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Resumo

SIQUEROLO, L. V. Efeitos do Processo Oxidativo UV/H202 na formacgdo de
carbono organico assimilavel e trihalometanos na presenca de cianobactérias.
2017. 73f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental). Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Curitiba, 2017.

Estudos relatam que a matéria organica proveniente das células de cianobactérias é
um importante precursor na formacdo de subprodutos da desinfec¢édo (DBP), tais
como trihalometanos totais (THM), o que € considerado indesejavel, principalmente
gquando se adotam processos oxidativos avancados (POA) para o tratamento da
agua. Embora este processo induza a degradacdo dos compostos organicos, a
mineralizagdo completa destes pode n&o ser alcancada. Se o tratamento ndo for
efetivo, a matéria organica € oxidada parcialmente, tendo como subproduto da
oxidacdo o carbono organico assimilavel (COA), podendo assim propiciar um
aumento de precursores de trihalometanos. Este estudo teve por objetivo avaliar a
formacao de carbono organico assimilavel ao partir do processo oxidativo UV/H20:2
de agua contendo células de cianobactéria e a sua correlacdo com a formacéo de
trihalometanos. O desenvolvimento experimental do estudo foi dividido em duas
etapas principais, sendo: adaptacdo da metodologia padronizada para quantificacéo
de COA, e ensaios foto-oxidativos em diferentes condigbes operacionais. Na
primeira etapa, a metodologia padronizada com os organismos P-17 e NOX foi
adaptada, substituindo-se a técnica de avaliacdo do crescimento microbiano usual
(contagem por placas) pela técnica de citometria de fluxo. Na segunda etapa, foram
realizados ensaios foto-oxidativos a partir da exposi¢cdo de agua contendo células de
Microcystis aeruginosa ao processo oxidativo UV/H202 em diferentes dosagens de
H20:2 (10, 25, 50, 75 e 100 mg L?) a uma densidade celular de 250.000 cel mL™2.
Nesta etapa foram monitorados os parametros pH, residual de peréxido de
hidrogénio, densidade de células de cianobactérias, carbono orgénico assimilavel,
carbono organico dissolvido (COD), e a formacdo de trihalometanos. A partir dos
resultados obtidos, pode-se observar que a aplicagdo de processo UV/H202 no
tratamento de aguas com a presenca de cianobactérias de fato contribui para a
formacdo de COA, porém neste caso, essa formacdo nao foi diretamente
proporcional a formacdo de THM, como era esperado. Observou-se que enquanto a
concentracdo de COA aumentou apd6s a oxidacdo, 0 inverso ocorreu com a
concentracdo de THM, o qual apresentou uma reducdo significativa apdés a
oxidacdo. A concentracdo de COD obtida mostrou uma tendéncia similar a formacao
de THM, pois a concentracdo de ambos foi reduzida ao longo do processo oxidativo.
Relacionando os dados de COD e COA pode-se observar que estes também
apresentaram comportamento inverso. Enquanto a concentragao de COD diminuiu,
a de COA aumentou apos a oxidacdo. Do ponto de vista da eficiéncia do processo
UV/H202 na remocao de matéria organica proveniente de células de cianobactérias
e (ou) precursores de DBP’s, a aplicagao deste processo se mostrou uma alternativa
factivel no tratamento de aguas contaminadas pela M. aeruginosa.

Palavras chave: Processos oxidativos avancados. Cianobactérias. Citometria de
fluxo. Carbono organico assimilavel. Trihalometanos.



Abstract

SIQUEROLDO, L. V. Effects of the UV / H202 Oxidative Process on the formation
of assimilable organic carbon and trihalomethanes in the presence of
cyanobacteria. 2017. 73f. Thesis (Master in Environmental Science and
Technology). Federal University of Technology - Parana. Curitiba, 2017.

Studies have reported that organic matter from cyanobacteria cells is an important
precursor in the formation of disinfection by-products (DBP), such as total
trihalomethanes (THM), which is considered undesirable, especially when adopting
advanced oxidative The treatment of water. Although this process induces the
degradation of organic compounds, complete mineralization of these compounds
may not be achieved. If the treatment is not effective, the organic matter is partially
oxidized, with the assimilable organic carbon (AOC) as the by-product of oxidation,
which may lead to an increase in trihalomethane precursors. This study aimed to
evaluate the formation of organic carbon assimilable from the UV/H20:2 oxidative
process of water containing cyanobacteria cells and its correlation with the formation
of trihalomethanes. The experimental development of the study was divided into two
main steps: adaptation of the standardized methodology for AOC quantification, and
photo oxidative assays under different operating conditions. In the first step, the
methodology standardized with the P-17 and NOX organisms was adapted, replacing
the usual microbial growth evaluation technique (plate counting) using the flow
cytometry technique. In the second step, photo-oxidative assays were performed
from the exposure of water containing Microcystis aeruginosa cells to the UV/H20:2
oxidative process at different dosages of H202 (10, 25, 50, 75 and 100 mg L) at a
density of 250.000 cell mL?t. The pH, residual hydrogen peroxide, cell density of
cyanobacteria, assimilable organic carbon, dissolved organic carbon (DOC), and the
formation of trihalomethanes were monitored. From the obtained results, it can be
observed that the application of UV/H20:2 process in the treatment of water
contaminated by cyanobacteria does indeed contribute to the formation of AOC,
however in this case, this formation was not directly proportional to the formation of
THM, as Was expected. It was observed that while the concentration of AOC
increased after oxidation, the inverse occurred with the concentration of THM, which
showed a significant reduction after the oxidation. The DOC concentration obtained
showed a tendency similar to THM formation, since the concentration of both was
reduced throughout the oxidative process. Relating the data of DOC and AOC can be
observed that these also presented an inverse behavior. While DOC concentration
decreased, AOC increased after oxidation. From the point of view of the efficiency of
the UV/H20:2 process in the removal of organic matter from cyanobacterial cells and
(or) DBP precursors, the application of this process has proved to be a viable
alternative in the treatment of water contaminated by M. aeruginosa.

Key-words: Advanced oxidative processes. Cyanobacteria. Flow cytometry.
Assimilable organic carbon. Trihalomethanes.
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1 INTRODUCAO

A proliferacdo de cianobactérias em lagos e reservatorios eutrofizados tem
se tornado cada vez mais frequente. De acordo com documento da Organizacéo
para Cooperagéo e Desenvolvimento Econémico (OECD), em nivel global, estima-se
gue o numero de lagos com eventos de floracdo de cianobactérias tende a aumentar
em cerca de 20% até 2050 e, portanto, os problemas relacionados ao tratamento de
agua com a presenca desses organismos deverao ser ainda maiores (OECD, 2012).

Segundo Henderson, Baker e Parsons (2008), a principal consequéncia
causada na agua a partir da proliferacdo de cianobactérias em mananciais utilizados
por estacdes de tratamento de agua para abastecimento publico, esta relacionada
com a mateéria organica derivada de suas células. Estudos relatam que a matéria
organica proveniente das células de cianobactérias € um importante precursor de
subprodutos da desinfeccdo (DBP), incluindo trihalometanos totais (THM), acidos
haloacéticos (HAA) e emergentes DBPs nitrogenados (N-DBP), os quais contém alta
genotoxicidade e carcinogenicidade (FANG et al., 2010; LUI et al., 2011; YANG et
al., 2011).

Considerando a capacidade de degradacédo de micropoluentes da agua por
agentes oxidantes, a ado¢édo de processos oxidativos no tratamento é considerada
como uma alternativa para produzir uma agua segura para a populacdo. Entretanto,
invariavelmente, a aplicacdo de agentes oxidantes e desinfetantes no tratamento de
dgua para abastecimento publico, gera subprodutos. Um dos subprodutos da
oxidacdo da matéria organica € o carbono organico assimilavel (COA). A
concentracdo de COA pode ser considerada como uma medida da estabilidade
bioldgica da agua para crescimento de microrganismos heterotréficos. Sao varios os
estudos que relacionam o COA diretamente com o recrescimento microbiano e com
a formacao de biofilmes nos sistemas de distribuicdo da dgua de consumo (ROCHA,
2007). Além disso, a presenca de COA pode vir a contribuir na formacdo de
trihalometanos (THM).

A aplicacdo do processo UV/H20:2 para o tratamento de agua com presenca
de cianobactérias, considerando-se uma etapa de pré-tratamento, pode contribuir
para a formacgao de precursores de subprodutos da oxidagdo como o COA (a partir

da oxidacdo parcial da matéria organica), o que diretamente influencia na formacao
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de subprodutos da desinfeccdo. Neste sentido, o controle dos parametros
operacionais, tais como dosagem e tempo de contato, ird contribuir com a eficiéncia
do processo, em que se espera obter uma reduzida formacdo de carbono organico
assimilavel e subprodutos. Diversos estudos avaliaram a formacédo de COA a partir
da oxidac&do de matéria organica natural (MON), onde se constatou um aumento na
concentracdo de COA apds a oxidacdo pelo processo UV/H:02 (BAHZRI,
MOHSENI, 2016; METZ et al., 2010; PANTIN, 2009; SARATHY, 2010), porém,
pouco se fala sobre a formacéo de COA proveniente das cianobactérias.
Considerando que a presenca de cianobactérias em mananciais de
abastecimento é cada vez mais constante e que a ado¢do de processos oxidativos
em sistemas de tratamento de agua € uma alternativa quando se considera a
remocado de cianobactérias, compreender como esses microrganismos podem
influenciar na formacao de trihalometanos torna-se importante do ponto de vista de

qualidade da agua tratada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a contribuicdo de cianobactérias na formacédo de carbono organico
assimilavel (COA) por processo oxidativo UV/H202 e a sua influéncia na formacao de

trihalometanos (THM) em amostras de dgua de abastecimento.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer a metodologia de quantificacdo de carbono orgénico assimilavel a
partir de adaptacdo de método padronizado;

e Estimar a dosagem de H20:2 necessaria para promover a oxidacdo da matéria
organica e a formacao de carbono orgéanico assimilavel;

e Avaliar a formacdo de carbono organico assimilavel a partir do processo de
oxidacdo UV/H202 e sua relagcdo com a formagdo de subprodutos da desinfeccao

(DBPs) com cloro.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cianobactérias

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis ou cianoficeas,
pertencem a um antigo grupo existente no planeta desde o surgimento da vida, ha
3,5 bilhdes de anos (YOO, 1995). Esses organismos desempenharam importante
papel evolutivo e geolégico no planeta e possuem grande importancia ecoldgica,
uma vez que sao corresponsaveis pela producédo priméaria e pela fertilidade dos
corpos aquaticos e dos solos (RAI, 1990; SCHIRRMEISTER et al., 2013).

As cianobactérias apresentam combinacéo de propriedades encontradas em
algas e bactérias, uma vez que sao organismos procariontes, nao possuem nucleo
nem estruturas definidas, assemelhando-se assim as bactérias, porém realizam
fotossintese produzindo oxigénio, como as algas (RAVEN; EICHHRN; EVERT,
2007). Algumas cianobactérias como as dos géneros Microcystis sp.,
Gomphosphaeria sp., Gloetrichia sp., Anabaena sp., Oscillatroria sp., apresentam
vacuolos gasosos (pseudovacuolos), os quais sdo associados a capacidade de
controlar a flutuacdo da célula, o que permite que se mantenham em profundidade
Otima em nutrientes, concentracdo de oxigénio e disponibilidade de luz (CALIJURI;
ALVEZ; SANTOS, 2006). Além de apresentarem vacuolos gasosos, a necessidade
de pouca luz para manter sua estrutura e funcdes celulares e a capacidade de
estocar fésforo, possibilitam o seu crescimento mesmo em situacdes de baixa
concentracdo de nutrientes e lhes conferem vantagens de sobrevivéncia em
detrimento a outros grupos de algas (VON SPERLING; JARDIM, 2009).

Em decorréncia de suas caracteristicas fisiologicas e morfologicas, as
cianobactérias sdo organismos que apresentam grande capacidade adaptativa nos
mais diversos ambientes. S&o encontradas comumente em grande parte dos
ambientes aquaticos do planeta, porém, também podem sobreviver em ambientes
terrestres, como no solo e interior de rochas (CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006).
Segundo Guven e Howard (2011), mais de 2000 espécies de cianobactérias ja foram
identificadas em todo o mundo e estdo presentes em diferentes ecossistemas,

contando com excelentes habilidades para a sua sobrevivéncia.
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As cianobactérias sdo também o principal componente de diversos
ecossistemas aquéticos e terrestres. Sa8o importantes componentes na rede trofica,
sendo altamente consumidas e metabolizadas por consumidores primarios
(ITURRIAGA; MITCHEL, 1986; JANSE et al., 2003). Nos oceanos, representam
parcela significativa dos organismos diazotroficos e desempenham importante papel
na sintese de nitrogénio organico (CAPONE, 2001). Em ambientes terrestres, as
cianobactérias s&do, muitas vezes, pioneiras na colonizacdo de rochas e solos
inGspitos e exercem funcédo chave na manutencao da integridade do solo de regides
aridas e semiaridas, bem como na fertilidade de terrenos agricolas (WHITTON;
POTTS, 2000).

Na maioria dos corpos d'agua, as cianobactérias sdo componentes naturais
(AZEVEDO et al., 2002), sendo os ambientes de agua doce os mais favoraveis, visto
que a maioria das espécies apresenta melhor crescimento em &guas neutro
alcalinas com pH entre 6 e 9, temperatura entre 15 e 30 °C e com alta concentracéo
de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo (AZEVEDO, 1998). No entanto, o
aumento da temperatura global e a reducdo da qualidade da agua associada a
condi¢cdes de seca podem resultar em um crescimento populacional massivo e
descontrolado das comunidades de cianobactérias, caracterizando-se assim a
ocorréncia de floragcdes ou “bloom”, conforme definido por Bittencourt-Oliveira e
Molica (2003).

Apesar dos diferentes estudos na literatura, conforme descrito por
Sant'Anna et al. (2006), ndo existe uma definicdo com relacdo ao niumero de células
que caracteriza o fendmeno de floragdo. Domingues et al. (2011) mostraram que em
uma floracdo de cianobactérias encontrada no Reservatério Costa e Silva, no Rio
Grande do Sul, a densidade celular variou entre 22.162 e 191.858 cel mL. Silva-
Lins (2009), por sua vez, avaliou a qualidade do braco do Ribeirdo Taquaragu, no
estado de Tocantins, nos anos de 2006, 2007 e 2008, e detectou a presenca de
floracOes de cianobactérias que variaram entre 22.016 e 237.500 cel mL.

Em decorréncia do aparecimento de floragbes em corpos hidricos,
problemas com o tratamento de agua potavel envolvendo cianobactérias estdo cada
vez mais frequentes. Nas Ultimas décadas, a proliferacdo de cianobactérias tem
ocorrido frequentemente em aguas superficiais ao redor do mundo, tais como lagos,
rios e reservatorios, sendo tais ocorréncias associados ao fenémeno de eutrofizacdo
(HUISMAN, 2009; ISAACS et al., 2014; LAPOINTE et al., 2015; PAERL, 2009). Uma
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recente floracdo de Microcystis sp. em reservatério na cidade de Toledo, Ohio, nos
Estados Unidos por exemplo, interrompeu o abastecimento de 4gua no local por 3
(trés) dias no verdo de 2014 e prejudicou mais de 400.000 habitantes (TANBER,
2014). Segundo, Harke et al. (2016), a Microcystis aeruginosa, objeto deste estudo,
€ uma das espécies de cianobactérias que formam floracbes com mais frequéncia
em corpos d'agua de agua doce em todo o mundo. Do mesmo modo, é uma das
espécies mais comuns de cianobactérias formadoras de floracdes no Brasil
(SOARES et al., 2013).

Segundo Henderson et al. (2008), a principal consequéncia causada na
dgua a partir da proliferacdo de cianobactérias em mananciais utilizados por
estacdes de tratamento de agua para abastecimento publico, esta relacionada com a
matéria organica proveniente das células, incluindo a matéria organica extracelular e
a matéria organica intracelular, gerada a partir da excrecdo metabdlica e
consequente producdo de metabdlitos secundarios. Neste sentido, destacam-se
agueles que podem causar problemas organolépticos, conferindo sabor e odor a
agua (2-metilisoborneol e geosmina) e aqueles que podem afetar seriamente a
saude humana devido a seu elevado grau de toxicidade, como por exemplo, as
cianotoxinas (HO; SAWADE; NEWCOMBE, 2012).

Além disso, estudos relatam que a matéria organica proveniente das células
de cianobactérias sdo importantes precursores de subprodutos da desinfeccéo
(DBPs), incluindo trihalometanos tradicionais (THMs), acidos haloaceticos (HAAS) e
emergentes DBPs nitrogenados (N-DBP), os quais contém alta genotoxicidade e
carcinogenicidade (FANG et al., 2010; LUI et al., 2011; YANG et al., 2011). Por
serem ricas em nitrogénio organico na forma de proteinas, aminoacidos e aminas,
as células de cianobactérias contribuem fortemente para a formagéo de subprodutos
carbonaceos e nitrogenados como resultado da cloracéo (CUI et al., 2002).

Diante disso, os reservatorios de agua utilizados para o abastecimento
publico que sé@o sujeitos ao aparecimento de floragdes de cianobactérias precisam
ser cuidadosamente monitorados. No Brasil, a Portaria n° 2.914/2011 do Ministério
da Saude (BRASIL, 2011), que dispbde sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padréo de potabilidade
cita que para minimizar os riscos de contaminacdo da 4gua para consumo humano
com cianotoxinas, deve ser realizado o monitoramento de cianobactérias, buscando-

se identificar os diferentes géneros, no ponto de captacdo do manancial superficial,
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considerando, para efeito de alteracédo da frequéncia de monitoramento, o resultado
da ultima amostragem.

Conforme indicado na Portaria n° 2.914/2011, os responsaveis pelo controle
da qualidade da agua de sistemas de abastecimento supridos por mananciais
superficiais devem monitorar a presenca de cianobactérias no ponto de captacao de
agua mensalmente, quando o numero de células de cianobactérias foi inferior a
10.000 cel mL* e semanalmente, quando o nimero de células de cianobactérias
exceder este valor. Também exige que sempre que o numero de cianobactérias
exceder 20.000 cel mL? seja realizada analise semanal das cianotoxinas na saida
do tratamento (BRASIL, 2011).

A portaria n° 2.914/2011 nao faz mencédo ao processo de tratamento que
deve ser adotado em casos de contaminacdo do manancial de captacdo ou do
sistema de tratamento, mas indica que os responsaveis pelo controle da qualidade
da agua devem elaborar e submeter para analise da autoridade municipal de saude
publica, o plano de amostragem de cada sistema e a solucdo adotada, respeitando
os planos minimos de amostragem descritos na Portaria (BRASIL, 2011).

Entretanto, deve-se tomar cuidado para que a intervengao nao prejudique as
células das cianobactérias, pois as cianotoxinas encontram-se predominantemente
no interior das células viaveis (sadias) das cianobactérias téxicas (toxinas
intracelulares) e quando ocorre a lise da célula, seja pelo decaimento natural ou pela
acao de ruptura das células exercidas por agentes quimicos como o sulfato de cobre
e oxidantes, a toxina intracelular é liberada para a coluna d’agua (MIRANDA et al.,
2017; STEFFENSEN et al., 1999; YOO, 1995). A lise celular, causada por algicidas
para remover cianobactérias da agua, ja ocasionou a intoxicagdo grave e a morte de
humanos (AZEVEDO et al., 2002). Por exemplo, uma lesédo téxica hepatica foi
encontrada nos consumidores de agua potavel proveniente de um reservatorio em
Armidale, na Australia, onde uma floracdo de Microcystis foi remediada com sulfato
de cobre (FALCONER et al., 1983).

Diante desta problematica, a Portaria n° 2.914/2011 complementa que em
funcdo dos riscos a saude associados as cianotoxinas, fica proibido o uso de
algicidas para o controle do crescimento de microalgas e cianobactérias no
manancial de abastecimento ou qualquer intervengdo que provoque a lise das
células (BRASIL, 2011). Portanto, os métodos de remocdo de cianobactérias em

aguas destinadas ao consumo humano, devem ser analisados em funcdo da sua
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capacidade de remover as células viaveis (biomassa algal) e de ndo promover a lise
dessas células (GREENFIELD et al., 2014; MIRANDA, 2017; YOO, 1995).

3.2 Processos oxidativos e sua relagdo com a formacgéao de trihalometanos

Os Processos Oxidativos Avancados (POAs) sao conhecidos como
tecnologias promissoras no tratamento de agua e efluentes. Sdo capazes de
transformar muitas substancias persistentes e dificilmente elimindveis, em
substancias ecologicamente inofensivas, biologicamente degradaveis ou, pelo
menos, em substancias que possam ser mais facilmente eliminadas por processos
fisico-quimicos convencionais, apresentando como produtos finais do tratamento:
COz2, H20 e ions inorganicos (HIGARASHI et al., 2000).

Embora os sistemas reacionais de cada POA sejam diferentes, se resumem
em converter compostos organicos complexos em moléculas simples, ou até mesmo
mineralizar estes compostos. Estes processos consistem na utilizacdo de um forte
agente oxidante como, por exemplo, o 0z6nio (O3z), peréxido de hidrogénio (H2032)
e/ou catalisadores como o Ferro (Fe), Manganés (Mn) e Didxido de Titanio (TiO2) na
presenca ou ndo de uma fonte de irradiacdo, para gerar radicais hidroxilas (*OH).
Estes radicais sdo altamente reativos, de reduzida seletividade e capazes de atuar
sobre uma grande diversidade de poluentes organicos e de até mineralizar
substancias orgéanicas refratarias (ALATON; BALCIGLU; BAHNEMANN, 2002;
HIGARASHI et al., 2000).

Como exemplo de POAs, tém-se os sistemas Os/UV, reacdo Fenton ou
Foto-fenton, ozonizacao, fotocatalise com diéxido de titdnio (TiO2) e a degradacgéo
via processo UV/H202, entre outros. Todos 0S processos citados se mostram
alternativas viaveis no ponto de vista de eficiéncia, na remocédo de compostos que
ndo conseguem ser eliminados por meio de tratamentos convencionais
(CRISTOVAO et al., 2014; JARDIM; NOGUEIRA, 1998; URIGAN et al., 2012).
Porém, varios estudos mostram que a aplicacdo de agentes oxidantes e
desinfetantes no tratamento de agua para abastecimento publico, podem gerar
subprodutos. Um dos precursores formados a partir da oxidagdo da matéria organica
€ 0 carbono organico assimilavel (COA). Este pode ter influéncia na formacédo de

subprodutos da desinfec¢cdo, como os trihalometanos, quando a agua € submetida a
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cloracdo na etapa de desinfeccdo. Apesar dos beneficios oriundos da desinfec¢éo, o
cloro e outros compostos oxidantes podem reagir com a matéria organica formando
subprodutos de desinfeccdo que podem ser prejudiciais a saude humana como os
THMs (HONG, 2007). Segundo WHO (2005), os compostos do grupo de THM mais
frequentes em aguas de abastecimento sdo: cloroférmio ou triclorometano (CHCls),
bromodiclorometano (CHCI2Br), dibromoclorometano (CHCIBr2) e bromoférmio ou
tribromoetano (CHBr3).

Pelo fato de possuirem elevada toxicidade e por possuirem alto potencial
carcinogénico e mutagénico, a Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos
da Ameérica (USEPA) em 1984 estabeleceram o valor maximo permitido (VMP)
desses compostos sendo permitido até 100 pg L? de trihalometanos totais (TTHM)
em agua de abastecimento publico, porém, mais tarde esse valor foi reduzido para
80 pg L' (GOPAL et al., 2007; USEPA, 1999). No Brasil, a Portaria MS n°
2.914/2011 (BRASIL, 2011) regulamenta o padrao de potabilidade para substancias
guimicas que representam risco a saude no que tange aguas para consumo humano
e estabelece o VMP para trihalometanos totais em 100 pg L%, o que inclui
triclorometano  ou cloroférmio (TCM), bromodiclorometano (BDCM),
dibromoclorometano (DBCM), tribromometano ou bromoférmio (TBM).

Diversos estudos mostram que, além das substancias humicas as quais
tradicionalmente se atribui a formacédo de THM, as algas também se constituem em
potenciais precursores de trihalometanos (CORAL et al., 2013; FANG et al., 2010;
LIU et al., 2011). As primeiras observac¢des publicadas a respeito da possibilidade de
algas serem precursoras de THM foram reportadas por Morris e Baum (1978). Esses
autores demonstraram que a cloracdo de matéria organica proveniente das algas
poderia produzir cloroférmio. Segundo Graham et al. (1998), a producdo de THM a
partir de microalgas e cianobactérias depende da espécie e da fase do ciclo de vida
da cultura, sendo que a maior producdo, por unidade de biomassa algal, ocorre
durante a fase de crescimento exponencial desses organismos.

Mais recentemente, Coral et al. (2013) investigaram o mecanismo de acao
do ozbdnio em células de M. aeruginosa e Anabaena flos-aquae cultivadas em
laboratorio e a potencialidade de formacdo de subprodutos da desinfeccédo e
observaram um aumento da concentracdo de carbono orgéanico extracelular para
ambas as espécies, bem como um aumento na formacdo de THM e HAA apés
oxidagcdo com ozonio. Liu et al. (2011), em estudos de cloragdo com M. aeruginosa,
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também indicaram a formacdo de THM derivado da matéria organica extracelular de
cianobactérias. Em estudos também com células de M. aeruginosa, Fang et al.
(2010) avaliaram a contribuicdo da matéria organica intra e extracelular das células
na formacéo de subprodutos da desinfec¢cdo. Todos esses resultados confirmam que
a oxidacdo de células de cianobactéria pode impactar significativamente na
formacao de subprodutos da cloracdo em certas condi¢des, especialmente quando a
concentracdo de células é elevada. Por esta razao, torna-se importante a avaliacédo
da formacao de trihalometanos provenientes de células de cianobactérias durante o

processo oxidativo.

3.2.1 Aplicagdo do processo oxidativo UV/H202 na remocdo de matéria

organica natural

A utilizagdo de peroxido de hidrogénio (H202) em processos de tratamento
de &gua possui vantagens expressivas, pois além de apresentar forte poder
oxidativo, este oxidante demanda baixo capital de investimento se comparado a
outras tecnologias, possui estabilidade térmica, apresenta solubilidade elevada em
agua, é de facil armazenamento, tem disponibilidade comercial, além de ndo gerar
subprodutos como halogenados ou ions bromato ao final do tratamento (IKEHATA,
EL-DIN, 2006). Porém, a utilizacdo do peréxido de hidrogénio em oxidacdes, muitas
vezes demanda uma ativacdo como suporte, para que se obtenham indices de
conversao satisfatorios. Por isso, a formacao de radicais livres € estimulada através
da radiacdo ultravioleta (UV) e/ou da adicdo de agentes ativadores como indicado
nos estudos de Hassemer (2006).

O processo de fotodegradacéao via peroxido de hidrogénio combinado com a
luz ultravioleta, se torna muito mais eficiente do que quando usados isoladamente,
pois a geracgao de radicais hidroxila (*OH) é consideravelmente maior, sendo estes
menos seletivos ao composto alvo e capazes de converter uma grande variedade de
compostos organicos em CO:2 e acidos minerais, 0 que torna esse processo, assim
como os demais POAs, mais vantajoso (JARDIM; TEIXEIRA, 2004; SHARMA et al.,
2012).

A radiacdo ultravioleta € um mecanismo fisico de desinfec¢éo, no qual a

radiacdo UV é absorvida pelos diferentes componentes organico-moleculares
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essenciais ao funcionamento normal da célula. A acdo germicida da radiagdo UV
esta associada as alteragBes estruturais que esta provoca no material genético
(DNA e RNA) das células (WEF, 1996). Assim, a célula ndo consegue se reproduzir
e por isso, diz-se que ocorre a inativacdo e ndo a morte do organismo.

A fonte primaria de radiacdo ultravioleta € o sol, mas também pode ser
emitida por lampadas incandescentes e fluorescentes, solda elétrica, magarico de
plasma, telas de computadores e equipamentos a laser (DANIEL, 1992). Segundo
Oliveira (2003), a radiacdo ultravioleta abrange uma pequena parte do espectro
eletromagnético, envolvendo o uso de radiacdo eletromagnética a partir do espectro
de 100-400 nm e, em relagéo aos efeitos biolégicos é classificada como UV-A (315-
400 nm), UV-B (280-315 nm) e UV-C (100-280 nm).

A faixa UV-A (320 a 400 nm) é a menos perigosa, devido a baixa energia. E
utilizada para causar fluorescéncia em materiais sendo muito aplicado em
fototerapia e camaras de bronzeamento. A chamada “luz negra” encontra-se nesta
faixa (RYER, 1997). A faixa UV-B (280 a 315 nm) é a mais destrutiva forma da luz
UV, porgue tem energia suficiente para gerar danos em tecidos bioldégicos e em
quantidade minima para nao ser completamente absorvida na atmosfera. A radiacdo
UV-B é conhecida como causadora do cancer de pele (RYER, 1997).

Ja a faixa UV-C (100 a 280 nm) é a faixa aplicada como germicida. Os
fétons de luz nesta faixa tém tanta energia, que a mesma € completamente
absorvida no ar em poucas centenas de metros (RYER, 1997). O intervalo de
comprimento de onda compreendido entre 240-285 nm é considerado a faixa
germicida 6tima para inativacdo de bactérias, pois a absorcéo de radiacdo UV pelas
células é maxima nesta faixa (BASTOS, 2007; KEYSER et al., 2008; TINOCO,
2011).

A presenca de matéria organica natural (MON), incluindo células de
cianobactérias, em &aguas destinadas ao abastecimento publico, coloca varios
desafios a préatica comercial do processo UV/H20:2 para remocdo de micropoluentes
(BAZRI; BARBEAU; MOHSENI, 2012). As condi¢des UV/H202 comercialmente
viaveis aplicadas para remover microcontaminantes muitas vezes nao Ssao
suficientes para eliminar/mineralizar a MON (SARATHY; MOHSENI, 2007, 2009;
SARATHY; BAZRI, MOHSENI, 2011). Dentro das condigcbes comerciais aplicadas
(ou seja, UV até 2000 mJ cm™? e [H202] até 20 mg L), a matéria organica sofre
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mudancgas estruturais e/ou transformagdes que posteriormente afetam a qualidade
da &gua a jusante (SARATHY; MOHSENI, 2007, 2009).

Além disso, muitas pesquisas tém se concentrado no uso de UV/H20:2 para
a remocado de matéria organica natural na tentativa de reduzir a formacdo de
subprodutos de desinfeccdo (DBPs). Sob condi¢cdes fortes de oxidacdo (tempo de
irradiacao longo e concentragao inicial de H202 elevada), alguns estudos indicam
gue a MON pode ser mineralizada, levando a uma reducdo na formacao de DBP
(LIU et al. 2002; THOMSON et al., 2004; TOOR; MOHSENI, 2007; WANG et al.,
2006). Estes estudos empregaram altas fluéncias UV e/ou concentracdes de H20o,
bem acima da gama de condi¢cOes tipicamente aplicadas para a oxidacdo de
poluentes organicos na agua potavel (até 1500 mJ cm2 e 20 mg L H202).

Diante da escassez de trabalhos que avaliaram a formacdo de compostos
organicos assimilaveis e subprodutos da desinfeccdo a partir de processo UV/H202
no tratamento de agua com células de cianobactérias, torna-se importante avaliar o
guanto estes microrganismos contribuem na formacdo destes compostos para
auxiliar na criacdo de medidas de controle da qualidade da agua, quando

contaminada por estes microrganismos.

3.3 Carbono orgéanico assimilavel

Segundo Di Bernardo e Dantas (2005), o carbono organico assimilavel
(COA) pode ser considerado um subproduto da oxidacdo da matéria organica
presente na agua tratada. Em outros termos, o COA € uma fracdo da concentracao
total de carbono organico (COT) presente na agua e é tipicamente a fracdo mais
facilmente degradavel, por serem compostos de pequena massa molecular. O COA
normalmente contempla apenas uma pequena fragao (0,1 - 9%) do COT que pode
ser consumido por estirpes especificas ou misturas definidas de bactérias como
fonte de carbono para o seu desenvolvimento (VAN DER KOOIJ, 1992).

A concentracdo de COA pode ser considerada como uma medida da
estabilidade biolégica da agua para o crescimento de microrganismos heterotroficos,
OuU seja, microrganismos que ndo sdo capazes de produzir seu proprio alimento
(ESCOBAR; RANDAL, 2001). Alguns estudos relacionam o COA diretamente com o

recrescimento microbiano e com a formagdo de biofiilmes nos sistemas de
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distribuicdo da agua de consumo (ESCOBAR et al., 2001; VAN DER KOOIJ, 2002).
Kaplan, Bott e Reasoner (1993) consideraram que uma agua € biologicamente
estavel quando apresenta valores entre 10 e 50 ug de COA L.

A quantificacdo de COA é normalmente realizada utilizando-se bioensaio,
em que bactérias especificas séo cultivadas em uma amostra de agua e
enumeradas ao longo do tempo para determinar a densidade méxima de células. A
concentracdo de COA é entdo calculada a partir da densidade maxima da cultura
dividindo por um fator de rendimento obtido a partir do crescimento do organismo
num substrato definido (acetato e/ou oxalato). De acordo com o método
originalmente proposto por van der Kooij et al. (1982), a estirpe Pseudomonas
fluorescens P-17 (P-17) é o organismo recomendado nesta andlise, devido a sua
versatilidade no uso de uma grande variedade de compostos organicos para
crescimento, incluindo aminoacidos e carboidratos. Porém, este microrganismo néo
metaboliza &cidos carboxilicos e o acido oxélico, um dos compostos frequentemente
produzidos durante o tratamento da dgua com ozonizacao (VAN DER KOOIJ, 1982),
por exemplo. Visto que outros compostos presentes na amostra podem nao ser
consumidos pela P-17, a estirpe Spirillum sp. NOX (NOX), cujo crescimento ocorre
principalmente em presenca de acidos carboxilicos e é capaz de utilizar o oxalato, é
adicionado a amostra de forma a expandir a gama de substratos do teste, a fim de
fornecer uma informacdo mais completa da concentracdo de COA na amostra de
agua (VAN DER KOOIJ; HIINEN, 1984).

De acordo com método descrito em Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 2005), que tem como base a metodologia criada
por Van der Kooij (1988), as amostras de agua sao coletadas em frascos livres de
carbono e suplementadas com tiossulfato de sodio, para inativar o cloro residual que
possa estar presente e inibir o crescimento de bactérias indesejaveis, e
pasteurizadas para inativar a microflora nativa. Apos a pasteurizacdo, as amostras
de agua sao inoculadas a partir de um in6culo estoque (suspensofes individuais de
cada estirpe teste) com 500 UFC mL! da P-17 e NOX e incubadas a 15 °C durante 9
dias. O crescimento microbiano € quantificado nos dias 7, 8 e 9 por plaqueamento
em agar nutritivo. O resultado esta, portanto, relacionado com o crescimento dos
microrganismos teste em solugdes puras de acetato (P-17) ou oxalato (NOX) por
meio de valores de rendimento determinados empiricamente, e o resultado final é

dado como equivalentes de C-acetato. O numero de organismos em fase
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estacionaria é assumido ser 0 maximo que pode ser suportado pelos nutrientes na
amostra, e o rendimento em acetato € assumido ser igual ao rendimento em COA.

Desde que o método para quantificacdo de COA foi publicado, varios
pesquisadores introduziram inovacdes destinadas a acelerar e otimizar o método.
Por exemplo, Kaplan et al. (1993) sugeriram o uso de frascos livres de carbono
disponiveis comercialmente. Lechevallier et al. (1993) propuseram a utilizacdo de
uma densidade de in6culo mais elevada (10* cel mL? vs 500 UFC mL?) e uma
temperatura mais elevada de incubacao (20-22 °C vs 15 °C), a fim de reduzir o
tempo de incubacao de 9 dias no método original para trés ou quatro dias.

De forma a permitir uma quantificacdo de microrganismos mais rapida,
Hammes e Egli (2005) demonstraram o uso de citometria de fluxo como uma
alternativa viavel a técnica de plaqgueamento para a quantificacdo dos
microrganismos. A citometria de fluxo é considerada um método rapido e preciso
para contagem de células individuais em populacbes homogéneas ou heterogéneas,
0 que permite o processamento de um grande numero de amostras com elevada
precisdo. Possibilita também mensuracdes simultaneas de mdltiplos parametros
celulares, tanto estruturais quanto funcionais, sendo geralmente baseadas na
disperséo de luz e fluorescéncia (JEPRAS; CARTER; PEARSON, 1995).

Os experimentos realizados por Hammes e Egli (2005) utilizando a
citometria de fluxo, dizem respeito principalmente a preparacdo de inoculo
proveniente de consoércio natural, em alternativa ao uso de estirpes especificas
como a P-17 e a NOX. Hammes et al. (2007), avaliaram a formacdo de COA
proveniente da matéria organica de fitoplancton apdés ozonizacdo utilizando a
citometria de fluxo em conjunto com um consorcio microbiano natural. Elhadidy et al.
(2016) também utilizaram esta metodologia para avaliar a formacdo de COA e
monitorar a qualidade da agua de um reservatorio de abastecimento, e os autores
obtiveram resultados satisfatorios com a aplicacdo da metodologia.

Hammes e Egli (2005) também demonstram a possibilidade de quantificacédo
de P-17 pela citometria de fluxo, embora a NOX n&o seja contemplada. A
possibilidade de uso da citometria de fluxo para a quantificacdo desses
microrganismos nas amostras tem como principio a reducéo do tempo de analise e
uma quantificagcdo mais precisa e por isso, o interesse em realizar a adaptacao da
metodologia. Mais recentemente, Aggarwal e Jeon (2015) testaram a viabilidade em

se utilizar um contador de particulas em comparacao com a citometria de fluxo para
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a quantificacdo das duas estirpes, P-17 e NOX, porém nao foi obtido sucesso com o
uso do contador de particulas para a enumeracao de células da estirpe NOX, o que
se deve ao seu tamanho relativamente pequeno. O tamanho médio das células de
NOX medido por Aggarwal e Jeon (2015) foi de 0,51 £ 0,03 ym enquanto o tamanho
médio das células de P-17 foi de 0,68 + 0,09 um.

3.3.1 Formacdo de carbono organico assimilavel a partir de algas e

cianobactérias

Quando da ocorréncia de fitoplancton em altas quantidades, o que inclui
algas e cianobactérias, verifica-se a presenca da chamada matéria organica
algogénica (MOA) nas aguas superficiais, encontrada em diferentes formas e
concentracbes. A MOA compreende a matéria organica intracelular (MOI) gerada
pela autdlise das células e constituida por proteinas, acidos nucleicos, lipidios e
pequenas moléculas como matéria organica extracelular (MOE), formada pela
excrecao metabdlica e composta normalmente por polissacarideos (FOGG, 1983).

As cianobactérias e as diatomaceas causam dificuldades no controle do
carbono orgéanico dissolvido devido a liberagdo de MOE e MOI na agua por lise
celular. Além disso, a MOA néo é facilmente degradada, tanto quimicamente quanto
biologicamente, a partir das técnicas convencionas de tratamento de agua (FOGG,
1983).

A existéncia de MOA composta de substancias como o &cido glicdlico,
carboidratos, aminoacidos e fosforo organico pode ser capaz de causar um aumento
na concentracdo de carbono organico assimilavel (COA) nas aguas de
abastecimento. Consequentemente, as algas e a matéria organica extracelular
podem ser precursores de subprodutos de desinfeccdo (DBPs), como o0s
trihalomentanos (HEM; EFRAIMSEN, 2001).

Segundo Hammes et al. (2007), o fitoplancton pode contribuir
substancialmente para a carga de carbono organico quando a agua de superficie é
utilizada como fonte para o tratamento de agua potavel. Os mesmos autores
investigaram a formacdo de carbono organico dissolvido (COD) a partir da
ozonizacdo de uma cultura pura de Scenedesmus vacuolatus em condi¢cdes

laboratoriais definidas e concluiram que a ozonizagdo de algas causou um aumento
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substancial na concentracdo de COD e COA, quase instantaneamente apds a
exposicdo ao ozodnio. Como resultado da exposicdo ao ozodnio, as células algais
encolheram-se, sem se desintegrarem completamente, sugerindo que o COD do
citoplasma da célula saia através da membrana celular comprometida. Foi ainda
ilustrado que a composicdo especifica do COA recém-formado (como concentracéo
de acidos organicos, aldeidos e cetonas) na agua oxidada do lago diferiu na
presenca e auséncia de biomassa de algas adicionais.

Kim, Kim e Qureshi (2011) realizaram um estudo sobre a formacdo de
carbono orgéanico assimilavel (COA) derivado de matéria organica algogénica,
proveniente em especial de cianobactérias, em diferentes corpos hidricos. Os
autores mostraram que mudancgas sazonais na concentracdo de COA na barragem
de Kamafusa, no Japdo, foram dependentes do numero de células. Além disso,
constataram que o COA incluido na MOE néo foi facilmente removido por cloracéo,
diferindo-se do COA incluido na matéria organica intercelular (MOI), liberada das
células de cianobactérias, que foi facilmente removida em condi¢cées onde o cloro
residual foi detectado.

Ramseier (2010) estudou a formagdo de COA em &gua com ceélulas de
cianobactérias durante tratamento oxidativo, e avaliou a formagdo do COA em
relacdo a diferentes oxidantes, como o permanganato, cloro e ozonio. Os autores
observaram que o tratamento de agua contendo cianobactérias com o0zonio e
permanganato produziu uma concentracdo de COA significativamente maior do que
o tratamento de 4gua sem células. Além disso, sugeriram dois mecanismos para
explicar a producdo de COA pela oxidacdo de células: (i) danos da membrana
celular pelo oxidante e posterior lixiviagdo de constituintes celulares facilmente
biodisponiveis; e (ii) oxidacdo de material celular inicialmente ndo assimilavel para
compostos melhor assimilaveis.

Neste contexto, torna-se importante examinar variacdes nas concentracdes
de COA em aguas para abastecimento publico, bem como compreender as

caracteristicas do COA derivado do fitoplancton, como as cianobactérias.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Tratamento e
Potabilizacdo de agua (LTPA) da Universidade Tecnologica Federal do Parana, e
contou com o auxilio do Laboratorio de Virologia do ICC — Fio Cruz Parana e, com o

laboratério de Andlises Ambientais do SENAI Curitiba.

4.2 Cultivo laboratorial de cianobactérias

Uma cepa da cianobactéria Microcystis aeruginosa, produtora de toxina,
cedida pela Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (UNESP - SP), foi cultivada no
Laboratério de Tratamento e Potabilizacdo da Agua — LTPA da UTFPR campus
Curitiba, de forma a possibilitar a realizacdo dos ensaios propostos. Os
microrganismos foram cultivados em meio de cultura ASM-1 e mantidos em
ambiente climatizado a 26 + 1 °C, aeracao constante e sob regime de foto-periodo
de 16/8 (16 horas claro e 8 horas escuro) (Figura 1). Para a realizacdo dos ensaios,
o cultivo foi utilizado em fase de crescimento exponencial, ou seja, fase em que a
reproducdo celular encontra-se extremamente ativa e apresenta maior atividade

metabdlica da célula, que neste caso corresponde a aproximadamente 20 a 23 dias.

Figura 1 - Foto da camara de cultivo de cianobactérias do Laboratorio de
Tratamento e Potabilizacdo de Agua

A

Fonte: O autor (2016).
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4.3 Agua de estudo

De forma a evitar que variacdes na qualidade inicial da agua interferissem na
determinacdo dos resultados ao longo do estudo e mostrar a formacdo de THM
proveniente da matéria organica das células de cianobactérias foi utilizada uma
"dgua sintética", produzida a partir da adicdo de alguns sais inorganicos (MgSQOa,
NaHCOs, KCl e CaS04.2H20) (USA, 2002) e por células de M. aeruginosa, sendo
estas, a unica fonte de carbono presente na agua.

Adotou-se a densidade celular de 250.000 cel mL' e pH proximo a
neutralidade. Para isso, a cada ensaio um volume de aproximadamente 100 mL de
cultivo de M. aeruginosa foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, ressuspendido
em A&gua sintética, agitado em Vortex e encaminhado para determinacdo da
densidade celular. A contagem foi realizada com o auxilio de uma camara de
Neubauer e microscopio Optico. Apds cada contagem, calculou-se o volume de
cultivo necessario para o preparo da agua de estudo e adicionou-se o cultivo e a
agua sintética em balédo volumétrico de 1 litro. Apés o preparo da dgua de estudo, o
pH foi medido para verificar se este estava proximo da neutralidade.

A escolha da densidade teve como base a Portaria n® 2.914 do Ministério da
Saude (BRASIL, 2011), que estipula a densidade de 20.000 cel mL™* como o limiar
para que a frequéncia de monitoramento em um manancial de agua aumente de
mensal para semanal, diante disso optou-se por trabalhar com uma densidade que
fosse acima do limiar estabelecido pela Portaria e que caracterizasse uma floracéo

de cianobactérias.

4.4 Equipamentos

4.4.1 Reator foto-oxidativo

Os experimentos foto-oxidativos UV/H202 foram realizados em um reator de
bancada, construido em vidro encamisado e com volume util de 0,75 L. A radiacdo
UV foi obtida a partir de uma lampada de mercurio policromatica de alta pressao
(125 W) suportada por um tubo de quartzo, o qual permaneceu mergulhado no

liquido amostral, permitindo a irradiacdo do seu interior de forma uniforme. O reator
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apresenta na sua configuragdo parede dupla, permitindo sua associacdo a um
sistema de refrigeracdo, de forma a evitar o sobreaquecimento da lampada e do
liquido. Para que a amostra permanecesse em constante agitacdo durante os
ensaios, o reator foi instalado sobre um agitador magnético (Figura 2). Os ensaios

foram realizados em batelada durante 90 minutos.

Figura 2 - Foto do reator fotoquimico utlizado nos
experimentos de oxidagdo UV/H20>

I~ Lampada uv

Saida refrigeracdo

|Tubo de quartzo

Entrada refrigeracéo

Agitador magnético

Fonte: O autor (2016).

Como medida de seguranca com relacdo a exposicdo do usuario a radiacao
ultravioleta, o sistema foto-oxidativo permaneceu dentro de uma caixa de protecao
construida em madeira, adaptada quanto a instalacdo elétrica, incluindo o reator
conectado a lampada, além de aberturas laterais que permitiram o acesso de cabos
e tubulacdes que foram necessarias. A refrigeracdo do sistema foto-oxidativo foi
realizada por meio de um banho termostatizado com bomba de recirculagéo, o qual

permitiu manter a temperatura no interior do reator a 21 + 1°C (Figura 3).
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Figura 3 - Foto do sistema de refrigeracdo e caixa de protecdo
utilizada para os ensaios de oxidagao UV/H202

Fonte: O autor (2016).

4.5 Procedimento experimental

Para melhor entendimento, a metodologia foi dividida em trés etapas
distintas, porém, vale ressaltar que em determinados momentos da pesquisa estas
ocorreram de forma simultdnea. O procedimento experimental consistiu na
Adaptacdo da Metodologia de determinagéo de carbono orgéanico assimilavel (COA),
no cultivo laboratorial das cianobactérias utilizadas nos testes, bem como no estudo
do processo foto-oxidativo UV/H202 quanto ao comportamento do processo na
formacao de COA na presenca de células de cianobactérias, e a contribuicdo destas
na formacao de subprodutos da desinfeccao (trihalometanos) em amostras de agua.
Na Figura 4 tem-se representado o fluxograma resumido das etapas desenvolvidas
ao longo da pesquisa.
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Figura 4 - Fluxograma do procedimento experimental

PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL

|
Adaptacéo da Cultivo Laboratorial Ensaios Oxidativos
Metodologia de COA de Cianobactérias UV/H20:

Ativacéo das cepas
de P-17 e NOX

Preparo dos indculos
de P-17 E NOX

1 1
Densidade celular| [Concentragdes

H de M. aeruginosa de H202
Teste da interferéncia adotada testadas

do Bissulfito de sédio ~—
na quantificacéo de
COA.
| |I 5 ! '
noculagao e [250.000 cel mL ] [10, 25,50, 75 e 100 mg Lﬂ
quantificacdo de COA

Fonte: O autor (2016).

4.5.1 Adaptacdo da metodologia para quantificacdo de COA

A metodologia utilizada nos ensaios para a determinacédo de COA teve como
base o método descrito em Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (9217-B): “Pseudomodas fluorescens Strain P-17, Spirillum Strain NOX
Method” (9217 A) (APHA, 2005), a qual utiliza as estirpes P-17 e NOX para a
qguantificacdo de COA por meio de contagem em placas, em conjunto com o Método
Eawag descrito por Hammes e Egli (2006), o qual utiliza a Citometria de Fluxo como
método de contagem de células. Ambas as metodologias utilizadas foram adaptadas
as condicbes do presente trabalho. A principal adaptacdo necessaria para a
realizacdo do trabalho esta no fato de que foram utilizadas as estirpes P-17 e NOX
para a quantificagdo de COA assim como no primeiro método citado, porém, o
método de contagem celular foi feito a partir de citometria de fluxo assim como no

segundo meétodo citado, por reduzir o tempo dos ensaios e ser um meétodo de
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contagem mais confiavel e que envolve menos erros em vista da contagem por
plagueamento.

A quantificacdo de COA se baseia na medicdo do crescimento de duas
estirpes bacterianas, Pseudomonas fluorescens P-17 (ATCC 9642) e Spirillum sp.
NOX (ATCC 49643) até a saturagdo de um nutriente que seja essencial para o seu
desenvolvimento. Quando o nutriente que € consumido até a sua saturacdo € o
carbono, o crescimento das estirpes reflete a concentracdo de carbono no meio,
neste caso, as amostras de agua analisadas. O bioensaio quantifica a densidade
celular quando a cultura alcanca a fase estacionaria, ou seja, a concentracao
méaxima obtida numa cultura, sendo a propria amostra o meio de cultura (APHA,
2005).

A densidade celular das estirpes P-17 e NOX foi determinada a partir da
contagem por citometria de fluxo realizada no laboratorio da Fiocruz (Fundagao
Oswaldo Cruz), localizada na Cidade de Curitiba, Parana. O Equipamento utilizado
foi um citbmetro de fluxo da Marca Becton and Dickinson, modelo: FACSCanto I,
laser 488, 405 e 640 nm, e filtros FSC (tamanho celular) e SSC (complexidade
celular) (488/10 e 488/10) (Figura 5).

Figura 5 - Foto do Citbmetro de Fluxo utilizado para contagem celular das
amostras de in6culos puros de P-17 e NOX, bem como das amostras de
agua analisadas apds processo oxidativo

S BpFACsCanto Il F

Fonte: Fiocruz Parana, 2016.
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4.5.1.1 Preparo dos materiais livres de carbono

Toda vidraria e materiais utilizados para a realizacdo dos testes de
determinacdo de COA devem ser livres de carbono. Para isto, os materiais foram
lavados com detergente neutro, enxaguados com agua e em seguida deixados em
banho de &cido cloridrico HCI 0,1 N por 60 minutos e enxaguados trés vezes com
agua ultrapura. Esperou-se secar a temperatura ambiente e toda vidraria foi
envolvida com papel aluminio e colocada na mufla a 550 °C durante 6 horas. Ja os
materiais que ndo poderiam ser colocados na mufla, foram imersos em solugéao de
persulfato de sédio 10% (p/v) a 60 °C por 60 minutos e apos o resfriamento,

enxaguados trés vezes com agua ultrapura.

4.5.2 Ativacao das cepas de Pseudomonas fluorescens (P-17) e Spirillum NOX
(NOX)

As cepas dos microrganismos utilizados para a quantificagcdo de COA foram
adquiridos através da ATCC (American Type Culture Collection) e ativadas no
Laboratério de Microbiologia da UTFPR. A ativacao foi realizada por meio da
inoculacdo em placas primérias tanto da Pesudomonas fluorescens (ATCC49642)
quanto da Spirillum NOX (ATCC49643) em meio &gar nutriente e incubagdo em
estufa bacterioldgica a 25 °C. A cepa P-17 possui um tempo de crescimento de 24 a
48 horas, ja a NOX de aproximadamente 6 (seis) dias em meio solido. Apds o
crescimento dos microrganismos nas placas, estas foram utilizadas para inocular as
cepas de forma independente em tubos com R2 AGAR inclinado, modelo K25-
610129-KASVI, com a seguinte composicédo: 0,5 g L™ de peptona proteose, 0,5 g L
de extrato de levedura, 0,5 g L de digestédo acida de caseina, 0,5 g L de glicose,
0,5 g L't de amido solavel, 0,3 g L'* de piruvato de sédio e 15 g L* de Agar, pH final
a 25 °C igual a 0,2 £ 0,2. Estes foram incubados a 25 °C até o crescimento das
colénias de acordo com cada tempo de crescimento e armazenados na geladeira

para posterior uso.
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4.5.3 Preparo dos inb6culos de P-17 e NOX e determinacdo do estagio

estacionario de crescimento

O preparo dos indculos foi baseado na metodologia descrita no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (9217-B): “Pseudomodas
fluorescens Strain P-17, Spirillum Strain NOX Method” (9217 A) (APHA, 2005).

Foram preparadas suspensfes individuais de cada uma das culturas
utilizadas, P-17 e NOX. Para isso, adicionou-se 2 a 3 mL de agua ultrapura aos
tubos de culturas puras em meio agar R2 inclinado citados na secao anterior. A 4gua
ultrapura foi previamente autoclavada, filtrada com filtro de seringa (poro 0,22 pm).
Posteriormente, os tubos foram agitados para promover a transferéncia das coldnias
de P-17 e NOX do agar para a agua e a partir dessa suspensao, transferiu-se 100
ML de cada cultura para frascos individuais com 50 mL de agua destilada filtrada.
Como fonte de carbono, adicionou-se 125 pL de acetato de sédio (400 mg acetato-C
L1) aos frascos contendo 50 mL de &gua, de forma que a suspensdo apresentasse
concentracdo de 1 mg acetato-C L. As amostras foram incubadas em estufa
bacteriol6gica a 25 °C até que se atingisse o estado estacionario, ou seja, quando a
densidade celular dos microrganismos se torna constante a partir de certo tempo de
incubacéo.

Para determinacdo do estado estacionario de cada cultura (P-17 e NOX)
realizou-se a cinética de crescimento dos microrganismos por 120 horas. Para isso,
foram preparados, em triplicata, frascos com as suspensoes individuais (indculos) de
P-17 e NOX como descrito anteriormente. Destes frascos foram retiradas aliquotas
nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas de incubacédo. Para cada tempo analisado,
foram retiradas aliquotas de 3 (trés) frascos e estes mesmo frascos foram guardados
na geladeira apdés o preparo das amostras. As amostras de cada tempo foram
preservadas em paraformaldeido 1,5% na geladeira até a data da quantificacdo no
citbmetro de fluxo. Apdés a obtengdo da curva de crescimento e do tempo de
incubacao necessario para que o indculo atingisse o0 estagio estacionario, os frascos
dos in6culos correspondentes ao tempo de incubac&o que haviam sido previamente
guardados, permaneceram nha geladeira para serem utilizados nos ensaios
posteriores. De acordo com APHA (2005), os in6culos de P-17 e NOX podem ser

mantidos em geladeira por até 6 (seis) meses a 5 °C.
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4.5.4 Preparo das amostras para quantificacdo de COA

A concentracdo de COA foi determinada em triplicata, a partir de amostras
coletadas no inicio (tempo zero) e no final do processo oxidativo UV/H202. As
amostras foram coletadas em frascos de vidro de 60 mL (50 mL de amostra) livres
de carbono. Em seguida, foram filtradas utilizando filtro de seringa com membrana
de polietersulfona (PES) (poro de 0,22 um, livre de carbono) e pasteurizadas a 70 °C
por 60 minutos para inativar a possivel microbiota presente nas amostras, de acordo
com metodologia utilizada por Hammes e Egli (2005).

Apés a pasteurizacdo e resfriamento das amostras, as mesmas foram
inoculadas com 100 pL de uma suspensao individual das estirpes teste P-17 e NOX,
de modo que a amostra tivesse uma densidade celular de 1 x 10* cel mL?. Para
ISSO, previamente aos ensaios, realizou-se a contagem da densidade celular dos
in6culos de P-17 e NOX preparadas conforme descrito anteriormente. Apds a
inoculacdo, as amostras foram incubadas por 96 horas a temperatura de 25 °C em
estufa bacterioldgica, para que a cultura atingisse o estado estacionario. Apos esse
periodo, uma aliquota de cada amostra foi coletada, transferida para um tubo de
citometria e preservadas em paraformaldeido 1,5%. ApGs o0 preparo, as amostras
foram mantidas na geladeira até a data da leitura no citbmetro de fluxo, ndo
ultrapassando um periodo de 5 (cinco) dias. A sequéncia do procedimento utilizado

para a quantificacdo de COA pode ser observada na Figura 6.



Figura 6 - Fluxograma da sequéncia do procedimento utilizado para a

quantificacdo de COA.
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Fonte: O autor (2017).

A concentracdo de células bacterianas em fase estacionaria esta
relacionada com a concentracdo de COA que foi consumida, por meio de um valor
tedrico de conversdo proposto por Hammes e Egli (2006) em que: 1 ug de COA
equivale a 1 x 107 células, resultando na féormula de conversdo descrita no método
Eawag de Hammes e Egli (2006):

Crescimento celular L -!

AOC (ugC L") =
1x107 (células pgC ')

Através desta equacdo, o numero de células presentes nas amostras foi
convertido em COA, em ugC L.

De acordo com a metodologia utilizada por Hammes et al. (2006),
primeiramente calculou-se a média liquida da densidade celular, ou seja, a diferenca
entre a densidade de célula medida na fase estacionaria e a densidade celular
diretamente apOs a inoculacdo. E a partir disso, converteu-se o valor da média
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liguida da densidade celular em equivalentes de carbono utilizando a equacao

anteriormente citada.

4.5.5 Efeitos de um agente de extingdo do H202 na quantificacdo de COA

Em ensaios de quantificacdo de COA, a presenca de H202 residual (> 0,2
ppm) nas amostras pode inibir o crescimento dos microrganismos e levar a uma
quantificacdo de COA incorreta (BAZRI; BARBEAU; MOHSENI, 2012; BAZRI,
MOHSENI, 2013; SARATHY, 2009). Por esta razéo, torna-se critico remover o H202
residual apds o tratamento oxidativo UV/H202 e anteriormente aos bioensaios. Neste
sentido, faz-se necessario o uso de um agente que interrompa a rea¢do do H20:2 nas
amostras analisadas e consiga extinguir qualquer residual que possa ter ficado nas
amostras. No presente estudo, optou-se por avaliar o efeito do Bissulfito de sodio
(NaHSO3), composto quimico comumente utilizado para neutralizar a agdo do H20:.
Porém, este pode exercer funcdo antimicrobiana no meio onde é adicionado, ou
seja, uma vez adicionado nas amostras de agua oxidada, pode interferir no
crescimento dos microrganismos (P-17 e NOX) utilizados para a quantificacdo de
COA. Diante disso, realizou-se uma avaliacdo da interferéncia do bissulfito de sodio
no crescimento dos microrganismos através do preparo de amostras sem e com a
presenca do reagente, para comprovar se este prejudicaria a quantificacdo de COA
nas amostras analisadas.

Para o teste, um volume de 750 mL de agua de estudo foi oxidada no reator
UV com 100 mg L* de H202 por 90 minutos. Ao final da oxidacéo, a Agua de estudo
foi transferida para frascos (livres de carbono) de 60 mL com 50 mL de amostra.
Parte dos frascos foram suplementados com uma solucdo de bissulfito de sodio
(NaHSO3) em uma proporcdo de 3,06 mg de NaHSOs/mg de H20: para que a
reacao fosse finalizada. Outra parte das amostras foram mantidas sem NaHSOs.
Posteriormente, todas as amostras foram filtradas em filtro de seringa (0,22 um) e
pasteurizadas a 70 °C por 30 min., seguindo a metodologia para quantificacdo de
COA descrita anteriormente (4.5.4). Apo0s o resfriamento, as amostras foram
inoculadas individualmente com 100 pL dos in6culos de P-17 e NOX e incubadas
por 96 horas em estufa bacterioldgica a 25 °C. ApGs atingirem o estado estacionario,
uma aliquota de cada frasco foi preparada para leitura no Citdmetro de Fluxo. Vale
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ressaltar que os frascos ndo foram inoculados com a mesma densidade celular,
podendo assim, haver diferenca na concentracao inicial de células entre os frascos
de P-17 e NOX.

4.6. Estudos oxidativos

Os ensaios de degradacdo fotoquimica foram realizados em batelada (750
mL de amostra) com agua sintética contaminada com células de Microcystis
aeruginosa a uma densidade celular fixada a 250.000 cel mL. Previamente aos
ensaios, foi necessario determinar a curva de decaimento de H20: para se
estabelecer o tempo dos ensaios e assegurar a auséncia de H202 ao final dos
ensaios. A partir do tempo de exposicdo ao UV estabelecido, as amostras foram
coletadas no tempo zero (inicio) e no tempo de 90 minutos (final) de cada batelada
para a determinacdo de carbono organico dissolvido (COD), carbono organico
assimilavel (COA), trihalometanos (THM) e quantidade de células presente nas
amostras. Nos ensaios com peréxido de hidrogénio (30%), o mesmo foi adicionado a
amostra em diferentes dosagens anteriormente ao acionamento da lampada, sendo
as dosagens de 10, 25, 50, 75 e 100 mg L de H20:.

4.6.1. Estimativa da dosagem de H20:2

Para os ensaios foto-oxidativos UV/H202, inicialmente foi adicionada a agua
de estudo células de M. aeruginosa a uma densidade celular de 250.000 cel mL1
onde cinco dosagens de H202 foram testadas (10, 25, 50, 75 e 100 mg L), sendo a
agua entdo encaminhada ao reator fotoquimico. A partir de ensaios de decaimento
de H202 ao longo do processo oxidativo foi determinado o tempo de exposi¢cao
necessario para que houvesse a atuacdo do oxidante na totalidade do volume da
amostra e excluiu a necessidade de se utilizar o bissulfito de sodio para interromper
a reacao do H202 no final dos ensaios. As curvas de decaimento e residual de H202
de cada dosagem testada bem como o tempo de exposicdo ao UV necessario para

degradacédo podem ser observadas na sec¢ao dos resultados.
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4.7 Analises Fisico-Quimicas e métodos analiticos

Para cada uma das etapas do estudo, assim como a agua inicialmente
preparada, foram realizadas analises pertinentes, tais como: residual de H202,
carbono orgéanico dissolvido, carbono orgéanico assimilavel, concentracdo de
trihalometanos, residual de cloro e contagem celular. Medidas de residual H202,
residual de cloro e carbono organico dissolvido foram realizadas nos equipamentos
disponiveis nas dependéncias do Laboratorio de Tratamento e Potabilizacdo de
Agua (LTPA) e do Departamento Académico de Quimica e Biologia (DAQBI). As
andlises de concentragdo de THM foram realizadas no Instituto SENAI de
Tecnologia em Meio Ambiente e Quimica de Curitiba. E de COA, com o auxilio do
Laboratério de Virologia Molecular do ICC Fio Cruz — Parana, em Curitiba.

No Quadro 1 tem-se a indicacdo de forma resumida das diferentes analises

que foram realizadas, equipamentos e laboratérios utilizados.

Quadro 1 - Parametros analiticos avaliados e seus respectivos métodos de analise e equipamentos

ANALISE METODOLOGIA EQUIPAMENTO
Carbono Orgéanico . .
S Anal Th HiperTOC-
Dissolvido APHA (2005) nalisador UTeFrg'; IperToC
(COD)
Carbonp C.)rganlco Adaptada de APHA (2005) e C.ltome.tro de Fluxo - Laboratprlo de
Assimilavel Hammes e Egli (2006) Virologia Molecular do ICC Fiocruz-
(COA) 9 Parana
. Cromatografo Gasoso - Laboratério
Trihalometano (THM) Norma ISO 10301 (1997) Ambiental - SESI SENAI Curitiba.
. ALFAKIT e Espectrofotbmetro UV-
Residual de Cloro DPD 4500C1-G (APHA, 2005) Vis - LTPA UTFPR Curitiba
Residual de Peréxido Criada por Klassen et al. (1994) e UV- Visivel - LTPA UTFPR
adapatada por Bazri (2010) Curitiba.

4.7.1 Determinacao do residual de peroxido de hidrogénio

Todas as dosagens de H20:2 estudadas foram testadas em triplicata, onde a
concentragdo de H202 ao longo dos ensaios foto oxidativos foi medida através da
reacdo com iodeto catalisado por molibdato de aménio, de acordo com metodologia
estabelecida por Klassen et al. (1994) e adapatada por Bazri (2010). Para isto,

previamente a realizacdo dos ensaios, foram preparadas duas solucdes, a solucdo A
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(Hidrogenoftalato de Potassio (KPH) + Agua destilada) e a solugdo B (lodeto de
Potéssio (KI) + Hidroxido de Sédio (NaOH) + Molibdato de Aménio tetrahidratado +
agua destilada), as quais foram posteriormente adicionadas as amostras. Dado o
inicio dos ensaios foto-oxidativos, as amostras foram coletadas do reator
fotoquimico e preparadas para a leitura imediata da absorbéancia (351 nm). Para isto,
adiciou-se as amostras 2,5 mL da solugdo A, 2,5mL da solu¢édo B e 0,5 mL de agua
de estudo (dgua oxidada) diluida com agua destilada em baldo volumétrico de 10
mL. Também foram preparadas as amostras “branco”, composta de 2,5 mL das
solucdes A e B diluidas em dgua destilada em baldo volumétrico de 10 mL.

Para a determinacéo dos valores de residual de H202, utilizou-se o célculo a

seqguir:

[HZOZ] (ppm) = (AbS amostra — AbS branco) x10xD/ (0,7776 X S)

em que D é a diluicdo adicional e S é o volume da amostra (0,5 mL).

4.7.2 Carbono organico dissolvido

As amostras para COD foram coletadas no inicio e final de cada ensaio
UV/H202. Apos a coleta, as amostras foram filtradas em membrana de acetato de
celulose 0,45 um de porosidade e armazenadas em frascos de vidro previamente
tratados e livres de carbono. As amostras foram preservadas com &acido cloridrico
(pH < 2) e mantidas sob refrigeragcéo até a leitura. As leituras foram realizadas no
analisador Thermo HiperTOC da UTFPR Ecoville seguindo o método de combustéo
a 680 °C e deteccao de CO2 (APHA, 2005).

4.7.3 Concentracao de trihalometanos

Para a determinacdo da concentracdo de trihalometanos, as amostras, apés

a coleta, passaram por processo de cloracdo, o que permite a formacao de

subprodutos da desinfeccdo. Para tanto, foi adicionado cloro livre as amostras



42

recolhidas, sendo este suficiente para alcangcar uma concentracao de cloro residual
de 1 £ 0,2 mg L de Clz2 apds 24 horas de tempo de contato a aproximadamente 25
°C. O cloro livre residual foi determinado em laboratorio por meio de kit comercial
(ALFAKIT) “Spectro Kit Cloro DPD Livre” da marca ALFAKIT (c6d. 204), utilizado
para determinacdo de cloro DPD Livre na agua através de leitura em
espectrofotometro (515 nm). O método baseia-se na metodologia do DPD
Colorimétrico 4500-G, onde o cloro livre oxida o DPD (N,N-dietil-p-fenilenediamina)
para formar um complexo réseo de intensidade de cor diretamente proporcional com
a concentracgao de cloro (APHA, 2005).

A metodologia utilizada para determinacdo de THM segue a Norma I1SO
10301 (1997) — Water Quality — Determination of highly volatile halogenated

hydrocarbons — Gas chromatographic methods. Apds a cloracéo, as amostras foram

transferidas para vials de 40 mL, de forma que o frasco ficasse totalmente
preenchido com o liquido amostral evitando a presenca de bolhas (frasco isento de
ar) e preservadas com aproximadamente 100 pL de HCI 1:1 para cada 40 mL de
amostra. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo a uma temperatura de
aproximadamente 5 °C até o momento da leitura.

A quantificacdo dos trihalometanos foi realizada por meio de cromatografia
gasosa em parceria com o Laboratério Ambiental - SESI SENAI de Curitiba. O
Cromatografo Gasoso Agilent com detector de Espectrometria de Massas Triplo
Quadrupolo é composto por coluna cromatografica com fase estacionaria 6%
Cianopropil e 94% Dimetilpolisiloxano de 60 m de comprimento, 0,25 mm de
didametro e 1,4 um de espessura do filme, gases hélio, nitrogénio e sistema
automatico de injecdo CombiPAL. Foram passiveis de quantificacdo a partir da
metodologia implementada no laboratério o0s trihalometanos cloroférmio,

bromodiclorometano, dibromoclorometano e bromoférmio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo serdao apresentados em duas secOes
distintas. Primeiramente, estdo apresentados os resultados referentes a adaptacéo
da metodologia para quantificacdo de carbono organico assimilavel (COA) e

posteriormente os resultados obtidos a partir dos ensaios de oxidagao UV/H20:2.

5.1 Adaptacdo da metodologia para quantificacdo de COA

5.1.1 Método de contagem celular

Esta fase do estudo consistiu na alteracdo do método de contagem celular
dos microrganismos utilizados para a quantificacdo do COA, sendo indicado pelo
Standard Methods (APHA, 2005) como contagem em placa, o qual foi substituido
pelo método de contagem por citometria de fluxo.

No método de contagem em placas, os microrganismos P-17 e NOX sé&o
inoculados simultaneamente em meio sélido e incubados para formarem colénias
visiveis a “olho nu”. As estirpes podem ser identificadas separadamente devido as
diferencas na sua morfologia, tanto em relacdo a coloracao quanto ao tamanho das
colénias, e também por possuirem tempos de crescimento distintos (ROCHA, 2007).
Porém, através das contagens obtidas por citometria de fluxo, observou-se que
quando inoculadas em meio liquido simultaneamente, a diferenciacao celular das
estirpes ndo se torna possivel. Através dos graficos gerados nas contagens, pode-se
visualizar que as duas estirpes ocupam a mesma regiao de leitura (Figura 7), o que
sugere que ambas possuam tamanho e complexidade celular semelhantes, ao ponto
de néo ser possivel a diferenciacdo das populacdes em nivel de citometria. O grafico
Density plote (Figura 7a) representa a densidade celular de ambos os
microrganismos e o grafico Dote plote (Figura 7b) mostra a sobreposicao virtual das

estirpes no grafico.
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Figura 7 - Gréficos obtidos por citometria de fluxo representando a contagem celular
dos microrganismos P-17 e NOX em meio liquido. (a) Density plote; (b) Dote plote

(b)
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P17
P17 + NOX NOX ==
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* O eixo “x” de cada grafico representa o filtro FSC-A que faz referéncia ao tamanho da

célula analisada, e o eixo “y” representa o filtro SSC- A, que mede a complexidade
celular dos microrganismos.

A importancia em se diferenciar as estirpes durante a contagem celular esta
relacionada ao fato da mesma tornar possivel a avaliacdo da quantificacdo de COA
em funcdo de cada microrganismo, podendo-se mensurar quanto de COA em pgC L*
foi proveniente do crescimento celular da P-17 e da NOX. Diante disso, optou-se por
inocular os microrganismos separadamente nas amostras, porém, esta adaptacao
s6 se tornou possivel, uma vez que 0s microrganismos utilizados consomem
compostos diferentes, incluindo aminoacidos e carboidratos (P-17), e acidos
carboxilicos e o &cido oxalico (NOX). Ou seja, o fato de serem inoculados
separadamente néo interfere na quantificacdo de COA, ja que ndo competem pela
mesma fonte de carbono. Sendo assim, a quantificacdo de COA foi feita em funcao
do crescimento celular da P-17 e da NOX separadamente, e posteriormente
realizou-se a somatoria das concentragfes de COA para a obtencdo do valor de
COA total presente nas amostras analisadas.

Apesar da citometria de fluxo n&o possibilitar a diferenciacdo dos
microrganismos, os dados gerados pelo método apresentam maior estabilidade que
os de plagueamento, possivelmente, devido a este Ultimo ser um método mais
propenso a contaminagdo ou alteracdes fisiolégicas das bactérias. Além disso, a
citometria analisa especificamente o crescimento numérico de uma cultura, que € o
principio fundamental do conceito de quantificacdo do COA (ROCHA, 2007). Outro

fator que torna a utilizagdo da citometria de fluxo mais viavel é o fato da mesma
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diminuir o tempo dos ensaios de quantificagcdo se comparado ao plaqueamento,
passando de nove dias para aproximadamente quatro dias de ensaio.

5.1.2 Defini¢c&o do estégio estacionario dos indculos de P-17 e NOX

A partir da realizacdo da cinética de crescimento dos microrganismos P-17 e
NOX, pode-se definir o tempo de incubacdo necessario que cada estirpe leva para
atingir o estagio estacionario. Os dados de crescimento celular obtidos ao longo de
168 horas de incubacao estao representados na Figura 8. O estagio estacionario é
assumido quando a densidade celular dos microrganismos se torna constante a
partir de certo tempo de incubacdo. Através da figura pode-se observar que para
ambas as estirpes, o0 estagio estacionario de crescimento foi atingido entre 72 e 96
horas de incubacéo a 25 °C.

Figura 8 - Curva de crescimento dos microrganismos P-17 e NOX apés
168 horas de incubacao a 25 °C em estufa bacteriolégica
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Diante dos resultados obtidos, assumiu-se que o hiumero de microrganismos
obtidos entre 72 e 96 horas (estagio estacionario) corresponde ao numero maximo

de células que pode ser suportado pela fonte de carbono presente na amostra.
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5.1.3 Avaliagéo da interferéncia do bissulfito no crescimento da P-17 e NOX

A partir da avaliacdo do crescimento dos microrganismos na presenca e
auséncia do bissulfito de sédio (NaHSOs), pode-se observar que este composto
quimico interferiu no crescimento celular dos microrganismos P-17 e NOX. Os
resultados das contagens do crescimento celular das amostras podem ser
observados através da Figura 9. Nota-se que nas amostras inoculadas com a P-17,
o NaHSOs atuou como um agente microbiano e acabou inibindo o crescimento do
microrganismo nas amostras de agua oxidada, ocasionado em uma queda da
densidade celular em relagdo a amostra inicial, porém nas amostras sem o NaHSOs3,
houve um aumento consideravel da densidade celular se comparada com a amostra
inicial. Ja nas amostras inoculadas com a NOX, a presenca do NaHSO3s nao inibiu o
crescimento, mas interferiu no mesmo, resultando em crescimento deficiente se

comparado com as amostras sem o0 NaHSOs.

Figura 9 - Avaliacdo da interferéncia do bissulfito de sodio no
crescimento da P-17 e NOX

350000 4
300000 4
250000 4
200000 4
150000 A

100000 A

Densidade celular (n°cel ml?)

50000 A

P-17 NOX

m amostra inicial ® amostra sem bissulfito m amostra com bissulfito

Na Figura 10 sdo apresentados os graficos de citometria de fluxo (density
plote) referente as medidas de densidade celular nas condigbes avaliadas (amostra
inicial, sem bissulfito de sédio e com bissulfito de sédio). Assim como na Figura 9,
pode-se observar que tanto para a P-17 quanto para a NOX, o NaHSOs interferiu no

crescimento. Nos gréficos a densidade é representada por cores, onde as cores

quentes (vermelho, amarelo e verde) representam as aréas com maior densidade
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populacional e as cores frias (azul claro e azul escuro) as areas com menor

densidade populacional. O eixo “x” de cada gréfico representa o filtro FSC-A que faz
referéncia ao tamanho da célula analisada, e o eixo “y” representa o filtro SSC- A,
gque mede a complexidade celular dos microrganismos. A soma destes dois
parametros é chamada de morfologia celular. No gréfico, o agrupamento de células
formado sugere a existéncia de uma populacdo de organismos com morfologia
celular aproximada, neste caso uma populacdo de P-17 e outra de NOX. Quanto
maior o afastamento da populacdo em relacdo ao agrupamento central, mais

diferente ela é em relagdo a tamanho e complexidade celular.

Figura 10 - Representagdo da densidade celular dos microrganismos na presenca e auséncia do
bissulfito de sddio através do grafico de citometria "density plote"
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Outros autores também relataram a interferéncia de agentes de extingdo de
H202 em ensaios de quantificacdo de COA. Sarathy (2004), ao quantificar COA

presente em aguas de abastecimento publico a partir de um consorcio natural de
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microrganismos, observou que o uso de catalase de figado bovino e do tiossulfato
de sodio apds os ensaios oxidativos UV/H202, também interferem no crescimento
dos microrganismos; enquanto a catalase superestimou a concentracdo de COA
provavelmente por sua naturaza organica, o tiossulfato de sodio causou uma queda
no numero de células em relacdo as amostras controle, assim como o bissulfito de
sédio. Bazri e Mohseni (2013) testaram o0 uso de agéntes organicos, como a
catalase bovina, e também agentes inorganicos como o dioxido de manganés
(MnO3), oxido de ferro (Fe203), 6xido de chumbo (PbO2) e Prata (Ag). Assim como
Sarathy (2004), estes autores observaram que a concentracdo de COA da agua
aumentou como resultado da utilizagdo de catalase apds o processo UV/H20z,
indicando que a utlizacdo desta enzina, mesmo em concentracdo muito baixa (0,2
ppm), em forma livre, interfere na analise de COA. Em relacdo aos agentes
inorganicos avaliados, o MnO2 demonstrou efeito prejudicial sobre o COA quando foi
utilizado para eliminar H202 na 4gua, porém em estudos anteriores, Sarathy (2004),
mostrou que este pode ser um agente apropriado para a remoc¢ao de H202 antes dos
testes de COA, tornando inconclusivo o uso deste composto. O uso de Fe203
resultou em COA mais alto, equanto o PbO2 e Ag também inibiram o crescimento
bacteriano dentro da amostra.

Paralelamente, Bazri e Mohseni (2013) avaliaram o efeito da catalase bovina
imobilizada em granulos de vidro (GV) e em um subastrato polimérico (SP). Para o
GV imobilizado com catalase, o COA da &agua estudada aumentou apés a
eliminacdo de H202. Este aumento foi atribuido a liberagdo da enzima imobilizada
com ligacao fraca a superficie do granulo de vidro. Ja a catalase suportada por SP
mostrou resultados promissores com impacto prejudicial minimo na quantificacéo de
COA das amostras de agua originais. Além disso, observou-se que a eliminagéo de
peréxido de hidrogénio era rapida e eficaz quando se usava SP (10 mg L de H202
reduzido para abaixo de 0,1 mg L' em 20 minutos). Mais tarde, Bari e Mohseni
(2016) aplicaram o uso da catalase bovina imobilizada em substrado polimérico e
também obtiveram resultados satisfatorios em ensaios de quantificacdo de COA
apos tratamento oxidativo UV/H20x.

A partir dos resultdos obtidos no presente estudo e dos trabalhados citados,
pode-se sugerir que a catalase bovina imibilizada pode ser uma alternativa eficaz
para eliminar o H202 para os ensaios de COA, porém deve-se considerar que a
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aplicacdo desta enzima possui custo elevado se comparado a outros compostos,
além de exigir técnicas de aplicacdo morosas.

Diante desta problematica, optou-se por ndo adicionar nenhum composto
quimico utilizado para extingdo do H202, de modo a evitar a inibicdo do crescimento
dos microrganismos. Para tanto, fez-se necessario avaliar o tempo de degradacao
do H202 na presenca do UV para garantir que ao final da oxidacdo, todo o H20:2
havia sido consumido, deixando as amostras livres de qualquer residual de H20:2 e

possibilitando uma quantificacdo de COA mais precisa.

5.2 Estudos Oxidativos

5.2.1 Avaliacdo da degradacdo do perdxido de hidrogénio e estimativa do
tempo de exposicao a radiacdo UV

Através dos ensaios de degradacdo do H202, foi possivel tracar a curva de
decaimento para todas as dosagens de H20:2 estudadas (10, 25, 50, 75 e 100 mg L
1). Como exposto na Figura 11, o tempo de exposicdo ao UV necessario para
degradar o H202 na sua totalidade foi de 30 minutos para as dosagens de H202 mais
baixas (10 e 25 mg L) e variou entre 50 e 90 minutos para as dosagens mais altas
(50, 75 e 100 mg L't H202). Nestes tempos, todas as dosagens apresentaram valores

residuais abaixo de 0,1 mg L1, como pode ser observado na Tabela 1.



Figura 11 - Curva de decaimento do H202 em exposi¢do ao UV
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Tabela 1 - Valores de residual de peroxido de hidrogénio (H202) obtidos apés 90 minutos de
degradacéo para cada dosagem testada

DOSAGENS DE H2O2 AVALIADAS

Tempo de
oxidagdo (min)  1omgLt 25mgL! 50mglL? 75mgL?! 100mgL™?

0 11,17 28,30 52,48 74,95 103,84
11,12 28,17 49,68 75,40 106,34

2,5 8,20 23,77 46,59 69,78 89,22

5 7,09 18,04 40,90 48,05 62,30

75 5,92 13,72 22,36 38,13 41,52

10 4,91 9,99 15,90 25,73 32,65

15 3,01 6,62 8,42 13,70 14,25

20 1,73 4,91 4,95 6,22 5,96

30 1,51 2,91 2,46 1,68 1,37

40 0,73 1,68 1,31 0,69 0,50

50 0,67 1,28 1,21 0,31 0,17

60 0,10 1,23 0,34 0,16 0,15

90 0,00 0,09 0,06 0,07 0,11

Apesar da diferenca entre os tempos de degradacado, optou-se por fixar o

tempo de 90 minutos para todos o0s ensaios foto-oxidativos subsequentes,

independentemente da dosagem do oxidante, para assegurar que a quantificagéo de

COA nao sofresse interferéncia do H20:2 residual.
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5.3. Analises fisico-quimicas
5.3.1 Carbono organico Dissolvido

A matéria organica natural (MON) em &agua pode ser separada em
particulas e fracOes dissolvidas. Do ponto de vista operacional, Danielsson (1982)
define a fracdo da matéria organica que passa atraves de um filtro de 0,45 pm como
carbono orgéanico dissolvido (COD). Sua importancia ambiental deve-se ao fato de
servir como fonte de energia para bactérias e algas, além de complexar metais.
(CETESB, 2009).

A concentracdo de carbono organico dissolvido presente na agua de estudo
foi analisada antes e apds a oxidacdo UV/H202 para cada dosagem de peréxido
testada (10, 25, 50, 75 e 100 mg L?). A partir dos resultados (Figura 12), pode-se
observar que a 4gua de estudo sem tratamento, apresentou uma concentracdo de
COD de aproximadamente 12 mg L%, o que esta relacionado as células de
cianobactérias presentes nas amostras a uma densidade de 250.000 cel mL™, pois

estas representam a Unica fonte de carbono presente nas amostras.

Figura 12 - Concentragdo de COD antes e apds processo oxidativo
UV/H20:2 antes e ap6s 90 minutos de exposicao
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Segundo Quall e Haines (1992), as concentragbes de carbono organico
apresentam valores entre 1 e 10 mg L* em rios, 1 e 50 mg L* em lagos, 8,6 mg L
em aguas residuais. Meybeck (1982) cita que a concentracdo de carbono organico

dissolvido em aguas naturais em rios costuma variar entre 1 e 20 mg L, tendo como
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valor médio 5 mg L1. Se comparada com estes valores, a concentracdo de COD
inicial das amostras contaminadas pela Microcystis aeruginosa € consideravelmente
alta. Pode-se deduzir que nas condicbes de foto-oxidacdo e densidade celular
estudadas, a presenca da M. aeruginosa a uma densidade de 250.000 cells mL?
contribuiria para a formacgdo de aproximadamente 12 mg L de carbono organico
dissolvido na agua, o que caracteriza uma preocupacdo, uma vez que mudaria
consideravelmente a caracteristica da agua natural e, consequentemente, a
eficiéncia do tratamento de agua empregado. Além disso, Namkung e Rittmann
(1987) mostraram que a concentragdo de 0,lmg L' de COD suportou um
crescimento de biofilme oligotréfico capaz de degradar os compostos odoriferos MIB
e geosmina, além de fenol e naftaleno em aguas de abastecimento. Isto sugere que
as concentracdes de COD obtidas no presente estudo foram significativamente altas
no ponto de vista da bioestabilidade da dgua para consumo humano.

Observando os valores obtidos nas amostras de agua ap0s o tratamento
oxidativo UV/H202, nota-se que houve uma reducédo gradual do COD em relacdo as
dosagens de H20: testadas, apresentando 10 mg L* de COD para a dosagem mais
baixa (10 mg L H202) e 4 mg L de COD com a aplicacdo da dosagem mais alta
(100 mg L H202). Na Figura 12 pode-se observar que quanto maior a concentracdo
de H20: utilizada, maior foi a reducdo de COD ao longo dos 90 minutos de
exposicao a radiacdo UV. Esta reducdo gradual na concentracdo de COD sugere
gue quanto maior a concentracdo do agente oxidante, maior € a taxa de reacdo dos
radicais *OH e maior é a capacidade de mineralizacdo dos compostos organicos
biodegradaveis gerados.

Diversos autores mencionam que as concentracoes de H202 aplicadas em
escala comercial no processo UV/H202 ([H202] até 20 mg L?) ndo séo suficientes
para mineralizar a matéria organica natural. Portanto, obter-se-4 uma degradacao
parcial da matéria organica e a geracdo de moléculas organicas de menor peso
molecular (SARATHY; MOHSENI, 2007; SONG et al., 2008; TOOR; MOHSENI,

2007), neste caso, o carbono organico assimilavel.
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5.3.2 Carbono Orgéanico Assimilavel

A formacédo de COA a partir do tratamento da agua de estudo por processo
UV/H202 foi avaliada em funcdo do emprego das cinco dosagens de H20:2
estabelecidas (10, 25, 50, 75 e 100 mg L?). Os resultados de quantificacdo de COA
estdo apresentados na Figura 13.

Figura 13 - Formagédo de COA a partir de processo oxidativo UV/H202 apos 90
minutos e oxidagéo
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Pode observar que a dosagem de 10 mg L (menor dosagem estudada)
apresentou uma concentracdo de COA consideravelmente maior em relagcdo as
outras dosagens, apresentando 166,7 ugC L de COA apds a oxidacdo. Resultado
semelhante foi observado por Bahzri e Mohseni (2016). Ao avaliar a formacgéao de
COA em Aagua naturais apos tratamento com oxidacdo avancada UV/H202, 0s
autores obtiveram um aumento significativo no COA para dosagem de 10 mg L* de
H202 se comparado com concentracdes mais altas de H202. Conforme os autores,
este aumento se deve a oxidacdo parcial e a quebra de moléculas organicas
maiores, em menores, como resultado da reagédo com radicais *OH.

Nota-se que ao aplicar dosagens superiores a 50 mg L, a concentragdo de
COA reduziu significativamente em relacdo as outras dosagens. Esta reducao
sugere que o emprego de dosagens de H202 maiores, promove uma oxidagao mais

completa da matéria organica, e segue uma tendéncia a mineralizacdo dos
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compostos organicos assimilaveis formados, reduzindo assim, a concentracédo final
de COA nas amostras. Porém, o uso de altas concentra¢des de H202 nem sempre &
viavel quando utilizados em escalas reais de tratamento. Por esta razao, processos
de oxidacdo avancada s&o tipicamente seguidos por um processo de filtracdo
biolégica para remover COA através de degradacdo microbiana (HAMMES et al.,
2006; VAN DER KOOLJ et al., 1989).

Analisando os resultados pela o6tica da estabilidade biolégica da agua, e
considerando que para uma agua ser biologicamente estavel, esta deve apresentar
concentracdes de COA de até 50 ugC L, pode-se dizer que apenas a aplicacdo das
dosagens de 50, 75 e 100 mg L' foram capazes de produzir uma &gua
biologicamente estavel, apresentando valores aproximados de 43, 11 e 7 ugC L1 de

COA, respectivamente (Figura 14).

Figura 14 - Demonstracdo do nivel de Estabilidade Bioldégica comparado
as concentracdes de COA obtidas em cada dosagem de H20: estudada
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A preocupacdo com a presenca de compostos organicos assimilaveis na
agua estd ligada ao fato destes suportarem o crescimento de bactérias
heterotréficas e que estdo associados ao recrescimento de microrganismos e a
formacdo de biofilmes em sistemas de distribuicdo de 4gua. Uma abordagem de
tratamento sustentavel €, portanto, limitar a quantidade de COA na agua potavel,
limitando assim o recrescimento de microrganismos e a formacéo de biofilmes em
sistemas de armazenamento e distribuicdo (VAN DER KOOIJ et al., 1999). Por esta

razao, processos de oxidagcdo avancada sao tipicamente seguidos por um processo
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de filtragcdo biologica para remover COA através de degradacdo microbiana
(HAMMES et al., 2006; VAN DER KOOIJ et al., 1989).

Relacionando os dados de COA com os dados de COD, observa-se que em
relacdo a concentracdo inicial (Agua sem tratamento), estes apresentaram uma
tendéncia inversa. Enquanto a concentracdo de COD diminuiu, a formagéo de COA

aumentou apoés a oxidagdo UV/H20:2 (Figura 15).

Figura 15 - Relagdo da formag¢édo de COA e COD durante processo oxidativo UV/H202 apos 90
minutos de oxidag&o
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Esta relacdo sugere que ao longo do processo, boa parte do COD inicial
presente nas amostras foi convertida em compostos organicos mais simples (COA)
como resultado da oxidacao e da reagdo com radicais *OH, ocasionando assim, um
aumento na concentragdo COA presente nas amostras (Figura 15). Conforme
Westphalen, Corcao e Benetti (2016), o carbono orgéanico assimilavel (COA) mede a
fracdo do COD que é biodegradavel e rapidamente assimilada por microrganismos.
Segundo Escobar e Randall (2001), o COA representa entre 0,1 e 9,0% do COD de
agua para consumo humano.

Ao analisar os dados de COA e COD para as diferentes dosagens de H20:2
aplicadas, pode-se sugerir que entre as dosagens de 10 e 50 mg L' de H202,
ocorreu uma maior tendéncia as reagdes entre os radicais *OH e o COA, uma vez
que se verifica maior reducdo dessa fracdo em comparagdo ao COD. Para as
dosagens superiores, 75 e 100 mg L%, sugere-se a ocorréncia de reacdes

simultdneas dos radicais *OH com o COA e o COD, em que um menor residual de
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COA é quantificado, devido a presenca de H202 excedente no meio, 0 que permite a
transformacdo da molécula de COD em COA e sua imediata mineralizacdo. Dessa

forma, menores sdo os valores de COD e COA nas amostras simultaneamente.

5.3.3 Formacao de trihalometanos a partir do processo oxidativo UV/H20:2

A concentracdo de trihalometanos foi avaliada antes e ap0s 0 processo
oxidativo UV/H20: referente a cada dosagem de peroxido testada (10, 25, 50, 75 e
100 mg L71). A partir dos resultados, pode-se observar que para todas as dosagens
testadas houve uma reducéo significativa da concentracdo de THM formada (Figura
16).

Figura 16 - Concentracdo de THM totais antes e apds 90 minutos de
oxidacdo UV/H202
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A concentracdo de THM inicial das amostras apresentou uma queda
consideravel, decaindo de valores em torno de 31 pg L para uma concentracédo de
aproximadamente de 7 pug L para todas as dosagens testadas (Figura 16). Esta
gueda representou uma reducéo na formacao de THM que variou entre 69,2% de
reducdo para a dosagem de 75 mg L e 77,8% de reducgdo para a dosagem de 10

mg L.



57

Resultados similares foram descritos por Liu et al. (2002), Thomson et al.
(2004a), Wang et al. (2006) e Toor e Mohseni (2007), em que, durante estudos de
oxidacdo de matéria organica natural, observaram uma significativa reducdo na
formacdo de THMs sob condi¢cdes fortes de oxidacdo, ou seja, utilizando-se
concentracdes de H202 acima de 20 mg L e longos periodos de exposicdo ao UV
(superiores a 20 minutos), assim como no presente estudo.

Ao analisar a concentracdo inicial de THM total (agua de estudo sem
tratamento), pode-se depreender que nas condicdes de densidade celular de
cianobactérias estudada (250.000 cels mL?), a contribuicdo das células de M.
aeruginosa foi de 31 pg L' de THM totais apés cloracdo das amostras. Levando-se
em conta que a Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011)
estabelece um valor de 100 pug Lt de THM em aguas destinadas a abastecimento
publico e que existe uma infinidade de compostos organicos que podem ser
precursores de THM em aguas naturais, a contribuicdo de 31 ug L' de THM’s a uma
densidade de 250.000 cels mL! torna-se significativa, ja que é proveniente de uma
Unica fonte de carbono, as células de M. aeruginosa.

Além da concentracdo de THM total, avaliou-se também a concentracdo em
funcdo dos diferentes compostos que compdem o grupo de trihalometanos
analisados. A partir da cloracdo das amostras, houve a formacédo de quatro
diferentes compostos: cloroformio, bromodiclorometano, dibromoclorometano e
bromoférmio. Através da Figura 17, pode-se observar que nas amostras iniciais
(agua sem tratamento), a concentracdo de THM foi predominantemente em funcéo
da formacdo do cloroférmio e do bromodiclorometado. As primeiras observacfes
publicadas a respeito da possibilidade das algas serem precursoras de THM foram
reportadas por Morris e Baum (1978), e assim como no presente estudo, os autores
demonstraram que a cloracdo de matéria organica proveniente das algas pode

produzir cloroférmio.
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Figura 17 - Concentracdo de THM em funcdo de cada composto que
compde o grupo antes e apos 90 minutos de exposi¢céo
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Grande parte do cloroférmio e do bromodiclorometano, predominantes na
agua de estudo, apresentaram uma formacéo reduzida apdés o processo oxidativo
UV/H202, se comparada ao bromoférmio, que praticamente ndo apresentou reducao
apos o tratamento. Pode-se observar também, que a concentracdo mais elevada de
THM apresentada na dosagem de 75 mg L* H202, foi em funcdo da concentracdo de
cloroférmio que, se comparada com as demais dosagens, foge da tendéncia e
apresenta uma reducdo menor ap0s a oxidacado, diferente do que ocorre com as
outras dosagens de H202. Porém, sugere-se que possivelmente, esta diferenca nao
seria significativa se analisada estatisticamente.

Analisando cada um destes compostos separadamente, fica evidente que a
relevancia no monitoramento de THM em aguas de abastecimento publico se da
pelo potencial toxico destas moléculas. De acordo com documentos elaborados pela
WHO (2008), o cloroférmio foi classificado no Grupo 2B pela Agéncia Internacional
de Pesquisas em Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC),
sendo considerado como possivelmente cancerigeno para 0s seres humanos,
principalmente em funcdo de evidéncias suficientes de carcinogenicidade em
animais experimentais.

O bromoférmio, embora seja classificado no Grupo 3 pela IARC (n&o
classificavel quanto a sua carcinogenicidade para seres humanos), pode colaborar
no aumento de tumores relativamente raros no intestino grosso de ratos. Estudos

envolvendo dibromoclorometano sugerem a indug¢édo de tumores hepéticos em ratos
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fémeas e em filhotes machos, mas ndo em ratos adultos. A genotoxicidade do
dibromoclorometano foi também estudada em vérios ensaios, mas os dados
disponiveis sdo considerados inconclusivos. Assim, este THM também é classificado
no Grupo 3 pela IARC. O bromodiclorometano é classificado no Grupo 2B pela IARC
(possivelmente cancerigeno para os seres humanos), em funcdo de resultados
positivos e negativos em ensaios de genotoxicidade in vitro e in vivo. Segundo o
IARC, a exposicdo a bromodiclorometano tem sido associada a um possivel
aumento do risco de aborto espontaneo e ocorréncia de natimortos (WHO, 2008).

O risco de contaminacdo por THM n&o envolve apenas a ingestdo de agua
contendo esses subprodutos, mas também a inalacdo e o contato pela pele,
principalmente em usuarios de piscinas, conforme estudos desenvolvidos por Amjad
et al. (2013), Chowdhury (2014) e Maia et al. (2014).

Relacionando-se a formagdo de THM com a concentragédo de COD a partir
do processo oxidativo, pode-se observar que ambos sofreram reducdo apds a

oxidacao (Figura 18).

Figura 18 - Formagao de THM relacionada com a concentracdo de THM’s
Totais apds processo oxidativo UV/H202, de acordo com cada de oxidante
testada
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Através dos resultados, pode-se notar que para todas as dosagens de H202,
a concentracdo de ambos foi reduzida apds o processo oxidativo UV/H202. Porém,
como apresentado na Figura 18, ao contrario do COD, a partir da dosagem de 10
mg L de H202, a formacdo de THM se manteve praticamente constante, enquanto
gue o COD continuou reduzindo conforme a dosagem de H202 foi aumentada. Pode-
se observar que ha uma tendéncia muito sutil entre a presenca de COD e formacéo
de THM, sugerindo-se que ao mesmo tempo em que a concentracdo de COD reduz,
a formacdo de THM também diminui. Considerando que a formacdo de THM é
proveniente da reacdo do cloro com a matéria organica presente na agua, pode-se
dizer que independente da dosagem de H20:2 aplicada no processo, a quantidade de
matéria organica disponivel (ndo degradada) foi similar em todos os ensaios,
resultando em concentracées de THM muito proximas.

J4& em relacdo a formacdo de COA, observou-se que, enquanto a
concentracdo de COA aumentou significativamente apds a aplicacdo da dosagem de
10 mg L™ e foi reduzindo gradualmente com o aumento da dosagem, a concentracéo
de THM diminuiu com a aplicacédo de 10 mg L de H202 e manteve-se constante

mesmo com 0 aumento da concentragao do oxidante (Figura 19).

Figura 19 - Formacdo de COA relacionada com a concentracdo de THM's Totais
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10 A - 180
—_ )

w09 I 160
=) (]
= g o
= P 140 2
& 74 3
5 120 5
w6 A ‘o
s - 100 ©
E s @
2 ° ® 3
E w0 2
g 31 &
IR © Lao 2
] ot
= —
8 14 L 20

© o
0 . 0
10 25 50 75 100

Dosagem de H202 (mgL-1)

s THM ==@=COA



61

Esta comparacdo pode sugerir que em termos de formagdo de THM, a
aplicacdo da dosagem de 10 mg L* j& seria suficiente para reduzir a formagéo
destes compostos. Entretanto, do ponto de vista da formacdo de COA, esta mesma
dosagem seria insuficiente, pois neste caso resultou em uma formacao significativa
de COA nas amostras, provavelmente por conta da oxidagdo parcial da matéria
organica proveniente das células de M. aeruginosa. A queda na formacéo de COA a
partir da dosagem de 10 mg L' pode ter ocorrido em funcdo da presenca de
oxidante suficiente na &agua, o que promoveu a mineralizacdo de parte dos
compostos.

Estes resultados, ao contrario do esperado, mostraram que dentro das
condi¢cdes de H202 e tempo de exposicdo ao UV, a formacdo de COA nédo teve
relacdo direta com a formacédo de THM. Esta auséncia de relacéo entre as analises
pode sugerir que 0s compostos organicos assimilaveis, por serem de baixo peso
molecular, ndo reagem com o cloro da mesma forma que outros compostos
organicos e, portanto, ndo contribuem para a formacdo de THM, como o esperado

incialmente.
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6. CONCLUSOES

Do ponto de vista da eficiéncia do processo UV/H202 na remocao de matéria

organica proveniente de células de cianobactérias e (ou) precursores de DBP’s, a

aplicacao deste processo oxidativo avancado se mostrou uma alternativa factivel no

tratamento de aguas contaminadas pela M. aeruginosa.

Além disso, pode-se concluir que:
A metodologia de COA adaptada no presente trabalho se mostrou uma
alternativa viavel a quantificacdo de COA por plagueamento. Através da
citometria foi possivel reduzir o tempo dos bioensaios significativamente e
obter dados precisos em relacdo a contagem celular dos microrganismos
utilizados.
A aplicacéo de processo UV/H202 no tratamento de adguas contaminadas por
cianobactérias de fato contribui para a formacéo de COA.
A formacdo de COA nao foi proporcional a formacdo de THM, como era
esperado. Observou-se que enquanto a concentracdo de COA aumentou
apos a oxidacdo, o inverso ocorreu com a concentracdo de THM, o qual
apresentou uma reducao significativa apés a oxidacgao.

A concentragdo de COD obtida mostrou uma tendéncia similar a formagéo de
THM, pois a concentragcdo de ambos foi reduzida ao longo do processo
oxidativo.

Os de COD e COA também ndo se mostraram proporcionais. Enquanto a
concentracdo de COD diminuiu, a de COA aumentou apos a oxidacao. Isso
sugere que ao longo do processo, boa parte do COD inicial presente nas
amostras foi convertido em compostos organicos mais simples, como o COA,
gque possuem moléculas menores, ocasionando assim, um aumento na

concentracdo COA presente nas amostras.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos e dos parametros avaliados neste estudo,

pode-se sugerir a realizacdo de estudos complementares, de forma a possibilitar

uma avaliacdo mais clara sobre formacdo de COA em agua, e também esclarecer

alguns pontos que ndo ficaram claros através dos resultados obtidos nesta pesquisa.

Diante disso:

Sugere-se testar dosagens de H202 mais baixas, inferiores a 10 mg L%, e
também densidades celulares de cianobactérias superiores a 250.000 cels
mL-1, a fim de possibilitar uma avaliacdo mais clara sobre a contribuicdo da M.
aeruginosa na formacédo de COA em agua.

Em funcdo da necessidade de eliminar qualquer residual de H20:2 nas
amostras, trabalhou-se com tempos de exposi¢cdo ao UV muito longos, o que
nao seria adequado em sistemas em escala real. Portanto, sugere-se avaliar
a utilizacdo de um agente de extincdo de H202 que né&o interfira na
guantificacdo de COA, como a catalase bovina imobilizada, a fim de comparar
os resultados de quantificacdo de COA em funcdo do longo tempo de
irradiagao das amostras.

Sugere-se testar tempos de exposicao ao UV diferentes, para se avaliar se ha
variaveis em funcéo deste parametro.

E por fim, sugere-se também, realizar uma avaliagdo da formacédo de COA,
THM e COD ao longo do processo oxidativo, através da coleta de amostras
em tempos variados durante a realizagdo do processo UV/H202, e néo
somente no inicio e fim, como foi avaliado no presente estudo, o que podera
ser realizado a partir da escolha de um agente que permita a extingdo do
oxidante sem comprometer a viabilidade da analise de COA.
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