (TREVINO-
GARRISON et al., 2015; WALKER et al., 2008) e casos de intoxicacdo humana, como
ocorrido em 1996 na cidade de Caruaru, que levou a morte de quase 60 pacientes de um
centro de hemodidlise (JOCHIMSEN et al., 1998; AZEVEDO et al., 2002). Ocorréncias de
intoxica¢do humana sdo relatadas por consumo de dgua de beber, ingestdao acidental de dgua
ou até mesmo quando hd contato com a pele em atividades recreativas em corpos d’agua

contaminados (RESSOM et al., 2004; FALCONER, 2005).

3.2 TRATAMENTO DE AGUA

Floracoes recorrentes de cianobactérias impactam diretamente na qualidade da dgua
potavel, ocasionando problemas operacionais e possibilidades de liberacdo de toxinas e
metabolitos secunddrios que sdo responsdveis pela alteracdo de caracteristicas estéticas a 4gua
tratada, sabor e odor. Estes compostos que adicionam sabor e odor a 4gua, puderam ser

identificados a partir de diferentes géneros de cianobactérias, que também podem produzir
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cianotoxinas (WATSON, 2003; WATSON, 2004; JUTTNER & WATSON, 2007; SMITH et
al., 2008).

A presenca de elevadas densidades de cianobactérias causa diversos problemas no
processo de tratamento de dgua potdvel, tais como baixa sedimentabilidade nas unidades de
decantacdo, alta demanda de coagulantes, colmatacdo de filtros, resultando na reduciao do
tempo de operagdo dos mesmos e no aumento das frequéncias de retro lavagem (HO et al.
2012), o que consequentemente adiciona maiores custos ao tratamento de dgua e maiores
custos a populacdo em geral e a possivel apari¢do destas na rede de distribui¢do (KNAPPE et
al., 2004).

As principais caracteristicas das cianobactérias que estdo correlacionadas ao
desempenho das etapas de tratamento de dgua incluem a morfologia, tamanho especial, forma
e apéndices adicionais, motilidade, carga superficiais, densidade celular, composi¢do e
concentracdo da matéria organica extracelular (HENDERSON et al., 2008).

E possivel que os processos de tratamento possam causar lise celular e liberar os
metabolitos intracelulares compreendendo toxinas e compostos de sabor e odor (ANDO et al.,
1992; LAM et al., 1995). O dano celular ocasionado durante os processos de tratamento, no
qual pode ser incluido o estresse hidraulico causado por bombas, mistura ou pré-oxidacao, e
subsequente liberacdo de compostos intracelulares, pode causar problemas adicionais de
tratamento (PETERSON et al., 1995; SCHMIDT et al., 2002; SCHMIDT et al. 2009).

Técnicas de tratamento fisico, como coagulagdo / filtragdo ou flotacdo por ar
dissolvido sdo capazes de remover mais que 98% das células de cianobactérias (incluindo
metabolitos ligados a células ou intracelulares) do suprimento de dgua (WESTRICK er al.,
2010; WERT et al. 2014), a menos que as células sejam lisadas por tratamento quimico ou
ruptura mecanica durante o processo de tratamento (YOO et al., 1995).

A remoc¢do de células de cianobactérias sem dano reduziria significativamente a
concentracdo de sabor, odor e metabdlitos toxicos presentes na dgua tratada (ZAMYADI et al.
2015). Isto porque, enquanto a eficiéncia de remocdo dos processos fisico-quimicos
convencionais (coagulacdo-floculacdo, clarificacdo e filtracdo) e de desinfeccdo para a
remocdo da geosmina extracelular e MIB € muito baixa, em menos de 20% (JUNG et al.,
2004 PERsson et al., 2007; NEWCOMBE et al., 2010; SRINIVASAN & SORIAL, 2011), sua
remocdo dentro das células intactas como compostos intracelulares € altamente eficiente.

Apesar de existirem disponiveis em mercado, técnicas de tratamento que auxiliam na
grande remoc¢do da matéria organica em excesso como a microfiltragdo, a ultra filtragdo,

adsor¢do e flotacdo por ar dissolvido (BIN LIU et al. 2017), a maioria das ETAs,
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principalmente nos paises em desenvolvimento, utiliza-se do processo convencional de
tratamento como seu processo central para tratar a dgua potdvel (SHANNON et al., 2008),
como € o caso do estado do Ceard. Este procedimento € mais econdmico se comparado a
técnicas mais tecnoldgicas, entdo outros processos devem ser desenvolvidos com base no
processo convencional para remover simultaneamente as células de cianobactérias e seus
metabodlitos (BIN LIU er al. 2017).

Os processos operacionais do tratamento de d4gua podem ocasionar danos celulares
possibilitando ou facilitando a liberagao de metabdlitos intracelulares e também podem levar
ao aumento das concentracdes de contetidos extracelulares (WERT e al. 2014). A elevagdo no
volume de matéria extracelular para remog¢do representa desafios adicionais ao tratamento,
pois € mais dificil remover as toxinas extracelulares do que as toxinas intracelulares, que sdo
normalmente removidas com a coagulacdo (CHOW et al., 1999; LIU et al. 2007; WANG et
al. 2009). Portanto, a remocdo da célula intacta sem causar lise celular evita
significativamente a adicao de toxinas dissolvidas na dgua tratada (FENG SUN et al. 2012).

Por consequéncia, apresenta-se a necessidade do maior entendimento de como as
operacdes unitdrias componentes do tratamento convencional de dgua afetam a integridade

celular de cianobactérias.

3.3 COAGULACAO

A coagulagdo é uma etapa fundamental no tratamento convencional de dgua potavel
para remocgdo de solidos suspensos, sendo um dos métodos mais eficazes em termos de custo
(Wang et al. 2013). Esta operacdo consiste na conjun¢do de acdes quimicas e fisicas que
ocasionam a neutralizacdo e desestabilizacdo de particulas coloidais, com uma mistura rapida
e em curto periodo de tempo, seguida de agregacdo em flocos entre as impurezas € o
coagulante, com processos subsequentes como sedimentacdo e filtracdo (CHEN et al. 2009;
WU et al. 2009, MCCURDY et al. 2004, LIBANIO, 2010). Varios pesquisadores estudaram a
eficiéncia do tratamento de coagulacdo para remoc¢ao de cianobactérias (TEXEIRA & ROSA
2006; ZAMYADI et al. 2012; PETERSON et al. 1995; CHOW et al. 1999). No entanto, a
literatura ndo € consensual no que diz respeito ao efeito de coagulacdo na lise de células de
cianobactérias.

Segundo a NBR 12.216 (ABNT — 1992), essa etapa de tratamento se destina a

adequada e total dispersdo de produtos quimicos na amostra de dgua a ser tratada e
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desestabilizacdo de coloides, com as seguintes caracteristicas de condi¢des ideais a operacao,

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢des 6timas a etapa de mistura rdpida — NBR 12.216 (ABNT -1992).

Gradiente de Velocidade -Entre 700 s e 1100 s

Tempo de Mistura - Inferiora 5 s

- Trecho, secdo de canal ou canaliza¢do que produza
perda de carga compativel aos gradientes de
velocidade e tempo de mistura;

Dispositivos de Mistura - Agitadores mecanizados;

No caso da utilizacio de difusores:

- Aplicacio de coagulante uniformemente

distribuida;

- A poténcia deve ser estabelecida em fungdo do
gradiente de velocidade;

- Periodos de detencdo inferiores a 2 s exigem que 0O
Agitadores Mecanicos fluxo incida diretamente sobre as pas do agitador;

- Produto quimico a ser disperso deve ser
introduzido logo abaixo da turbina ou hélice do

agitador;

- Apés a mistura do coagulante, o tempo maximo de

percurso da dgua até o floculador deve corresponder

Tempo de Operagao
a 1 min;
- Produtos quimicos que ndo se hidrolisem podem
ser misturados por um sistema de agitacdo com
gradiente de velocidade entre 100 e 250 s';
- Produtos quimicos dosados a seco devem ser
Produtos Quimicos previamente dissolvidos em 4gua;

- Quando mais de um produto quimico tem de ser
aplicado, devem ser previstos diferentes pontos para
adicdo desses produtos, cada um com seu dispositivo

de mistura;
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Fonte : Autor (2018)

Entretanto a eficiéncia da coagulagdo no mecanismo de desestabilizacdo &
diretamente afetada pela quantidade de matéria organica algogénica (AOM) na &gua
(BERNHARDT et al., 1991; CHENG & CHI, 2003; PIVOKONSKY et al., 2006). A redugao
da eficiéncia de coagulacdo causada por esta pode ser temporariamente superada pelo
aumento da dose de coagulante, o que cria outros problemas, incluindo um aumento do custo
para o tratamento com coagulante e lodo (TAKAARA et al. 2010).

O processo de coagulacdo-floculagdo € descrito em termos da desestabilizacdo de
coloides e particulas suspensas inicialmente presentes na dgua seguido do processo de
agregacdo e formacdo de flocos (CHOW et al. 1999). Embora todos os coagulantes possam
ser usados para desestabilizar coloides e particulas suspensas em solucdo aquosa, existem
diferentes mecanismos de coagulacao para diferentes coagulantes (XIE et al. 2016).

No entanto, € certo que esta etapa pode causar estresse fisiologico ou quimico as
membranas celulares e resultar na liberacdo de toxinas intracelulares na dgua, pois existem
relatos de que a aplicacdo de forca mecanica durante o tratamento com dgua pode aumentar o
nimero de células que sofrem lise e, consequentemente, a concentracao geral de toxinas
(SCHMIDT et al. 2002).

Alguns estudos relatam que os produtos quimicos usados podem causar a liberagdao
de toxinas intracelulares e compostos de sabor e odor (PETERSON et al. 1995), enquanto
outros relatam que o tratamento quimico e a acdo mecanica ndo danificaram as células
(CHOW et al. 1999). O que cria a indicag¢do de que o tipo e a dose de coagulante, bem como
as condicdes de operacdo da coagulacdo, sdo parametros chave para a remoc¢ao de células de

cianobactérias intactas (CHOW et al. 1999).

3.4 CARBONO ATIVADO

De acordo com Heller & Padua (2006), o carbono ativado em pé pode ser adicionado
as etapas de tratamento tanto na captacdo de dgua bruta, na adugdo de dgua até a estagcdo de
tratamento, na unidade de mistura rdpida (coagulacdo) ou antecedendo passagem de 4gua
pelos filtros. Este €, juntamente com a alumina, um dos adsorventes mais utilizados no inicio

do tratamento da dgua para consumo humano, sendo sua forma em p6 (CAP) mais utilizada
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em ETAs brasileiras, j4 que 0 mesmo, em comparag¢do com sua forma granular, necessita um
menor investimento inicial e possibilita o uso de diferentes dosagens de acordo com a
qualidade da 4gua a ser tratada (HELLER & PADUA, 2006). O CAP ¢ utilizado como
adsorvente a fim de evitar a oxidacdo da dgua bruta (HELLER & PADUA, 2006), preservar a
qualidade estética da dgua por remover MIB e geosmina (BERTONE et al., 2018; KIM et al.,
2014; MATSUI et al., 2013a, 2012; ZOSCHKE et al., 2011; ANDO et al., 2010; DRIKAS et
al., 2009; YU et al., 2007, NEWCOMBE et al., 2002), para adsor¢ao de cianotoxinas
presentes no volume de dgua a ser tratado (HIMBERG er al. 1989; KEIJOLA et al. 1988;
FALCONER et al. 1988; LAMBERT et al. 1996; WINN-JUNG et al. 2007) e outros
compostos contaminantes € componentes organicos indesejados (MINES et al., 2018;
CERMAKOVA et al., 2017; MATSUI et al., 2015; HELLER & PADUA, 2006).

Apesar de diversos estudos avaliarem a eficiéncia da utilizagdo de carbono ativado em
p6 e granulado no processo de adsor¢cdo de cianotoxinas e metabdlitos secundarios (MIB e
geosmina), ndo foram encontrados estudos que avaliem os efeitos fisicos da introdugdo deste

composto na etapa de coagulacio em estagdes de tratamento de dgua.

4. METODOLOGIA
4.1 SELECAO DE ESPECIES DE CIANOBACTERIAS

4.1.1 Microcystis aeruginosa - Kiitzing (1846)

Este género € morfologicamente caracterizado por suas células em formato cocdide,
sendo estas flutuantes e unicelulares, com didmetro variante entre 1 ¢ 9 pm (KOMAREK &
KOMARKOVA, 2002). Em condi¢des ambientais, diferentemente do meio de cultura isolado
—Figura 2Figura2a, esta se apresenta em densas agregacoes celulares, a forma de proteger-se

e responder positivamente a estresses ambientais.
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Figura 2- Microcystis aeruginosa

Legenda: (a) Microcystis aeruginosa in natura; (b) Microcystis aeruginosa cultivada em laboratério.

Fonte: Autor (2018).

H4 mais de 40 de morfoespécies reconhecidas por Microcystis, sendo as mais
comumente observadas M. aeruginosa, que representa a unificacdo das espécies - aeruginosa,
ichthyoblabe, novacekii, viridis e wesenbergii (WAYNE et al., 1987, OTSUKA et al. 2001),
M. botrys, M. firma, M. flos-aquae, M. natans, M. panniformis e M. smithii (KOMAREK &
KOMARKOVA, 2002).

Segundo Zurawell (2005), eventos de floracdo da espécie Microcystis aeruginosa
Kiitzing (1846) teriam sido registrados em 108 paises do mundo, onde em 79 destes a
presenca da espécie estava associada a concentragdes de toxinas na dgua. Dentre as regides de
destaque encontram-se a América do Norte, Austrdlia, Asia e regiio europeia que j
apresentavam centenas de ocorréncias (ZHANG et al. 2011; YANG et al. 2008). Apesar do
destaque para essas regides, hd ocorréncia da espécie na Africa (NDLELA er al. 2016,
BOUHADDADA et al. 2016, OBERHOLSTER et al. 2009), América do Sul incluindo Brasil
(AZEVEDO et al. 2002, DORR et al. 2010) e Argentina (GIANNUZZI et al., 2011).

A espécie M. aeruginosa € reconhecida como de grande importincia e estudada em
escala mundial pela sua habilidade de producdo de um heptapeptideo, que apresenta
aproximadamente 248 variantes ja identificadas (MINASYAN et al. 2018), monociclico
conhecido como microcistina (BISHOP et al., 1959). Alguns estudos mostraram a existéncia
de uma proporcionalidade entre a concentracdo de nitrogénio e a de microcistina encontrada
em amostras (LONG et al., 2001; ORR & JONES, 1998) e estudos mais recentes apresentam
a confirmacao dessa associacdo, verificando que a concentra¢do de microcistina aumenta com
o aumento do nivel de nitrogénio na d4gua (DOWNING et al., 2005; LEE et al., 2000). Além

disso, hd limita¢des a producdo de microcistina ligadas a baixas concentracdes de sulfato,
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assim como uma relacdo inversa entre essa concentracao e niveis de fésforo (JAHNICHEN et

al.,2011).

Para além de hepatotoxinas, alguns estudos mostraram a espécie como produtoras de
neurotoxinas (PARK et al., 1993; SANT’ANNA et al., 2011), mesmo que apds andlise do
genoma da espécie de cultura ndo tenham sido identificados genes de biossintese da toxina, a
hipétese ndo possa ser descartada, ja que algumas células de espécie podem apresentar o gene

e em condi¢des ambientais estd sujeita a diferentes interagdes que as levem a produzi-la.

A persisténcia de microcistina em um recurso hidrico também pode ser um fator de
risco. A microcistina é quimicamente relativamente estavel, mas pode ser degradada em 4guas
naturais por bactérias nativas e a diminui¢ao nas concentragdes de microcistina com o tempo
geralmente segue a cinética de primeira ordem (KENEFICK et al., 1993; JONES et al., 1994;
COUSINS et al., 1996; BOURNE et al., 2006; ISHII et al., 2004). Fatores que afetam as
taxas de biodegradacdo de microcistinas incluem o tipo de bactérias e condi¢cdes ambientais,
tais como temperatura, nutrientes e pré-exposicao de bactérias a microcistinas (ISHII ez al.,
2004; PARK et al., 2001; SURONO et al., 2008; RAPALA et al., 1994; HO et al., 2007).

As toxinas produzidas por essa espécie sdo caracterizadas como endotoxinas, ou seja,
essas sdo produzidas no interior de suas células e liberadas apds a morte da mesma, o que
acontece durante o periodo final da floragdo quando ocorre a lise celular ou o processo de
morte da comunidade bacteriana é acelerado (BIDLE & FALKOWSKI, 2004) ou ainda o
processo de tratamento da dgua bruta contaminada pode também ocasionar na lise celular e
consequente liberacdo de toxinas e metabdlitos (ANDO Et al., 1992; LAM et al., 1995).
Sendo assim, mesmo que nas plantas de tratamento de dgua potdvel, células de M. aeruginosa
e microcistina intracelular possam ser geralmente removidas por filtros de areia (HOEGER et
al., 2005), a problemdtica se dd a liberacdo dessas toxinas e ao aumento do material
extracelular a ser removido. Como as microcistinas extracelulares ndo podem ser facilmente
tratadas e removidas da dgua de beber (SVRCEK & SMITH, 2004; WESTRICK et al., 2010;
ZAMYADI et al., 2012), os riscos associados ao uso de dgua pos-tratamento seriam
proporcionais as concentracdes de microcistina extracelulares (SCHMIDT et al., 2002;
CARMICHAEL et al., 2001). Para além disso, alguns estudos indicam que hd uma relacdo
entre a constante contaminag¢do por microcistina ¢ o desenvolvimento de cancer de figado
(SVIRCEV et al., 2017).

Diversos estudos avaliam a integridade celular desta espécie quando exposta a

quimicos aplicados nas diversas etapas de uma ETA. Foram estudados os impactos
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ocasionados por oxidantes, algicidas e coagulantes (FAN et al. 2016, 2013; WANG et al.
2013; LIU et al. 2017; WERT et al. 2014; TSAIL 2015), mas pouco se avaliou sobre a
influéncia dos parametros fisicos como o gradiente de velocidade e o tempo de mistura. Chow
et al. (1999), relataram os efeitos na estrutura celular de cianobactérias relacionados com estes

parametros.

4.1.3 Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii € uma cianobactéria de dgua doce diazotréfica
solitdria e filamentosa que foi originalmente isolada dos lagos de Java (Indonésia) em 1912
(KOMAREK & KLING, 1991). A espécie possui capacidade de se adaptar rapidamente as
mudancas das condi¢des ambientais, isso devido a sua alta plasticidade fenotipica, que pode
estar relacionada a existéncia de multiplas linhagens, decorrentes estas de adaptacdes do nicho
(PICCINI et al., 2011; BONILLA et al., 2012). Sendo assim, as estirpes, ou ecétipos, dentro
de corpos d’agua e em escalas globais, variam na morfologia do tricoma, taxas de
crescimento, temperatura 6tima e toxinas (BURFORD ET AL., 2016; WILLIS ET AL., 2016;
XIAO ETAL., 2017).

Figura 3 - Cylindrospermopsis raciborskii — cepa de cultivo laboratorial.

Fonte: Autor (2018).

Em comparacdo com outras cianobactérias, como a jd citada anteriormente Microcystis
spp, a espécie C. raciborskii de acordo com diversos estudos parece estar se expandindo num
ambito global mais rapidamente, capaz de sobreviver em uma variedade de condigdes

ambientais e condi¢des climaticas (BURFORD et al., 2016; WILLIS er al. 2018). Segundo



28

Sinha et al. (2012), essa espécie pode se encontrada na América do Norte (PRESCOTT &
ANDREWS, 1955; LIND, 1984; HILL, 1970; YILMAZ & PHLIPS, 2011; HONG et al.,
2006; JONES & SAUTER, 2005; HAMILTON et al., 2005; GUGGER et al., 2005), Europa
(HORECKA & KOMAREK, 1979; ROMO & MIRACLE, 1994; OLAH et al., 1981;
LINDENSCHMIDT & CHORUS, 1998; HINDAK & MOUSTAKA, 1988; KRIENITZ &
HEGEWALD, 1996; GUGGER et al., 2005; NEILAN et al., 2003; DOKULIL & MAYER,
1996; SANJA, 2011; KOKOCINSKI et al., 2010), Austrdlia (HARRIS & BAXTER, 1996;
SAKER et al., 1999; MCGREGOR & FABBRO, 2000), China e América do Sul
(FIGUEREDO & GIANI, 2009), e parece estar se expandindo de regides tropicais para
regides subtropicais e temperadas (SINHA et al., 2012; WOQOD et al., 2014; PADISAK, 1997;
BRIAND et al., 2004; HAMILTON ez al., 2005), Tailandia (LI et al., 2001b), e Africa
(MOHAMED, 2007; HAANDE et al., 2008).

C. raciborskii ¢ uma das espécies de prioridade em estudos toxicoldgicos devido a sua
capacidade de producdo das toxinas cylindrospermopsina (CYN) e saxitoxina (SXT)
(WILLIS et al. 2016). A cylindrospermopsina é um alcaldide altamente ativo, com efeitos
hepatotdxicos, citotoxicos gerais e neurotoxicos (OHTANI et al., 1992), que em mamiferos, o
envenenamento provoca danos ao figado, rim, timo e coracdo (TERAO et al., 1994
WIEGAND & PFLUGMACHER, 2005). As saxitoxinas sdao um grupo de neurotoxinas
alcaldides de carbamato que sdo ou nao sulfonadas, monossulfonadas ou dissulfonadas e sdo
comumente referidas como saxitoxinas, gonyautoxins e toxinas C (XUEXIANG HE er al.
2016). Estas s@o produzidas por vdrios géneros de cianobactérias de dgua doce, incluindo
Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya e Cylindrospermopsis (LOPEZ et al., 2008;
WESTRICK Et al., 2010a). Ocorréncias de saxitoxinas no hemisfério sul sdao notadas por
provocar mortes de animais por bioacumulacdo (WESTRICK e? al., 2010a). A saxitoxina e
seus derivados produzem sintomas em 30 min de ingestdo que incluem formigamento ou
queimacgdo dos ldbios, lingua e garganta, transpiracdo, vomitos e diarréia (LLEWELLYN,
20006), fraqueza muscular, perda de coordenag@o motora e paralisia (Chorus, 2001), bloqueio
dos canais de sddio e célcio, bem como o bloqueio dos canais de potédssio no coragao (KAO &

LEVINSON, 1986; SU et al., 2004; WANG et al., 2003).

4.2 CULTIVO DE CIANOBACTERIAS
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No cultivo das cepas utilizadas em tais experimentos, optou-se pela utilizacdo do

meio de cultivo ASM-1 (GORHAM et al., 1964) com pH ajustado para 8.

Tabela 2 - Composicdo de Solucdes de estoque para preparacao de meio de cultura ASM-1

Solugoes de Estoque Nutrientes Quantidades (g)

Sol. A NaNOs3 8,5000
MgSOs4 + 7TH20 2,4500

MgClz + 6H,0O 2,0500

CaCl2 + 2H>0 1,4500

Sol. B KH>PO4 8,7000
Na,HPO4 + 12H,0O 17,8000

Sol. C H3BO3 28,4000
MnCl; + 4H>0O 13,9000
FeCl> + 6H>O 10,8000

ZnCl, 3,3500

CoCl> + 6H20 0,1900

CuCl> + 2H20 0,0140
Sol. D EDTA titriplex 18,6000

Fonte: Manual para Cultivo de Cianobactérias, Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sdo Paulo - Instituto

de Botanica (IBOT —SP, 2012).

As cepas foram mantidas sobre intensidade luminosa de aproximadamente 6,75

u.mol.m?.s! para luz branca de 470 nm, medida com luximetro (DIGITAL LUX TESTER

YF-1065), temperatura de 24+2°C, com aeracdo e fotoperiodo de 12:12 horas (claro/escuro).
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Figura 4 - Sala de cultivo de cianobactérias em condi¢des controladas

Fonte: Autor (2018).

4.3 DETERMINACAO DA DENSIDADE

As densidades celulares das culturas de M. aeruginosa e Cilindrospermopsis
raciborskii foram medidas usando microscopia de luz com um microscépio 6tico invertido
ZEISS (Modelo Vert.Al) com uma ampliagdo de 40x e utilizando uma camara Sedgewick
Rafter (Figura SEigurasS) (APHA, 2014) com contagens por faixas ou campos, de acordo com
a distribuicdo de Poisson, obtendo uma distribuicdo com intervalo de confianca de 95%
+20%. Para quantificagdos do nimero de células por tricoma e para a determinacdo do
comprimento celular das espécies filamentosas estudadas, foi utilizado o microscépio de luz.

Os valores de densidade celular foram expressos em células.mL!.

Figura 5 - Método Sedgwick-Rafter — Contagem Fitoplanctonica

Fonte: Whipple, G.C, GM. Fair & M.C. Whipple (1927) apud APHA (2005).
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4.4 ENSAIOS DE TRATABILIDADE - JARTEST

Visando simular as etapas que compdem o processo de tratamento de dgua utilizado
em estacOes de tratamento convencionais, utilizou-se nessa fase do estudo um jartest, que em
vasos pudesse ser avaliado as consequéncias de diferentes parametros na estrutura celular das
espécies em estudo. Assim foram testados parametros da mistura rapida (coagulacio), tempo
de mistura e gradiente de velocidade, na integridade celular dos organismos em estudo no
ensaio, M. aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii. Para isso, foram aplicados
gradientes de velocidade nos intervalos de 500 -600 s, 600-800 s' e 800 — 1000 s os
tempos de mistura de 0, 10, 15, 30, 45 e 60 segundos em uma matriz contendo densidade
média de células das espécies da ordem de 10°, onde todas as diluicdes celulares foram
preparadas no dia do teste. Numa segunda etapa do experimento houve o incremento de
carbono ativado em pé com caracteristicas apresentadas na Tabela 3, dosagem de 30 mg. L™,
visando verificar os impactos da introducdo deste quimico na estrutura celular das

cianobactérias estudadas.

Tabela 3- Caracteristicas texturais obtidas a partir das isotermas de equilibrio de
adsor¢do/dessorcdo de N> a 77 K.

Amostra Tamanho médio ABET (m?.g™) Vp (cm®.gh Ve (cm>.g ™)
do grdo (mm)
Maxsorb 0,71 3250 1,65 1,35

Fonte: Autor (2018).
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Figura 6 - Jartest

Fonte: Autor (2018).

4.5 DETERMINACAO DA INTEGRIDADE CELULAR

Nesta etapa do experimento para determinar a integridade celular das espécies
determinou-se a utilizacdo do método de adi¢do de contraste por eritosina B (C2oHglsNaxOs).
Este sendo um corante biolégico que pode ser usado para distinguir células nao danificadas
daquelas que sofreram lise celular (MARKELOVA et al., 2000; BONNEU et al., 1991;
DIBARTOLOMEIS & MONE, 2003; CALOMENI & RODGERS, 2015a), para determinac¢io
da integridade da membrana das células de M. aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii,
ja que € sabido por estudos anteriores que a célula ndo afetada pelas caracteristicas do ensaio,
mantém sua coloracdo original esverdeada mesmo com adi¢do de contraste. Adversamente as
células que sofrem lise e acumulam a coloragdo introduzida no seu citoplasma e imprimem a
cor rosa do contraste que pode ser observado por microscopia Optica (TROSHIN, 1966).

Para esta etapa, foi preparada e utilizada uma solugdo aquosa 0,5% de eritrosina B. A
solucdo € adicionada a uma por¢do da amostra apds a realizacdo do Jartest na propor¢ao de
1:1 e permanece em descanso durante 15 min em abrigo de luz, a fim de evitar degradacdo da
mesma. AplOs esse intervalo, a amostra foi examinada usando microscopia de luz
(MARKELOVA et al., 2000). Foram avaliados 100 organismos de forma aleatoria quanto a

integridade da membrana celular para cada ensaio realizado ao longo do estudo.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o programa gratuito R-Studio
(disponivel no sitio www.rstudio.com) que permite a aplicacdo dos testes estatisticos mais
usuais. Por conveniéncia, considerou-se os resultados de integridade de forma categorizada.
Foram elaboradas tabelas de contingéncias em que as varidveis explicativas (causa) foram a
faixa de gradiente, o tempo de mistura e a presenca ou ndao de CAP e as varidveis respostas
(efeito), os valores de integridade. Como, em algumas caselas, foram observados valores
inferiores a 5, optou-se pela utilizacao do teste exato de Fisher para evidenciar associacdo ou
nio das causas estudadas com os efeitos observados. Todos os testes foram realizados com

nivel de significancia de 5% (a = 5%).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microcystis aeruginosa
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5.1.1 CONDICOES HIDRAULICAS (GRADIENTE DE VELOCIDADE E TEMPO DE

MISTURA)

Os resultados de integridade celular da espécie M. aeruginosa obtidos nos ensaios com

os intervalos de gradientes de velocidade avaliados encontram-se apresentados na Tabela

4Fabela4, Tabela 5FabelaS e Tabela 6Fabela-6. A partir dos resultados, foram obtidas tabelas

de contingencias apropriadas para verificacao de associacio de cada varidvel explicativa com

o efeito observado.

Tabela 4 — Resultados Condi¢des Hidrdulica — Gradiente de Velocidade — 500 — 600 s -

Microcystis aeruginosa

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 99 100 96 97 97

500-600s" 100 99 100 97 96 96
100 100 100 97 97 98

Média 100 99 100 97 97 97
Desvio Padrao | 0.58 0.58 0.0 0.58 0.58 1

Fonte: Autora (2018)
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Figura 7 - Integridade celular - Microcystis aeruginosa — Gradiente de velocidade — 500 — 600
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Fonte: Autor (2018)
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Tabela 5 - Resultados de integridade celular — Gradiente de Velocidade — 600 — 800 s -

Microcystis aeruginosa

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 929 99 98 98 97
600-800s-1 98 97 98 99 97 96
100 97 96 9 97 96
Média 99 98 98 97 97 96
Desvio Padrao 1.15 1.15 1.53 2.65 1.73 0.58

Fonte: Autor (2018).

Figura 8 - Integridade Celular - Microcystis aeruginosa — Gradiente de velocidade — 600 —
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Fonte: Autor (2018).
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Tabela 6 - Resultados Condi¢des Hidraulica — Gradiente de Velocidade — 800 — 1000 s™! -
Microcystis aeruginosa

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 95 93 94 88 94
800-1000s! 99 95 94 94 93 90
100 97 96 94 91 93
Média 99 96 94 94 91 92
Desvio Padrao 0 1,15 1.53 0 2.52 2.08

Fonte: Autor (2018).

Figura 9 - Integridade Celular - Microcystis aeruginosa — Gradiente de velocidade — 800 —

1000 s™!
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Fonte: Autor (2018).

Ao avaliar os resultados de integridade celular da espécie M. aeruginosa, verificou-se

que esta apresentou pequenas variacoes em sua integridade da membrana durante a

observacdo microscopica das amostras apds os ensaios de jartest de mistura ripida —

coagulacdo nas condi¢des experimentais avaliadas. Os intervalos observados de 500 — 600 s,

600 — 800 s! e 800 - 1000 s’!, resultaram em lise celular média variando entre 3 e 8% das

células.

Para o primeiro e o segundo intervalos de gradiente de velocidade avaliados, nao

existe evidéncia de associacdo entre o tempo de mistura (efeito) e a lise celular (causa) (P=

0,2462e P= 0,3687, respectivamente) para o tempo de 60s, 0 que mostrou maior percentual

celular comprometidas. Dessa forma, pode-se concluir que ndo ocorreram alteracdes
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relevantes na integridade celular ocasionada pelos gradientes de velocidade em nenhum dos
tempos de mistura.

Em condi¢des de mistura com gradientes mais elevados (800-1000 s!), a partir do
tempo de mistura de 45 segundos observou-se associa¢do entre o tempo de mistura e lise
celular (P= 0,0184, para 45 s e p =0,0348 para 60 s). Assim, existem evidéncias suficientes
para afirmar que, a partir de 45s, o tempo de mistura para M. aeruginosa € capaz de gerar
estresse mecanico que danifica sua estrutura fisica, promovendo lise celular. Dado este que
serve de alerta ao tratamento de d4gua promovido pela concesionaria existente na reagido do
estado do Ceara.

Chow et al. (1999), mostraram que ao submeter células de M. aeruginosa a gradientes
de velocidade de até 500 s' e 4 horas de mistura, ndo tiveram sua integridade celular
consideravelmente observadas quanto a integridade celular e liberacdo adicional de
microcistina — LR, ndo ocasionou dano expressivo ao organismo em estudo.

Com isso, os resultados obtidos corroboram e complementam o estudo de Chow et al.
1999, evidenciando que a configuracdo “tempos de agitacdo menores + gradientes de
velocidade mais elevados”, a partir de 800s!, promove danos celulares em M. aeruginosa,
devido a extrema agitacio mecanica.

Sun et al. (2012), visando determinar os efeitos do estresse mecanico da mistura em
diferentes intervalos de gradiente de velocidade (0,40,150, 250 e 500 r/min), num intervalo de
tempo de 20 minutos, sem adi¢do de produtos quimicos, observaram através da andlise de
integridade celular, clorofila-a, viabilidade celular e concentragdo de microcistina extracelular,
que nao houve lise celular ou liberacdo de toxinas. Em novo estudo, Sun et al. (2013),
aplicaram dosagens de cloreto de polialuminio, e os dados observados apds a mistura rapida,
ndo apresentam lise celular a célula de M. aeruginosa, confirmando os resultados obtidos
anteriormente.

Vale ressaltar que nos trés primeiros gradientes de velocidades utilizados por Sun et al
(2012) os resultados foram similares aos encontrados no presente estudo. Todavia observou-se
divergéncia nos resultados para o maior valor de gradiente, pois como ji relatado
anteriormente, a partir 800s™! comegou-se a observar perca de integridade celular, mesmo que

em pequenas proporgoes.



39

5.1.2 ADICAO DE CARBONO EM PO

Os resultados de integridade celular da espécie Microcystis aeruginosa obtidos apds a

introducdo de carbono

ativado em p6 nos ensaios com intervalos de gradientes de velocidade

500 — 600 s, 600 — 800 s e 800 - 1000 s e tempos de mistura 10, 15, 30, 45 e 60 s
encontram-se apresentados na Tabela 7Fabela—7, Tabela 8Fabela—8 e Tabela 9Fabela—9 bem
como nos graficos apresentados na Figura 7, [Figura [1Fisara—H e Figura 12,

respectivamente.

Tabela 7 — Resultados de integridade celular utilizando CAP (30 mg.L!) — Gradiente de
Velocidade — 500 — 600 s™! - Microcystis aeruginosa

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 100 100 98 99 96
500-600s-1 100 100 100 100 97 96
100 100 99 99 96 95
Média 100 100 100 99 97 96
Desvio Padrao | 0.71 0 0.58 1 1.53 0.58

Fonte: Autor (2018).

Figura 10 - Integridade Celular - Microcystis aeruginosa — CAP (30 mg.L') — Gradiente de
velocidade - 500 — 600 s
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Fonte: Autor (2018).
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Tabela 8- Resultados de integridade celular utilizando CAP (30 mg.L'') — Gradiente de
Velocidade — 600 — 800 s™! - Microcystis aeruginosa

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 100 100 95 98 98
600-800s-1 100 100 99 96 98 96
100 99 98 98 95 95
Média 100 100 99 96 97 96
Desvio Padrao | 0.71 0.58 1 1.53 1.73 1.53

Fonte: Autor (2018).
Figura 11 - Integridade Celular - Microcystis aeruginosa — CAP (30 mg.L™!) — Gradiente de velocidade - 600 —
800 s™!
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Fonte: Autor (2018).

Tabela 9 — Resultados de integridade celular utilizando CAP (30 mg.L!) — Gradiente de
Velocidade — 800 — 1000 s - Microcystis aeruginosa.

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 99 100 98 98 95

800-1000s-1 100 99 99 97 97 97

100 99 98 98 96 96

Média 100 99 99 98 97 96
Desvio Padrao 0.71 0 1 0,58 1 1

Fonte: Autor (2018).
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Figura 12 - Integridade Celular - Microcystis aeruginosa — CAP (30 mg.L!) — Gradiente de
velocidade - 800 — 1000 s™!
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Fonte: Autor (2018).

Para nova condicdo experimental (adicdo de CAP) foram elaboradas novamente
tabelas de contingencias apropriadas para verificacdo da dependéncia das varidveis
explicativa com a lise celular.

Dentre os resultados obtidos foram observados que os intervalos de gradiente de
velocidade 500 — 600 s!, 600 — 800 s' e 800 - 1000 s™!, resultaram em lise celular média
variando entre 1 e 4% das células.

Em todos os intervalos de gradiente de velocidade estudados, ndo existe evidéncia de
associacao entre a introducdo de CAP (efeito) e a lise celular (causa) (P= 0,3686, P=0,1212 e
P=0,1212 para os intervalos de gradiente 500 — 600 s™!, 600 — 800 s e 800 - 1000 s,
respectivamente, para o tempo de 60s, o que mostrou maior percentual celular
comprometidas, comportamento semelhante ao observado nos ensaios sem a introdugdo de
carbono ativado em pé6. Dessa forma, pode-se concluir que ndo ocorreram alteracdes
relevantes na integridade celular ocasionada pela introdu¢do de CAP em nenhum dos
gradientes de velocidade e tempos de mistura.

A fim de verificar a efeito isolado da introducdo de carbono nas combinagdes de
tempo e gradiente, realizou-se a comparacdo entre as duas condicdes onde se concluiu que
nao hd evidéncias suficientes para afirmar que a presenga do carvao influéncia na lise celular,

conforme apresentado na tabela abaixo.

Tabela 10 — Efeito da introducao de CAP.

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 99 100 97 97 97
500-600s!
100 100 100 99 97 96
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P. value 1 1 1 0.6212025 1 1
Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 98 98 97 97 96
600-800s!
100 100 99 96 97 96
P. value 1 0.4974874 1 1 1 1
Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
99 96 94 94 91 92
800-1000s!
100 99 99 98 97 96
P. value 1 0.3686708 | 0.2092932 | 0.44236228 | 0.1337625 | 0.3727046

Fonte: Autor (2018).

Apesar do baixo indice de danificacdo celular ocasionada a esta espécie, causada
pelo estresse mecanico, em eventos de floracdo em mananciais de apoio ao consumo humano,
até a quebra menos numérica e estatisticamente, significativa pode apresentar efeitos
irreversiveis a saide humana. Estes resultados, por mais que sejam vistos neste caso como de
significancia mais baixa, em um universo amostral extremamente numeroso, essa lise poderia

em si elevar consideravelmente as concentragdes de toxinas extracelulares na adgua.

5.3 Cylindrospermopsis raciborskii

5.3.1 CONDICOES HIDRAULICAS (GRADIENTE DE VELOCIDADE E TEMPO DE
MISTURA)

Para espécie filamentosa Cylindrospermopsis raciborskii foram realizados ensaios
semelhantes ao relatados anteriormente com a M. aeruginosa, os resultados obtidos
encontram-se apresentados nas
Tabela 11

Tabela—H, Tabela 12Fabela—12 e Tabela 13Fabela—13, que resulta nos graficos das
Figuras 13, 14 e 15.

Tabela 11 - Resultados Condi¢des Hidraulica — Gradientes de velocidade — 500 — 600 s -

Cylindrospermopsis raciborskii
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Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s

100 100 100 100 100 100

500-600s! 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100

Média 100 100 100 100 100 100
Desvio Padrao 0 0 0 0 0 0

Fonte: Autor (2018)

Figura 13 - Integridade Celular — Cylindrospermopsis raciborskii — Gradiente de velocidade —

500 — 600 s™!
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Fonte: Autor (2018).
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Tabela 12 - Resultados Condi¢des Hidraulica — Gradientes de velocidade — 600 — 800 s-1 -
Cylindrospermopsis raciborskii

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s

100 100 100 100 100 100

600-800s! 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100

Média 100 100 100 100 100 100
Desvio Padrao 0 0 0 0 0 0

Fonte: Autor (2018).

Figura 14 - Integridade Celular — Cylindrospermopsis raciborskii — Gradiente de velocidade —

600 — 800 s°!
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Fonte: Autor (2018).
Tabela 13 - Resultados Condi¢des Hidrdulica — Gradientes de velocidade — 800 — 1000 s-1 -

50

&0

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s

100 100 100 100 100 100

800-1000s! 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100

Média 100 100 100 100 100 100
Desvio Padrao 0 0 0 0 0 0

Fonte: Autor (2018).

Figura 15 - Integridade Celular — Cylindrospermopsis raciborskii — Gradiente de velocidade —

800 — 1000 s!
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Ao analisar os graficos apresentados nas Figuras 13, 14 e 15 observou-se que os

ensaios de jartest de mistura rapida — coagulacdo, nos intervalos de 500 — 600 s, 600 — 800
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st e 800 - 1000 s' , ndo resultaram em lise celular. Todos os resultados verificados
apresentaram nivel de significancia maior do que a assumida no estudo em questdo, o que
expressa o perfil ndo significativo dos desvios. Assim, pode-se concluir que nio hd indicios
suficientes de que ocorreu estresse mecanico sobre esta espécie capaz de promover a lise
celular.

A espécie Cylindrospermopsis raciborskii diferentemente da espécie Microcystis
aeruginosa nao apresenta uma grande quantidade de estudos quanto a avaliagdo de
integridade celular, fato que dificulta a comparacao e discussdo dos resultados obtidos neste

estudo.

5.2.2 CARBONO ATIVADO

Os resultados de integridade celular da espécie Cylindrospermopsis raciborskii obtidos
apos a introducdo de carbono ativado em pé nos ensaios com intervalos de gradientes de
velocidade 500 — 600 s™!, 600 — 800 s e 800 - 1000 s!, encontram-se apresentados nas Tabela
4Fabela—4, 13 e 14 bem como nos grificos apresentados nas Figura 7, 17 e 18,

respectivamente.

Tabela 14 — Resultados de integridade celular utilizando CAP (30 mg.L'!) — Gradiente de
Velocidade — 500 — 600 s - Cylindrospermopsis raciborskii

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 100 100 100 100 100

500-600s" 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100

Média 100 100 100 100 100 100
Desvio Padrao 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Autor (2018).
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Figura 16 - Integridade celular — Cylindrospermopsis raciborskii — CAP (30 mg.L'!) —
Gradiente de Velocidade - 500 — 600 s™!
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Tabela 15 - Resultados de integridade celular utilizando CAP (30 mg.L!) — Gradiente de
Velocidade — 600 — 800 s - Cylindrospermopsis raciborskii

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 100 100 100 100 100

600-800s! 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100

Média 100 100 100 100 100 100
Desvio Padrao 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Autor (2018).

Figura 17 - Integridade Celular — Cylindrospermopsis raciborskii — CAP (30 mg.L') —
Gradiente de Velocidade - 600 — 800 s
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Fonte: Autor (2018).
Tabela 16 - Resultados de integridade celular utilizando CAP (30 mg.L'!) — Gradiente de

Velocidade — 800 — 1000 s - Cylindrospermopsis raciborskii

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 100 100 100 100 100

800-1000s! 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100

Média 100 100 100 100 100 100
Desvio Padrao 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Fonte: Autor (2018)
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Figura 18 - Integridade Celular — Cylindrospermopsis raciborskii — CAP (30 mg.L™!)
Gradiente de Velocidade - 800 — 1000 s™!
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Fonte: Autor (2018).

Em testes similares, para os resultados obtidos apds a dosagem de 30 mg.L'' de CAP
em agua contendo Cylindrospermopsis raciborskii, verificou-se que a introducdo deste
adsorvente nao ocasionou danos na estrutura celular desta espécie. Todos os tempos avaliados
apresentaram p.value > 0.05, o que expressa um comportamento similar ao verificado nos
ensaios realizados sem a presenca deste.

Assim, pode-se concluir que a Cylindrospermopsis raciborskii apresenta uma estrutura
celular resistente aos impactos ocasionados com os choques entre os micrograos de carbono
ativado e seus tricomas, sendo portanto evidenciado que ndao hd indicios suficientes da
ocorréncia de estresse mecanico sobre esta espécie capaz de promover a lise celular.

Li et al., (2018) apresentam estudo em que compara os danos na membrana
celular de C. raciborskii e M. aeruginosa durante a coagulacdo com cloreto de ferro (PAFC) e
na etapa de armazenamento de lodo. Os resultados mostraram que as células de C. raciborskii
foram efetivamente removidas intactas sob condi¢des 6timas de coagulacdo.

Portanto, os resultados observados no presente estudo com variados intervalos de
gradiente de velocidade, sem e com adi¢ao de carbono ativado em pd, em que os tricomas de
C. raciborskii vao ao encontro aos resultados apresentados por Li et al., (2018), em que estes
nao houveram altera¢des da integridade celular.

Assim como na espécie anterior, para verificar a efeito isolado da introdugdo de
carbono nas combinagdes de tempo e gradiente, realizou-se a comparacdo entre as duas
condi¢des. Como a espécie filamentosa ndo apresentou organismos danificados nos ensaios
realizados anteriormente, pode-se concluir que nao hd, no espaco amostral em questdo,
evidéncias de lise celular, para que se possa afirmar que a presenca do carvao influéncia na

lise celular, conforme apresentado na Tabela 17.
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Tabela 17 — Efeitos de introducdo de CAP — C. raciborskii

Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 100 100 100 100 100
500-600s!
100 100 100 100 100 100
P. value 1 1 1 1 1 1
Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 100 100 100 100 100
600-800s!
100 100 100 100 100 100
P. value 1 1 1 1 1 1
Gradientes 0s 10s 15s 30s 45s 60s
100 100 100 100 100 100
800-1000s!
100 100 100 100 100 100
P value 1 1 1 1 1 1

Fonte: Autor (2018).

Os presentes resultados sdo de grande valia para as conseciondrias de
abastecimento ja que esta é uma potencial produtora de toxinas hepatotdxicas, citotoxicas
gerais e neurotoxicas (Ohtani et al., 1992), e com eventos de floragdes recorrentes no mundo
todo, o que poderia ocasionar grandes problemas nas comunidades e cidades abastecidas e

fazer-se necessario maiores investimentos de insumos e tecnologias de tratamento.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os efeitos hidraulicos aos quais foram submetidas as amostras em estudo da
espécie M. aeruginosa, mostraram que esta sé apresenta dependéncia entre gradiente e tempo
de mistura no intervalo entre 800-1000s-1 e 45s, respectivamente. Na presenca de carbono
ativado ndo foi possivel verificar associacdo entre gradiente e tempo e lise celular.

Ao comparar as espécies C. raciborskii com M. aeruginosa observou-se uma
maior suscetibilidade a alteracdo na integridade da membrana celular nas condig¢des
hidraulicas, elevados gradientes de velocidade e curtos tempos de mistura, na espécie M.
aeruginosa fato que ndo se reproduziu nos ensaios realizados com C. raciborskii.

Nas condi¢Oes experimentais avaliadas ndo houve indicios que confirmassem
diferencas entre a aplicacdo ou nao da integridade celular apds a introducao de CAP na etapa
de coagulacdo para as espécies de C. raciborskii e M. aeruginosa.

Constatou-se que espécie C. raciborskii € resistente a introducdo de carbono
ativado em po pois esta ndo apresentou percentual de células ndo integras. Assim, faz-se
necessdrios estudos posteriores com o objetivo de investigar se a condi¢@o hidrdulica na etapa
de coagulacdo tem relacio com quebra de tricomas e possivel liberacdo de contetido
intracelular desta espécie.

Sugere-se também a realizacdo de estudos para a avaliagdo de integridade celular
em aguas in natura com presenca de floracdo da espécie M. aeruginosa, visando verificar se o
arranjo colonial e a presenca de bainhas mucilaginosas promovem maior protecdo destas
células, tendo em vista que as células desta espécie em cultivo apresentam-se de forma

1solada.
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