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RESUMO

Este trabalho objetivou adaptar um método de controle de larvas do mexilhdo dourado
(Limnoperna fortunei) com a utilizacdo de radiacdo ultravioleta e verificar seu efeito sobre
cianobactérias e cianotoxinas presentes na agua. Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), conhecido
vulgarmente como mexilhdo dourado € proveniente do sudeste asitico. Foi, provavelmente,
introduzido nos nossos mananciais, ndo intencionalmente, através da agua de lastro, com o0s
primeiros registros na América do Sul, em 1991, no Rio da Prata, nas proximidades de Buenos Aires,
Argentina. No Brasil foi visto pela primeira vez na area do Delta do Jacui, em frente ao porto de
Porto Alegre, RS, no ano de 1998. Além de ameagar a biodiversidade de ecossistemas, vem
provocando a obstrucdo das tubulacdes e trocadores de calor junto as estacdes de tratamento de agua
e industrias que utilizam agua bruta para resfriamento. As estacbes de tratamento, além de
enfrentarem problemas com o entupimento pelo mexilhdo, defrontam-se também com as floracGes de
cianobactérias. As floragdes, conhecidas também como blooms, sdo eventos de multiplicacdo e
acumulacao de microalgas ou cianobactérias nos corpos hidricos, que podem durar de algumas horas
ao longo do dia a meses. As cianobactérias podem liberar cianotoxinas que estdo presentes
principalmente no interior das células, e séo liberadas na lise celular, que ocorre principalmente por
senescéncia natural. Os experimentos foram realizados em uma unidade piloto, onde concentragdes
conhecidas de larvas do mexilhdo dourado foram submetidas a doses de radiacdo ultravioleta, na
faixa de 200 a 800 mWs/cm?. As amostras de agua bruta utilizadas nos testes foram avaliadas por
meio de métodos analiticos adequados (APHA, 2005). Foram determinados os parametros de
temperatura (°C), pH, turbidez (NTU), dureza (mgCaCOs3/L) e solidos suspensos (mg/L), os quais
poderiam influenciar nas condicdes dos testes.

As mesmas condicbes testadas para o mexilhdo foram utilizadas nos experimentos com
cianobacterias. As larvas de mexilh&o dourado e a agua bruta utilizada no experimento foram obtidos
no delta do Jacui, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. A cianobactéria Microcystis aeruginosa,
produtora de microcistina, foi cultivada em laboratério. A mortalidade instantanea das larvas
aproximou-se dos 100% nas condigdes do teste com a dosagem de 781mWSs/cm?, com DLso de 324
mWs/cm?. Na 4gua residual dos experimentos de exposico & radiacdo UV, foram realizados ensaios
ecotoxicologicos crénicos com Pimephales promelas, Ceriodaphnia dubia e Selenastrum
capricornutum, a fim de detectar a presenca de subprodutos que poderiam gerar toxicidade aos
organismos de diferentes niveis troficos. Os resultados desta avaliagdo ecotoxicolégica néo

demonstraram toxicidade residual. Os dados obtidos demonstraram-se satisfatérios no controle das



larvas de mexilhdo, entretanto ndo promoveram a lise das células de M. aeruginosa e a consequente

liberacdo de microcistinas nas condicdes testadas.

Palavras-chave: radiacdo UV, controle de larvas, cianobactérias, dosagem



ABSTRACT

L. fortunei (Dunker, 1857), commonly known as golden mussel comes from Southeast Asia.
It might have been unintentionally introduced in our water sources through ballast water, with the
first records in 1991, in Rio de la Plata, near Buenos Aires, Argentina, South America. In Brazil it
was first seen in 1998, in Jacui Delta, opposite Porto Alegre’s harbor. Besides threatening the
biodiversity of ecosystems, this mussel has caused the obstruction of pipes and heat exchangers
along the water treatment plants and industries that use raw water for cooling. Treatment plants
facing problems with the clogging of mussels also have to contend with the cyanobacterial blooms.
The blooms are events of multiplication and accumulation of algae or cyanobacteria in water bodies
that can last from a few hours to days or months. The cyanobacteria may release cyanotoxins present
mainly in cells and are released upon cell lysis, which occurs primarily by natural senescence. Thus,
the aim of study is to adapt a control method of golden mussel larvae (L. fortunei) using ultraviolet
radiation and verify its effect on cyanobacteria and cyanotoxins in the water. The experiments were
performed in a pilot unit, where known concentrations of mussel larvae were subjected to doses of
ultraviolet radiation ranging from 200 to 800 mWs/cm?, and the quality of water used, evaluated. The
same conditions tested for the mussels were used in experiments with cyanobacteria. Mussel larvae
and raw water used in the experiments were obtained from the Jacui Delta, Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brazil. The cyanobacteria Microcystis aeruginosa, witch produces microcystin, was grown in
culture in our laboratory. The instantaneous mortality of larvae was approximately 100% with
781mWs/cm? in test conditions, with LD50 of 324 mWs/cm?. Ecotoxicological tests were performed
with Pimephales promelas, Ceriodaphnia dubia, and Selenastrum capricornutum, to detect the
presence of byproducts that could cause toxicity to organisms of different trophic levels in the
residual water. The results of ecotoxicological evaluation showed no residual toxicity. The data
showed to be satisfactory in larvae control, but did not cause lysis in cells of M. aeruginosa and the

consequent release of microcystins in the water.

Keywords: UV radiation, control of larvae, cyanobacteria, dose.



APRESENTACAO

A presente tese de doutorado foi produzida no formato de artigos. Estd composta por
uma parte introdutoria, que inclui o objetivo geral, os objetivos especificos e a revisao
bibliogréafica, seguida pelos artigos (Artigo | e Artigos 11 manuscritos) e pelas consideragdes

finais.

Os seguintes artigos compdem a presente tese de doutorado:

ARTIGO |I.

Desenvolvimento de metodologia para controle de larvas do Mexilhdo Dourado
Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) com uso de Radiagdo Ultravioleta. Serd submetido ao

Environmental Science &Technology.

ARTIGO II.

Controle das larvas de Limnoperna fortunei através da radiacdo ultravioleta e seus
efeitos sobre a liberacdo e remocdo de microscistinas (Microcystis aeruginosa). Sera

submetido a Revista de Engenharia Sanitaria e Ambiental.
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1. INTRODUCAO GERAL

A degradacdo da qualidade da &gua e a invasdo de espécies nos mananciais hidricos
como lagos e reservatorios predominantemente utilizados para abastecimento publico,
irrigacdo e recreacdo é um fato bastante preocupante. O processo de eutrofizacdo nesses
ecossistemas favorecido pelo enriquecimento de nutrientes, especialmente fosforo e
nitrogénio, muitas vezes vem acompanhado de floracGes de algas toxicas. As espécies
invasoras e as cianobactérias, produtoras de cianotoxinas, podem acarretar problemas a salde
de humanos e animais, além da elevacdo nos custos do tratamento de aguas destinadas ao
abastecimento, devido a necessidade de remocdo de aglomerados, material particulado,

toxinas, gosto e odores indesejaveis.

1.2 As bioinvasdes no globo terrestre

Sdo multiplas e crescentes as atividades humanas que estdo na origem de profundas
alteracOes nos sistemas ecoldgicos. Traduzem-se, por exemplo, pela perda e fragmentacdo dos
habitat naturais, alteracGes dos ciclos minerais, poluicdo do solo, do ar e da agua, alteracdes
climaticas e invasao por espécies exdticas (KOLAR;LODGE, 2001). Segundo TUNDISI et al.
(2003) os impactos das alteracfes dos ecossistemas aquaticos sobre a biodiversidade aquéatica
podem ser assim sintetizados: introducdo de espécies exoticas, especialmente espécies
predadoras; remocao de vegetacdo ciliar de rios tributarios de lagos ou represas, remocdo de
areas alagadas; eutrofizacdo excessiva; uso excessivo de equipamentos de recreacdo;
construcdo em areas alagadas; aumento da navegacdo e transporte; aumento da toxicidade
aquatica; poluicdo e contaminagdo; construcdo de represas; aumento do material em
suspensdo na agua; alteracdo do nivel da agua e interferéncia no regime hidroldgico.

As companhias de comércio operam globalmente (WALKER, 2005), contribuindo
para a eliminacdo ou reducdo das barreiras naturais que sempre separaram e mantiveram a
integridade dos ecossistemas (SILVA et al., 2004). Calcula-se que cerca de 10 bilhdes de
toneladas de agua de lastro sdo transferidas anualmente e cerca de 3.000 especies de plantas e
animais sejam transportadas por dia em todo o mundo (CARLTON; GELLER, 1993) o que
explicaria a invasdo exponencial e sem precedentes de espécies exoticas ao redor do globo
terrestre (TAVARES; MENDONCGCA, 2004). Dentre estas espécies veiculadas nem todas terdo
éxito na colonizacdo de novas areas e somente algumas, tornam-se pragas efetivamente. Isto

depende da capacidade inerente (provavelmente genética) de cada espécie em ser
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potencialmente invasora e resistente as condi¢des encontradas nos tanques da &gua de lastro
(DARRIGRAN, 2002).

Entre todas estas alteracdes, a invasdo de um habitat por uma espécie exotica, que
conduz, freqlientemente, a ocupacdo e dominio do novo territorio, é das situacbes mais
dificeis de controlar e restaurar. O problema coloca-se quando as espécies exoticas se tornam
invasoras, ameacgando a sobrevivéncia das espécies nativas. As espécies invasoras sdo pois
aquelas que tém a capacidade de competir e, freqlentemente, substituir outras espécies nos
seus “habitats” naturais, adaptando-se aos novos ambientes, distribuindo-se rapidamente para
além dos locais onde foram introduzidas e passando a interferir no desenvolvimento natural
das comunidades invadidas (MOONEY; DRAKE, 1986; LODGE, 1993).

As espécies exoticas sdo consideradas invasoras quando adaptam-se as condigdes
climaticas regionais e multiplicam-se rapidamente no ambiente, provocando, através de
maneiras diferentes (predacdo, competicdo, etc.), a eliminacdo de espécies nativas. O efeito
negativo das espécies exoticas invasoras sobre as espécies nativas ocorre pelo fato de
possuirem atributos fisicos e comportamentais que as tornam mais competitivas, como, alta
capacidade reprodutiva, crescimento acelerado e rapida maturidade sexual, entre outros
(MORTON, 1996). A invasao bioldgica é considerada hoje, pela comunidade cientifica, como
um elemento importante nas mudangas globais e uma ameaca a biodiversidade
(DARRIGRAN, 2002). Além disso, pode acarretar perdas econdmicas e prejuizos a salde
humana (MANSUR et al., 2004).

Uma vez instaladas no novo ambiente, as espécies potencialmente invasoras podem
causar: impactos complexos e incalculaveis em diferentes compartimentos do ecossistema,
alterando a integridade das comunidades naturais; problemas sanitarios imprevisiveis; e, nos
sistemas construidos pelo homem, prejuizos econémicos que ultrapassam a casa dos bilhdes
de ddlares americanos (MACKIE; CLAUDI, 2010).

1.3 Mexilhdo dourado

O mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) € uma espécie invasora de
origem asiatica. Foi introduzido em ecossistemas aquaticos continentais do sul da América do
Sul, no inicio da década de 1990. Em fins de 1998 e inicio de 1999, sua presenca foi
constatada, pela primeira vez, nas aguas do Lago Guaiba, Porto Alegre, Rio Grande do Sul
(MANSUR et al. 1999).

Acredita-se que o mexilhdo dourado tenha sido introduzido no Rio Grande do Sul,
acidentalmente através de uma contaminacgdo secundéria por navios argentinos (MANSUR et
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al., 2003). Através de seu crescimento descontrolado, sua alta capacidade reprodutiva
(MORTON, 1996), pela falta de predadores eficazes (DARRIGRAN; PASTORINO, 2003) e
incrustando-se nos cascos de embarcacfes (DARRIGRAN et al., 2006), vem se multiplicando
e dispersando-se pelo Estado através das bacias hidrograficas (MANSUR et al., 2004).

Limnoperna fortunei é encontrada nos ambientes de 4gua doce que variam do Iéntico
ao lotico até dguas muito rapidas como no interior de encanamentos ou adutoras (MORTON,
1973). Segundo este mesmo autor (op. cit.), nos ambientes mais calmos os fios de bisso séo
mais fracos e em pequeno numero. Assim o animal pode facilmente descolar-se do substrato e
procurar por um local melhor. Nas aguas correntes, ele dispende mais energia construindo um
forte aparelho bissal, formando um aglomerado fortemente aderido ao substrato
(DARRIGRAN, 2002). Os espacos existentes entre os individuos maiores sdo preenchidos
por individuos de tamanhos medianos e as frestas restantes pelos menores. O aglomerado
torna-se assim, uma estrutura muito compacta. Os individuos cujas terminacfes lisas e
afiladas atapetam a superficial externa do aglomerado, dificilmente podem ser removidos ou
capturados pelos predadores (SANTOS et al., 2008).

Estudos sobre o comportamento do mexilhdo dourado foram desenvolvidos por
URYU et al. (1996). Estes autores descobriram que os individuos com comprimentos entre 5
a 12mm apresentam grande mobilidade, podendo secretar e descolar o bisso na busca por um
local ideal. O tigmotactismo (sensibilidade ao toque) foi também observado pelos autores (op.
cit.) e descrito como altamente positivo para 0 assentamento em rachaduras ou frestas ou
junto aos individuos maiores. A medida que crescem perdem a mobilidade e acima de
aproximadamente 28mm de comprimento ndo podem mais se mover sobre o substrato.

Dentro dos sistemas fechados, como estacBes de tratamento de agua e unidades
hidroelétricas, o mexilhdo dourado vem causando diversos problemas destacando-se:
entupimento nas tubulacdes, nos filtros, nas bombas captadoras de agua e nos trocadores de
calor. Com isso, torna-se necessaria a desativacdo das turbinas, temporariamente, para a
remocdo do molusco e a manutencdo de maquinarios, transformando-se em prejuizo
financeiros (DARRIGRAN et al., 2000). Limnoperna fortunei ndo esta causando apenas
impactos econdmicos no Brasil, mas também modificando a composicéo da fauna bentonica e
deslocando espécies nativas de moluscos. Por outro lado, vem integrando total ou
parcialmente a dieta de algumas espécies, tornando-se o principal item alimentar de peixes
nativos (DARRIGRAN, 2002). Atualmente, existem varios métodos de controle e remogéo

das incrustagdes, conhecidas como “macrofouling”. Nenhum método utilizado tem sido
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definitivo, havendo a necessidade de se pesquisar alternativas mais eficientes. Existem varias
tentativas para o controle bioldgico, quimico e fisico, com suas limitacbes préprias, ndo

podendo ser considerados como totalmente eficazes (OTAKI et al., 2000).
1.4 Controle populacional do mexilhdo dourado e outros moluscos limnicos.

Diversos métodos fisicos e quimicos de controle populacional foram testados e
desenvolvidos com eficiéncia para outras espécies de moluscos. Os métodos quimicos sdo de
uso comum, mas quando utilizados indiscriminada ou diretamente no ambiente, podem causar
impactos ambientais consideraveis, afetando outras espécies. As substancias quimicas
utilizadas apresentam caracteristicas de toxicidade tanto para a espécie praga quanto para
espécies nativas. Assim, para sua aplicacdo é imprescindivel uma avaliacdo prévia da
toxicidade desses métodos quimicos (FILIPPO, 2003). Entre os métodos quimicos encontra-
se 0 uso de cloro, dioxido de cloro, sulfato de cobre que podem provocar anoxia e hipoxia no
ambiente (GIORDANI et al., 2003; CLAUDI; MACKIE,1994).

Alguns quimicos como o sulfato de cobre sdo utilizados para controle do mexilh&o
dourado, estes sdo diluidos na dgua bruta em concentracdes de 0,5 a 2 mg/L (COLARES et
al.,, 2002). Cabe salientar que o sulfato de cobre pode acumular gradativamente nos
organismos vivos e no sedimento. O preocupante € o destino dos efluentes gerados pela
aplicacdo deste controlador e o seu destino. Segundo BARBOSA et al.(2000) a respeito da
disposicdo in natura dos efluentes das estacBes de tratamento de &gua (ETAS) por eles
analisadas em Sao Carlos, SP: “o lodo prejudica a biota aquatica comprometendo a qualidade
da 4gua e dos sedimentos dos corpos receptores, 0 que € preocupante tendo em vista 0 numero
de estacOes de tratamento e o fato da disposicéo do efluente ser, via de regra, por langamento
nos corpos d’agua adjacentes”. Ainda sobre esse tema, MAZON et al. (2000), estudando o
efeito do cobre em peixes, observaram disfungdo de processos fisiolégicos fundamentais a
sobrevivéncia e higidez dos individuos expostos ao metal. Dentre estas, estdo o
comprometimento de sua regulagéo idnica e metabolismo, o que acarreta alteragcdes, mesmo
que indiretas, nas funcdes reprodutivas e de crescimento destes organismos. Ainda, segundo
CALLEFI (2000), o sulfato de cobre utilizado como algicida na barragem de Guarapiranga,
SP, foi deletério a comunidade zooplanctonica, afetando especialmente os Claddceros. Testes
estaticos de bancada, com sulfato de cobre (CuSO,4.5H,0), foram realizarados por SOARES
et al. (2010) para avaliar a toxicidade deste sal sobre 0 mexilhdo dourado e a concentracao

efetiva para causar a mortalidade do molusco. Os autores (op.cit) constataram que a CEsp =
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16,44 (limite inferior de 5,23 e limite superior de 23,92 mg.L™), ou seja, as concentracdes
efetivas de cobre necessérias para causar a mortalidade de 50% da populacdo do mexilhdo
dourado, em testes de bancada, sdo superiores aos padrdes permitidos para lancamentos de
efluentes liquidos (0,5 mg.L™ de cobre) em &guas superficiais. Segundo resolucdo n°
128/2006 do CONSEMA (Rio Grande do Sul) e aos padrdes para aguas de classe 3 (0,013
mg.L™ de cobre) segundo resolucéo n® 357/2005 do CONAMA, as dosagens utilizadas nas
ETAS, ndo atendem as restri¢des legais vigentes.

O tratamento de controle de moluscos com o0z6nio foi empregado em usina atbmica
dos EUA para o controle do mexilhdo zebra (Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)). Esta
espécie de bivalve, também exdtica e invasiva, é proveniente da Europa Oriental e conhecida
como mexilhdo-zebra. Foi introduzida nos Estados Unidos e no Canada, por volta de 1985
(HEBERT et al., 1989), apresentando rapida dispersdo e problemas ambientais e econdmicos
muito semelhantes aos provocados pelo mexilhdo dourado aqui na América do Sul. Testes
experimentais com o 0z6nio, como alternativa para controle do mexilhdo dourado, ndo foram
ainda relatados. No entanto, o emprego do ozdnio é de alto custo e pode gerar subprodutos
diminuindo a qualidade da dgua, com riscos a saide humana. Dentre os diversos sub-produtos
organicos, derivados da ozonizacdo de aguas naturais, cabe destacar duas familias: os acidos
carboxilicos de cadeia curta e os compostos carbonilicos (HOIGNE, 1998). O mais comum
precursor inorganico dos sub-produtos de desinfeccdo é o brometo que pode ser um
constituinte natural da agua, convertido a bromato durante a ozonizagdo, que pode ser um
problema se formado em grandes concentracGes, considerado um potencial carcinogénico
para os seres humanos. Na agua tratada, uma concentracdo de somente 3 pg/L de bromato,
corresponde a um risco de cancer de 10° (WHO, 1998). No Brasil a Portaria 518/2004
(BRASIL, 2000) referente a potabilidade da dgua, estabelece niveis maximos para bromato de
25 ng/L. Nada sabemos dos efeitos do 0zonio sobre a fauna nativa local nem a curto nem a
longo prazo.

Outro tratamento largamente utilizado para evitar as incrustacdes em embarcacgdes sao
as tintas anti-incrustantes. Estas foram fabricadas para serem utilizadas no ambiente marinho,
porém nem sempre eficientes no ambiente limnicos e possivelmente danosas pela composi¢éo
e lixiviacdo gradativa. Pinturas anti-incrustantes também est&o sendo desenvolvidas e testadas
para o0 mexilhdo dourado (CAPRARI, 2006; BERGMANN et al., 2010) mas estas ndo podem

ser aplicadas em todos os locais onde 0 mexilh&o se incrusta.
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O tratamento com “Bio bullets” segundo ALDRIDGE et al. (2006) consiste no uso de
particulas microscdopicas de um ingrediente a base de cloreto de potéssio encapsuladas por um
produto aceitavel pelo filtrador. O molusco inala as microparticulas e por serem aceitaveis
ndo fecha as valvas, reduzindo substancialmente o produto da &gua. No interior de sua
cavidade palial concentra as particulas. O produto se dissolve dentro de poucas horas
atingindo o molusco e eliminando o risco de poluicdo do ecossistema. Trata-se, no entanto, de
um processo de engenharia sofisticado que poderia ser utilizado apenas em sistemas fechados,
pois fatalmente atingiria outros moluscos filtradores existentes no meio ambiente.

Outras alternativas citadas para combater o D. polymorpha em sistemas fechados da
América do Norte seriam a cloragdo da dgua bruta e o ultrassom (CLAUDI; MACKIE,1994).
No entanto ndo sabemos do uso destes tratamentos para o controle do mexilhdo-dourado, nem
de estudos sobre a geracdo de subprodutos, que poderiam eventualmente contaminar a agua
residual. A formacdo dos subprodutos é uma grande preocupacgdo devido ao potencial impacto
que estes compostos podem trazer a sadude publica e ao meio ambiente (METCALF; EDDY,
2003). Para tal seriam necessarios conhecimentos sobre a biologia e limites de tolerancia do
molusco, uma vez que este apresenta maior tamanho, longo periodo de eliminacao de gametas
e maior agressividade ao meio ambiente em relagdo ao mexilh&o-zebra. Em virtude disso,
seriam necessarias pesquisas e adaptacdes dos métodos para o mexilhdo dourado,
acompanhados de estudos sobre a viabilidade dos mesmos e dos impactos sobre o meio
ambiente.

1.5 Floragdes de cianobactérias nocivas

A toxicidade de espécies de cianobactérias presentes nas floracGes pode apresentar
variacdo temporal, desde intervalos curtos de tempo até diferencas sazonais, e também
espaciais, provavelmente decorrentes de alteragdes na proporcdo de cepas toxicas (com
cianotoxinas) e ndo toxicas na populacdo. Essas variagdes de toxicidade nas cianobacterias
ainda ndo foram devidamente esclarecidas, porém, destaca-se a ocorréncia cada vez mais
freqiente de floragdes toxicas (CEBALLOS et al., 2006). Entretanto, diversos estudos
demonstram que cerca de 50% de todas as floracGes testadas em diferentes paises mostram-se
toxicas em bioensaios (CARMICHAEL; GORHAM, 1981; SIVONEN et al., 1990;
LAWTON; CODD, 1991; WATANABE et al., 1989; COSTA; AZEVEDO, 1994; CODD et
al., 2005).

Em populacdes humanas tém sido relatadas intoxicacGes devido a exposicdo a

cianotoxinas, com registros em diversos locais como: Africa do Sul, Australia, Brasil, China,



20

Inglaterra, Suécia. No entanto, o primeiro registro mundial de envenenamento fatal em seres
humanos ocorreu no Brasil, numa clinica de hemodialise em Caruaru (PE) no ano de 1996,
onde mais de 60 pacientes faleceram devido a contaminacdo da agua da clinica com
cianotoxinas (microcistinas) (POURIA et al., 1998).

No Brasil foram registradas florages com cianobactérias toxicas em 11 dos 26 estados
brasileiros, distribuidos do norte ao sul do pais. As floragdes ocorrem com maior frequéncia
em reservatorios (represas ou acudes), mas também sdo verificadas nas lagoas costeiras, nos
rios e estuarios (AZEVEDO, 2005).

Existem diversas espécies potencialmente produtoras de toxinas: Microcystis
aeruginosa € a espécie com maior distribuicdo no Brasil e 0 género Anabaena é o que
apresenta maior nimero de espécies potencialmente produtoras de toxinas, com destaque para
A. circinalis, A. flos-aquae, A. planctonica, A. solitaria A. spiroides (CEBALLOS et al.,
2006). Outra espécie vem sendo observada com frequéncia é Cylindrospermopsis raciborskii
encontrada em Vvarios corpos de agua lénticos de diferentes estados (Pernambuco, Paraiba,
Brasilia, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) nos ultimos anos (CEBALLOS et
al., 2006). No Rio Grande do Sul as floracbes da cianobactéria Microcystis aeruginosa tém
sido registradas na Lagoa dos Patos desde 1987, porém somente em estudos divulgados nos
anos 90, foi constatada sua toxicidade (YUNES et al., 1996; MATTHIENSEN et al., 2000).

1.6 Degradacédo das cianotoxinas

As cianotoxinas apresentam diferencas na estabilidade quimica e degradacéao biolégica
nos ecossistemas aquaticos. As microcistinas sdo extremamente estaveis em pH préximo a
neutralidade, resistindo a hidrolise quimica e oxidacdo. As microcistinas, assim como as
nodularinas, mantém sua toxicidade mesmo apds fervura (CALIJURI et al., 2006). Estas
toxinas podem resistir por meses ou anos no escuro em condigfes naturais (SIVONEN;
JONES, 1999).

A degradacdo fotoquimica das microcistinas, em exposicdo a luz solar, é lenta; o
aumento da taxa de reacdo ocorre na presenca de pigmentos fotossintéticos hidrossoluveis,
presumidamente ficobiliproteinas (TSUJI et al., 1993). A presenca de substancias himicas
também pode acelerar a degradacdo destas toxinas sob a luz solar (SIVONEN; JONES, 1999).
Em condicbes de estresse salino, as cianobactérias podem diminuir as concentragdes
intracelulares de microcistinas (CALIJURI et al., 2006).
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1.7 Padrdes de potabilidade — OMS e Portaria MS 518/2004

A Organizacdo Mundial da Saude, com base no valor de TDI (Tolerable Daily Intake
ou Ingestéo Diaria Toleravel), adotou o limite maximo aceitavel para agua potavel de 1 pug L-1
de microcistina, o qual foi incorporado no adendo do Guideline for Drinking Water Quality
(Normas para Qualidade da Agua Tratada) — WHO (1998), e incluido na sua terceira edicéo,
WHO (2004).

Este mesmo valor (1 pg L-1 de microcistina) foi incluido na Portaria N° 518/2004 do
Ministério da Salde, que estabelece os procedimentos e as responsabilidades relativas ao
controle e a vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade. De acordo com esta Portaria, 0 monitoramento de cianobactérias deve ser
realizado no ponto de captacdo da agua do manancial de abastecimento, com freqliéncia
mensal. Sempre que a densidade de cianobactérias exceder 10.000 céls mL™ (ou biovolume
de 1 mm3 L™) a freqiiéncia deve ser entfio semanal. E quando exceder 20.000 céls mL™ (ou
biovolume de 2 mm3 L™) passa a ser exigida a anélise semanal de cianotoxinas na saida do
tratamento e nas entradas (hidrometros) das clinicas de hemodidlise e industrias de injetaveis.
Esta analise pode ser dispensada quando ndo houver comprovacdo de toxicidade na dgua bruta
por meio da realizacio semanal de bioensaios em camundongos. E recomendada também a
andlise de cilindrospermopsina e equivalentes de saxitoxina, limitando os valores maximos

aceitaveis de 15 ug L™ e 3 pg L™, respectivamente.

Esta portaria também define que, quando a densidade de cianobactérias exceder
20.000 céls mL™ (ou 2 mm? L™ de biovolume), fica vedado o uso de algicidas para o controle
do seu crescimento ou qualquer intervencdo nos mananciais que provoque a lise das células,

sob pena de comprometimento da avaliacdo de riscos a salde associados as cianotoxinas.

Os processos de tratamento mais comumente utilizados no Brasil, na sua vasta
maioria, baseados em seqiiéncia de tratamento envolvendo a coagulagdo quimica, com
particular predominéncia do tratamento convencional, ndo sdo eficientes na remocao de
cianotoxinas, e para serem eficientes na remogdo de células viaveis de cianobactérias

necessitam de bom controle operacional (BRASIL, 2003).

1.8 Tratamento de agua e remogao de cianobactérias e cianotoxinas no Brasil
A questdo do tratamento de &gua para a remocdo de cianobactérias e cianotoxinas é

bastante complexa. Os processos mais efetivos para remocdo de cianotoxinas ndo sdo comuns
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na maioria dos municipios brasileiros e sdo também bastante exigentes com relacdo ao
controle operacional. Geralmente, as épocas de maior consumo de &gua coincidem com as das
floracGes, dificultando assim o tratamento, colocando em duvida a sua eficiéncia na remogéo

de células e de toxinas livres.

Dessa forma, fica clara a necessidade de melhoria nos projetos e na operacdo de
estacOes de tratamento de agua, mas, a0 mesmo tempo, verifica-se o papel preponderante e
fundamental das a¢Bes preventivas para evitar-se a ocorréncia de floragdes de cianobactérias
toxicas (BRASIL, 2003). Os métodos de filtracdo rapida e filtracdo lenta ndo sdo eficientes na
remocao das células de cianobactérias, e podem causar a lise das células no filtro e liberacéo
das cianotoxinas na agua. A adsorcdo via carbono/carvéo ativado granular ou carvéo ativado
em p6 podem ser métodos eficientes. Diversos estudos tém mostrado que a cloragdo é um
método ineficiente na remocéo de cianotoxinas (HOEGER, 2000).

Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas em outros paises para remogdo de células
de cianobactérias e para degradar cianotoxinas. Dentre elas pode-se citar oxidagcdo com
permanganato de potassio, adsor¢do com carvéo ativado, cloracdo, ozonizacao, incidéncia de
radiacdo ultravioleta, filtro biolégico, processos oxidativos avancados como peroxido de
hidrogénio, didxido de titanio e processos de fenton e photofenton (FIGUEIREDO, 2007).

A oxidacdo com permanganato de potassio, de uma maneira geral, remove
microcistinas e anatoxina-a. Porém, este processo depende da dose e tempo de contacto. Na
presenca de células vivas de cianobactérias a remocdo de toxinas solUveis é baixa. Ndo ha
grande consenso relativamente ao permanganato de potassio provocar ou ndo a lise de
cianobactérias (ROSITANO et al., 1998). A adsorcdo em carvao ativado € considerada como
efetiva na remocdo de cianotoxinas (FALCONER et al., 1999). Porém, neste caso, a
descontaminacao ocorre pela adsorcéo dos poluentes, transferindo o poluente do liquido para
0 solido. Ou seja, ha apenas a transferéncia da fase dos poluentes sem contudo destrui-lo
(ZIOLLI; JARDIM, 1998). MESQUITA et al. (2007) testaram a remocéao de microcistina-LR
com um sistema de carvao ativado com atividade bioldgica, sendo que nos 10 primeiros dias a
remocao foi de 100%. A partir do dia 18, detectou-se um aumento de cianotoxina no efluente.

A partir do dia 50 e durante um més detectou-se remoc¢édo de microcistina novamente.

Quanto a cloracéo, doses baixas de cloro tém efeitos negligenciaveis. O COD (carbono
organico dissolvido) da agua é muito importante porque a matéria organica compete pelo
cloro juntamente com as toxinas. A eficiéncia diminui com o pH (hipocloritos de célcio e

sodio sdo menos eficientes do que didxido de cloro). A destruicdo de toxinas esta diretamente
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ligada ao aparecimento de uma quantidade de cloro: com 30 minutos de contacto e uma
quantidade superior a 0,5 mg/l, a pH inferior a 8, o cloro ¢ eficiente na degradacao de toxinas
(FIGUEIREDO, 2007). Desta forma, a eficiéncia de remocao depende da dosagem de cloro e
da concentracdo de cloro residual, do tempo de contato e do pH. Mas um problema mais
generalizado da cloracdo da agua reside da producdo de trialometanos, sendo o composto de
maior preocupacdo o cloroférmio. O cloroférmio é suspeito de ser carcinogénico, podendo

também causar efeitos nocivos na reproducdo e no desenvolvimento (BAIRD, 2002).

1.9 Radiacéo

Devido ao seu poder germicida e capacidade de penetracdo, os raios gama vém sendo
usados para desinfetar (esterilizar) tanto 4gua quanto esgoto. Os maiores tipos de radiacao
sdo: eletromagnética, acustica e de particula. METCALF; EDDY (2003) citam em seu
trabalho que embora o uso de dispositivos de emissdo de elétrons altamente energéticos para a
irradiacdo de esgoto ou lodo venha sendo estudado extensivamente, ndo ha ainda dispositivos
comerciais ou instalacdo em grande escala em operacdo, e principalmente para controle de
espécies invasoras
1.9.1 Radiacéo ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) é uma técnica antiga bastante utilizada para acao
bactericida e germicida, sendo testada na China como alternativa para desinfec¢do de agua
potavel (XIN, 2004). O efeito germicida da energia foi reportado pela primeira vez em 1878
por Downs & Blunt (DANIEL; CAMPOS, 1993, WRIGHT; CAIRNS, 1998). Entretanto, a
radiacdo ultravioleta utilizada como alternativa para desinfeccdo é conhecida desde o inicio
do século XX, mas, por problemas de confiabilidade de equipamento, tecnologia, entre outros,
foi abandonada. Posteriormente, superada a maioria desses problemas, o método de
desinfeccdo por radiacdo ultravioleta comecou a ganhar popularidade, principalmente nos
paises europeus, e a pesquisa e 0 desenvolvimento desse método tém aumentado bastante. Um
dos fatores importantes para sua popularizacdo, é o custo, que o0 torna competitivo
economicamente se comparado a cloracdo (DANIEL, 2001).

A acdo da radiagdo UV e conhecida pela sua alta capacidade de destruicdo
microbiologica, letal para diversos organismos, seu alvo de destruicdo € o material genético
(&cidos nucléicos), isso ocorre quando a luz UV penetra na célula e é absorvida pelo &cido
nucléico, provocando alteracGes da informagéo genética incapacitando a reproducdo da célula
(STANIER et al., 1985). Nas bactérias e outros microrganismos, a amplitude da capacidade

de fotorreativacao esta relacionada a extensdo do dano fotoinduzido, a exposicao a radiacao
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entre 300 e 500 nm e ao pH e temperatura da 4gua (PARROTTA; BEKDASH, 1998;
WRIGHT; CAIRNS, 1998).
1.9.2 Desinfec¢ao

A desinfeccéo ¢ a porcao do espectro electromagnético que vai desde 0s raios-X até ao
limite do espectro visivel. A radiacdo ultra-violeta, no espectro eletromagnético, esta entre
400 e 100 nandmetros (nm). O Comité Internacional da lluminacgéo classifica em UV-A (400-
315 nm), UV-B (315-280) e UV-C (280-100) (GOLIMOWSKI; GOLIMOWSKA, 1996).

E fortemente absorvido pela 4gua e ar, e s6 pode transmitir-se em vazio. A aplicacdo
da radiacdo UV na desinfeccdo é dependente da propriedade germicida das regides UV-C e
UV-B, sendo a maior acéo germicida referida a regido dos comprimentos de onda entre 200 e
300 nm (EPA, 2006).

O sistema de desinfeccao por Ultravioleta (UV) transfere energia electromagnética de
uma lampada de arco de mercurio para um organismo de material genético (DNA e RNA).
Quando a radiacdo UV penetra, a parede celular de um organismo destréi a capacidade
reprodutora da célula, ou seja, a radiacdo UV, gerada por descarga elétrica no vapor de
mercurio, penetra no material genético dos microorganismos e retarda a sua capacidade para
se reproduzir.

As lampadas de UV de baixa pressdo ou monocromaticas possuem um pico de
producdo de comprimento de onda de 254 nm e é nessa faixa que se verifica a efetiva
inativacdo dos microorganismos. E necessaria, para lampadas de média pressdo ou
policromaticas, a determinacdo de uma dosagem adequada. Ndo se tem determinado doses
minimas a serem utilizadas na desinfeccao com radiacdo UV, pois a dosagem esta diretamente
relacionada a caracteristicas individuais, como caracteristicas fisico-quimicas da &gua
(solidos, dureza, pH, temperatura, turbidez), nivel de contaminacdo, impacto sobre os
microrganismos das etapas anteriores ao tratamento UV. H& uma série de regulamentacdes a
serem seguidas para se determinar as doses minimas nos processos de desinfeccdo com UV
(PARROTTA et al., 1998; WRIGHT et al., 1998). Em um estudo, foi avaliada a variacdo da
emissdo de radiagdo UV com o envelhecimento de diferentes lampadas comerciais, entre as
trés marcas utilizadas para o teste, apenas uma ndo era confiavel quanto a poténcia UV gerada
(SANT’ANA et al., 2003).

Segundo WRIGHT et al. (1998) o processo de desinfeccdo com radiacdo UV possui

uma minima geracao de subprodutos, ndo tendo sido identificada a formagdo de subprodutos
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mutagénicos ou carcinogénicos. Assim, sendo conhecida por ser uma técnica com baixos
riscos a saude (EPA, 2006).

1.9.3 Efetividade germicida da radiacdo ultravioleta

A efetividade do processo de desinfeccdo com radiacdo ultravioleta depende de
diversas varidveis, tais como: a) a definicdo da Dose UV, b) caracteristicas do sistema de
desinfeccdo por ultravioleta, c) sistema hidraulico irregular, d) impacto das particulas, e) as
caracteristicas dos microrganismos e, f) as caracteristicas quimicas do esgoto (METCALF;
EDDY, 2003).

1.9.4 Tempo de contato

Segundo DANIEL (1993), o tempo de contato do organismo com 0 agente
desinfetante constitui-se em uma das principais variaveis do processo de desinfec¢do. Em
geral, para uma dada concentracdo de desinfetante, a destruicdo € tanto maior quanto maior
for o tempo de contato.
1.9.5 A Dose de radiacdo ultravioleta.

A efetividade do processo de desinfeccdo com radiagdo ultravioleta é baseada na Dose
UV, a qual os microrganismos sdo expostos, é definida como (METCALF; EDDY, 2003):

D=Ixt emque:

D = Dose de radiaco ultravioleta (mJ/cm? = mW.s/cm?)
| = Intensidade da radiacdo (mW/cm?);

t = Tempo de exposicao (S).

1.9.6 A radiacdo ultravioleta na inativacdo de microrganismos

A radiacdo ultravioleta € conhecida por sua habilidade de destruir microorganismos
como virus, bactérias, fungos, além de algas e protozoarios. Existem quatro mecanismos
propostos para explicar a agdo dos desinfetantes: danificacdo da parede celular; alteracdo da
permeabilidade da ceélula; alteragdo da natureza coloidal do protoplasma e inibicdo da
atividade enzimatica (METCALF; EDDY, 1991). Quando penetra no corpo dos
microrganismos provoca alteracdes letais e irreversiveis como alteracdo do cédigo genético e

impossibilita a reproducao.
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O comprimento de onda ideal de radiagéo para inativagdo do DNA/RNA (material
genético) dos microrganismos situa-se entre 250 - 270nm (FONTENELE et al., 2005), o
mercurio da lampada produz principalmente 254nm. Trabalhos realizados por OTAKI et al.
(2000) estudaram a inativacdo de trés especies de microrganismos, Escherichia coli,
bacteriofago QB e Cryptosporidium parvum, por desinfeccdo fotocatalitica, utilizando
irradiacdo UV-C (0,2 mWem™, em 254nm) comprovando a eficiéncia do UV. SILVA et al.
(2001) testaram um fotorreator de radiacdo ultravioleta para inativar os coliformes totais,
Escherichia coli e ovos de Ascaris lumbricoides. Constataram uma média eficiéncia em
coliformes e E. coli, tendo uma maior eficiéncia em Ascaris lumbricoides. LOBO et al. (2009)
observaram que a maior inativacdo, 99,96%, foi obtida com amostra contendo 0,01g/L de
células de Escherichia coli irradiadas durante 60s por UV. Para Saccharomyces cerevisiae a
maior eficiéncia de inativacdo de 99,76% foi obtida, quando amostras de 0,01g/L de células
foram tratadas durante 60s por radiacdo UV.

Diversas pesquisas realizadas no Brasil e em outros paises, objetiva consolidar
tecnologias e parametros que viabilizem o uso da radiacdo ultravioleta, visando uma maior
adequacao e otimizacdo do processo para a utilizacdo eficaz do mesmo no tratamento de agua
para atendimento a populacdo, tanto no ambito industrial como no de saude publica
(TANAKA et al., 1996; SOUZA et al., 2000; DANIEL, 2001; AGUIAR et al., 2002; SA
SILVA et al., 2003; AMARAL et al., 2006; BILOTTA; DANIEL, 2006; LOBO et al., 2009;
WOLF, 1990).

Segundo METCALF; EDDY (1991), para a obtencdo de uma desinfeccdo efetiva, é
necessario se levar em consideracdo os seguintes fatores: tempo de contato, concentracéo,
tipo, intensidade e natureza dos agentes quimico e fisico, temperatura, nimero e tipo de
microrganismos e natureza do liquido. A intensidade de luz e a quantidade ou tempo de
exposicdo, que atinge efetivamente os organismos, é afetada pela turbidez da &gua, pela
temperatura e pelos depdésitos de materiais que se acumulam sobre a lampada. De forma geral
a Amonia, os Nitratos e Nitritos além da DBO, ndo afetam a radiacéo; a dureza da dgua pode
levar & precipitacdo de sais sobre a lampada; o Ferro e acidos himicos absorvem a radiacdo
havendo necessidade de controle, o pH afeta a solubilidade dos metais e carbonatos e 0s
solidos em suspensdo podem proteger os organismos da radiacdo, reduzindo a eficiéncia do
tratamento.

SOUZA et al. (2000) realizaram estudos sobre a influéncia da turbidez na desinfeccéo
de &gua de abastecimento utilizando radiacdo ultravioleta e verificaram que a turbidez
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interfere diretamente no processo de desinfecgdo, quanto maior for a turbidez maior serd o
consumo de radiagéo UV.

Resultados obtidos por CORDEIRO et al. (2004) apontam uma eficiéncia bastante
significativa na utilizacdo da radiacdo ultravioleta para o controle de Escherichia coli,
confirmando auséncia de crescimento ou taxas despreziveis de sobrevivéncia, a auséncia de
crescimento justifica-se pelo uso de lampada de maior poténcia, assim determinando uma
maior eficiéncia bactericida.

A exposicao a radiacao ultravioleta tem provocado 100% de reducdo do assentamento
de cracas e outras formas de larvas em tubos transparentes por onde circula a agua salgada.
Acredita-se que nos casos de &gua doce, a eficiéncia seja maior, pois ha uma quantidade
menor de minerais que absorvem a radiacdo (GIORDANI et al., 2003; CHALKER-SCOTT et
al., 1994).

Diversos métodos de controle populacional para o mexilhdo zebra, Dreissena
polymorpha (Pallas, 1771) foram desenvolvidos: filtragdo mecanica, ultravioleta, protecédo
catddica de superficies, ultrassom, dioxido de cloro, ozbnio, entre outros (CLAUDI,;
MACKIE, 1994).

Apesar de serem espécies de familias distintas, o mexilhdo dourado e o0 mexilhdo zebra
apresentam caracteristicas em comum, como bisso e vivem em ambiente de &dgua doce. J&
existem trabalhos realizados com o UV para o mexilhdo zebra. CHALKER-SCOTT et
al.(1994) indicam que baixas doses de UV podem ser fatais para larvas de Dreissena
polymorpha.

WRIGHT et al. (1997) testaram a radiacdo UV em diferentes faixas e verificaram uma
mortalidade de 100% em uma exposicao de 254 nm num intervalo de 60-240 segundos.

Estudos realizados por CHALKER-SCOTT et al. (1994) e WRIGHT et al. (1997)
sobre o controle de larvas do mexilhdo zebra, utilizando lampadas de mercurio de média
pressdo a 1800W, verificaram que a exposi¢do a radiacdo UV foi eficiente para a morte das
larvas, atingindo quase 100% de mortalidade.

1.9.7 Subprodutos da Desinfec¢do com radiagéo UV

O processo fotoquimico da desinfecgdo com radiacdo UV € responsavel por uma baixa
geracdo de subprodutos, portanto com minimos riscos a saude (CAIRNS, 1995). Alguns
estudos reportam a formagdo de subprodutos da desinfeccdo com radiacdo UV,
principalmente formaldeidos e acetaldeidos, na desinfec¢do de &guas residuais (AWAD et al.,
1998).
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Também foi verificada a conversdo de nitrato a nitrito em exposi¢do a radiacdo UV
abaixo de 240 nm (GROOCOCK, 1984). Em sintese, a formagdo de subprodutos nos
processos de desinfeccdo de aguas de abastecimento com radiacdo UV é minima, ndo tendo
sido verificada a formacdo de subprodutos mutagénicos ou carcindgenos (WRIGHT;
CAIRNS,1998).

1.10. Ensaios Ecotoxicologicos

O crescente acumulo de substancias no ambiente aquatico tem causado efeitos toxicos
para a biota e equilibrios do ecossistema. Os compostos toéxicos podem ser acumulados e
transferidos através da cadeia alimentar fazendo com que a contaminacgdo represente riscos
para 0 homem. Os efeitos toxicos potenciais dessas substancias, podem ser avaliados através
dos testes de toxicidade.

Ensaios ecotoxicoldgicos (conhecidos como bioensaios) sdo importantes, devido a
necessidade de conhecermos os efeitos que produtos quimicos, ou seus subprodutos, langados
no ambiente podem ter sobre individuos, sobre populacGes e comunidades de organismos,
além de fornecer informacgdes que facam possivel conhecer como 0 homem pode ser afetado
(CHAPMAN, 2002).

A toxicologia aquatica estuda os efeitos de substancias quimicas manufaturadas e de
outros materiais, antropogénicos ou naturais, em organismos aquaticos. Os efeitos adversos
dessas substancias em nivel de organismos incluem efeitos letais a curto e longo prazo, e
efeitos subletais, tais como, mudanca de comportamento, alteracfes do crescimento, da
reproducéo, da tomada de alimentos e outros (SOUSA, 2002).

Segundo ARAGAO; ARAUJO (2008), atualmente, varios ensaios de toxicidade ja
estdo bem estabelecidos, sendo alguns padronizados nacional e internacionalmente por
associag0es ou organizagfes de normatizagcdo, como a Associacdo Brasileira de Normas
Teécnicas (ABNT), Association Francaise de Normalisation (AFNOR), American Society for
Testing and Materials (ASTM), American Water Work Association (AWWA), Deutsches
Institut fur Normung (DIN), International Organization for Standardization (ISO) e
Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD).

Os testes de toxicidade podem ser utilizados para diversos fins, como por exemplo
para determinar a toxicidade de agentes quimicos, efluentes liquidos, lixiviados de residuos
solidos, dentre outros; estabelecer critérios e padrbes de qualidade das aguas; estabelecer

limites mé&ximos de lancamento de efluentes liquidos em corpos hidricos; avaliar a
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necessidade de tratamento de efluentes liquidos quanto as exigéncias de controle ambiental;
avaliar a qualidade das aguas; avaliar a toxicidade relativa de diferentes substancias; avaliar a
sensibilidade relativa de organismos aquaticos; subsidiar programas de monitoramento
ambiental; estimar os impactos provocados em acidentes ambientais (RAND; PETROCELLI,
1985).

O ensaio de toxicidade aguda pode ser definido como aquele que avalia os efeitos, em
geral severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em um curto
periodo de tempo, geralmente de um a quatro dias. Devido a facilidade de execucdo, curta
duracdo e baixo custo, os ensaios de toxicidade aguda foram os primeiros a serem
desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados ecotoxicoldgicos (BIRGE et al., 1985).

Quanto ao ensaio de toxicidade cronica, este tipo teste avalia acdo dos poluentes cujo
efeito traduz-se pela resposta a um estimulo que continua por longo tempo, geralmente por
periodo que vai de 1/10 do ciclo vital até a totalidade da vida do organismo (APRANGUE,
1973; RAND; PETROCELLI, 1985). O teste de toxicidade cronica, observa efeitos de longa
duracdo, relatando mudancas no metabolismo, crescimento, reproducdo, mutacdes e até

mesmo morte dos organismos-teste (CESAR et al., 1997).

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Adaptar um método de controle e mitigacdo dos efeitos causados pela incrustacdo do
mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) em tubulacbes de captacdo de agua bruta, com
utilizacdo de radiacdo ultravioleta, considerada uma tecnologia limpa, como método de
controle da biomassa de mexilhdo-dourado na fase larval, relacionando as variaveis que
determinam a eficicia do método, o efeito sobre as cianobactérias, causando um minimo de

impacto ambiental ao ecossistema.
2.2. Especificos

- Testar a eficiéncia da radiacdo ultravioleta na letalidade das larvas, em diferentes tempos
de exposicéo;

- Estabelecer critérios para avaliagdo da letabilidade de larvas do mexilhdo dourado.

- Testar em uma unidade piloto a eficacia da aplicacdo de radiacdo ultravioleta no controle

da quantidade de larvas do mexilh&o dourado;
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Analisar o efeito da radiagdo ultravioleta sobre células de Microcystis aeruginosa e
cianotoxinas.

Avaliar a toxidade da radiagdo ultravioleta através de testes ecotoxicoldgicos;

Oferecer subsidios para desenvolvimento de alternativas viaveis para o controle
populacional do mexilhdo dourado, em estacfes de tratamento de &gua, inddstrias e
usinas de geracédo de energia.

Estabelecer as condicOes ideais da dosagem de radiacéo ultravioleta para serem aplicadas
no desenvolvimento deste projeto em escala industrial, no caso do teste indicar sua

viabilidade;
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Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) com uso de Radiacéo Ultravioleta -Artigol

Cintia Pinheiro dos Santos; Maria Teresa Raya Rodriguez; Maria Cristina Dreher

Mansur; Marinei Vilar Nehrke, Manuel Luiz Leite Zurita & Alexandre Arenzon.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul- UFRGS, Centro de Ecologia, Av. Bento
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Resumo

O invasor Limnoperna fortunei, conhecido como mexilhdo dourado, introduzido em
ecossistemas limnicos e estuarinos da América do Sul, tem causado impactos ecoldgicos,
bioldgicos e econdmicos. Além de ameacar a biodiversidade de ecossistemas, também
provoca a obstrucdo das tubulacdes e trocadores de calor junto as estacdes de tratamento de
agua e industrias que utilizam agua bruta para resfriamento. Como alternativa para a solucao
desses problemas estudou-se a radiacdo ultravioleta, considerada uma tecnologia nao
agressora ao meio ambiente, no controle das larvas do mexilhdo dourado. Os experimentos
foram realizados em uma unidade piloto, onde concentracdes conhecidas larvas do mexilhdo
dourado foram submetidas a doses de radiacdo ultravioleta, na faixa de 200 a 800 mWs/cm?,
sendo a qualidade da agua analisada. As larvas de mexilhdo dourado e a &gua bruta utilizada
no experimento foram obtidos no delta do Jacui, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Na
agua residual dos experimentos de exposicdo a radiacdo UV, foram realizados ensaios
ecotoxicoldgicos cronicos com Pimephales promelas, Ceriodaphnia dubia e Selenastrum
capricornutum, a fim de detectar a presenca de subprodutos que poderiam gerar toxicidade
aos organismos de diferentes niveis troficos. A mortalidade instantanea das larvas aproximou-
se dos 100% nas condicBes do teste com a dosagem de 781mWs/cm? com DL50 de 324
mWs/cm?. Os resultados desta avaliacdo ecotoxicolégica ndo demonstraram toxicidade

residual.

Palavras-chave: controle fisico, tecnologia limpa, Limnoperma fortunei, UV.
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3.1.Introducao

A invasdo bioldgica de espécies exoéticas é considerada, pela comunidade cientifica,
como um elemento importante nas mudancas globais e uma ameaca a biodiversidade
(Darrigran, 2002). Denomina-se exotica aquela espécie introduzida, intencionalmente ou nao,
numa determinada regido onde ndo ocorreria naturalmente (Mooney; Drake,1986;
Lodge,1993). As espécies exoticas sdo consideradas invasoras quando adaptam-se as
condi¢des climaticas regionais e multiplicam-se rapidamente no ambiente, provocando,
através de maneiras diferentes (predacdo, competicdo, etc.), a eliminacdo de espécies nativas.
O efeito negativo das espécies exoticas invasoras sobre as espécies nativas ocorre pelo fato de
possuirem atributos fisicos e comportamentais que as tornam mais competitivas, tais como,
alta capacidade reprodutiva, crescimento acelerado e rapida maturidade sexual, entre outros
(Morton, 1996).

O mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) é uma espécie de molusco
bivalve com comportamento invasor. Nativa do sudeste asiatico encontra-se amplamente
distribuida nos ambientes limnicos como lagos, rios e regifes estuarinas com baixa salinidade
(de 0 a 12%0 de tolerancia), especialmente da Coréia, China, Laos, Camboja, Vietnam,
Indonésia e Tailandia (Ricciardi, 1998). Foi introduzida em ecossistemas aquéaticos
continentais do sul da América do Sul no inicio da década de 90, provavelmente através da
agua de lastro de navios transoceéanicos. Ao final de 1998 e inicio de 1999, sua presenca foi
constatada, pela primeira vez no Brasil, nas aguas do Lago Guaiba, Porto Alegre, Rio Grande
do Sul (Mansur et al.,1999) e no rio Paraguai, em Corumba, Mato Grosso do Sul (Mansur et
al., 2004).

O mexilhdo dourado, provavelmente, foi introduzido no Rio Grande do Sul,
acidentalmente, através de uma contaminacdo secundaria por navios argentinos (Mansur et
al., 2003). Esse organismo vem se multiplicando e se dispersando a montante das bacias
hidrograficas do Sul, sudeste e centro-oeste do Brasil (Darrigran; Ezcurra-de-Drago, 2000;
Mansur et al. 2004; Darrigan; Damborenea, 2009). As razfes para este crescimento
descontrolado estdo associadas a sua alta capacidade reprodutiva (Morton, 1996), a falta de
predadores eficazes (Darrigan; Pastorino, 2003) e a sua capacidade de se dispersar através da
incrustacao nos cascos de embarcacGes (Mansur et al., 2003).

A espécie Limnoperna fortunei é encontrada em diversos ambientes limnicos que
variam do Iéntico ao I6tico, assim como no interior de tubulagdes adutoras da &gua desses

ambientes (Morton, 1973). Em sistemas que utilizam essas &guas, como estacdes de
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tratamento de agua e unidades hidroelétricas, o0 mexilhdo dourado vem causando problemas
de obstrucdo em diversos equipamentos, tais como: tubulaces, filtros, bombas captadoras de
agua e trocadores de calor. Ao longo do tempo, torna-se necessaria a desativacdo temporaria
de parte destes sistemas produtivos para a remocao do molusco e manutencdo de maquinarios,
acarretando em prejuizos operacionais e financeiros (Darrigan; Escurra-de-Drago, 2000).

Na década de 80, os Estados Unidos e o Canadé foram invadidos por uma espécie
exotica de molusco bivalve, Dreissena polymorpha (Pallas, 1771), proveniente da Europa
Oriental, conhecida comumente como mexilhdo zebra. Esta espécie vem causando, desde
entdo, sérios problemas ambientais e econdmicos semelhantes ao do L. fortunei. Apesar de
serem de familias distintas 0 mexilhdo dourado e o mexilhdo zebra compartilham uma série
de semelhancas comportamentais como, dispersdo através de larva plancténica, crescimento
rapido alcancando altas densidades populacionais, formacdo de fios de bisso que aderem
firmemente ao substrato permitindo a construcdo de aglomerados, e capacidade de causarem
impactos ambientais consideraveis (Karatayev et al.,1997).

Com relacdo ao ciclo reprodutivo, o mexilhdo dourado apresenta rapida maturidade
sexual, ou seja, com aproximadamente 6 mm de comprimento inicia-se 0 amadurecimento de
suas gbnadas (Darrigran, 2002). Como seu ciclo de vida € curto (no maximo de trés anos e
meio), com 6 meses pode chegar a idade adulta (Darrigran; Damborenea, 2009).

O ciclo larval de L. fortunei foi primeiramente descrito por pesquisadores que
estudaram populacdes da Asia como Morton (1973, 1982); Choi;Kim (1985); Choi; Shin
(1985) e Kimura; Sekiguchi (1996). Apoés a invasao da América do Sul as fases larvais foram
estudadas por Cataldo; Boltovskoy (2000), Santos et al. (2005) e Cataldo et al. (2005). L.
fortunei libera os gametas para 0 meio ambiente durante um periodo de 15 a 20 dias (Choi;
Shin, 1985). Os ovos séo fertilizados externamente e se desenvolvem numa larva plancténica
(Morton, 1977). O desenvolvimento larval passa por diferentes estagios denominados de
acordo com a morfologia e as dimensdes da larva. Conforme Choi; Kim (1985) e Choi;Shin
(1985), os ovos fecundados (zigotos) sdo muito pequenos, com aproximadamente 80
microOmetros. Estes autores descreveram detalhadamente o desenvolvimento inicial do
embrido a partir da divisdo dos primeiros blastdmeros, passando a gastrula, depois a fase de
trocofora que leva ao todo de 5 a 6 horas. A trocofora se transforma em Vvéliger através do
desenvolvimento do véu que é uma organela ciliada destinada a locomogéo e filtrag&o.

Os estagios larvais de uma populacdo de L. fortunei do lago Guaiba, sul do Brasil,
foram descritos por Santos et al. (2005). O primeiro estagio € reconhecido como uma morula
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ciliada que se transforma numa trocofora (comprimentos respectivos de 80um a 125um) com
quatro estagios distintos, trocofora de 1 a 4. Os estagios valvados incluem: a larva “D”
(comprimento de 120um a 150um), o veliger de charneira reta (comprimento de 150um a
190um), o veliger umbonado (comprimento de 190um a 220um) e o pedivéliger
(comprimento de 220pum a 250um). A larva do mexilhdo dourado, em todas suas fases
descritas anteriormente, vive livremente no plancton, se deslocando a favor da corrente
(Darrigran; Damborenea, 2005). No momento da captacdo de &gua bruta por bombas e
turbinas, as larvas podem ser sugadas para o interior das tubulacdes, motores, sistemas de
resfriamento, irrigacdo e de tratamento de &gua bruta, onde continuam se desenvolvendo.
Quando pos-larva ou recruta (comprimento aproximado de 300um), secreta fios de bisso que
permitem sua fixacdo e aglomeracgéo no substrato.

Na fase de recrutamento os juvenis comecam a formar aglomerados, com varios
individuos construindo colbnias organizadas em camadas (Morton, 1977; Darrigran, 2002).
Estes aglomerados pela quantidade de individuos provocam “macrofouling” (entupimentos)
nos sistemas construidos, pois cada subunidade do aglomerado ¢é geralmente formada por uma
camada de adultos maiores, cada um, rodeado por individuos de tamanhos médios e 0s
adultos jovens intercalados entre todos 0s espacos menores formando uma superficie coesa
que, aparentemente, traz varios beneficios a colénia como: defesa contra predadores e fortes
correntezas, mas obstruindo as tubulagdes (Santos et al., 2008).

Diversos métodos fisicos e quimicos de controle populacional foram testados e
desenvolvidos com eficiéncia para outras espécies de moluscos. Os métodos quimicos sao de
uso comum, mas quando utilizados indiscriminada ou diretamente no ambiente, podem causar
impactos ambientais consideraveis, afetando outras espécies. As substancias quimicas
utilizadas apresentam caracteristicas de toxicidade tanto para a espécie praga quanto para as
espécies nativas e assim, para sua aplicacdo, € imprescindivel uma avaliacdo prévia da
toxicidade desses métodos quimicos (Filippo, 2003). Entre os métodos quimicos encontra-se
0 uso de cloro, dioxido de cloro e sulfato de cobre, os quais podem provocar anoxia e hipoxia
no ambiente (Giordani et al., 2005; Claudi; Mackie,1994).

A cloracdo continua através da utilizacdo de gas cloro ou hipoclorito faz com que os
moluscos fechem suas valvas, blogueando o suprimento de oxigénio e alimento obtidos pela
filtracdo da agua (Morton et al., 1976). Cherry et al. (1986), numa usina na Virginia (EUA),
realizaram estudos utilizando o cloro como forma de controle para outra espécie invasora de

molusco bivalve (Corbicula fluminea). Os autores verificaram a eficiéncia do produto no
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controle de corbiculas, mas este apresentou um grande potencial toxico, uma vez que as
descargas de cloro afetaram as populacdes de peixes. Concluiram que esta alternativa de
controle deveria ser evitada quando a agua tratada por cloracdo retorna ao ambiente.

A aplicacdo de dioxido de cloro € um método oxidante, usado no controle de diversas
espécies de moluscos e que, igualmente pode ser um eficiente controlador para 0 mexilhdo
dourado. Sua desvantagem esta no fato de ser um método que requer equipamentos
especializados, de custo elevado e utilizacdo complicada (Darrigran; Damborenea, 2009). A
cloracdo de aguas através do dioxido de cloro é empregado no controle do mexilhao zebra nos
Estados Unidos, mas ndo é permitido no Canada (Brooks; Matisoff, 1993). Segundo Condie
(1986), desde 1974 a aplicacdo deste método vem sendo questionada nos Estados Unidos,
pois foram detectados trihalometanos (THMs) em &guas para abastecimento publico em
valores acima dos permissiveis para a saude humana. Preocupacdes adicionais haviam sido
levantadas pelo National Cancer Institute quando as pesquisas confirmaram que o0
cloroférmio, subproduto da cloracéo, tinha causado o aumento da incidéncia de tumores em
duas espécies de animais.

Soares et al. (2010) realizaram testes estaticos de bancada com sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,0) para avaliar a toxicidade deste sal sobre o mexilhdo dourado e a concentracéo
efetiva para causar a mortalidade do molusco. Analisaram a concentracao efetiva para causar
a mortalidade do molusco e encontraram que a CEsp = 16,44 (limite inferior de 5,23 e limite
superior de 23,92 mg.L™). As concentracBes efetivas de cobre necesséarias para causar a
mortalidade de 50% da populacdo do mexilhdo dourado, em testes de bancada, sdo superiores
aos padrdes permitidos para lancamentos de efluentes liquidos (0,5 mg.L™ de cobre) em 4guas
superficiais, segundo resolugdo n° 128/2006 do CONSEMA (Rio Grande do Sul) e aos
padrdes para aguas de classe 3 (0,013 mg.L™ de cobre) segundo resolucéo n® 357/2005 do
CONAMA, por conseguinte, ndo atendem as restri¢Ges legais vigentes.

A anoxia e a hipoxia s@o conseqiiéncia da adicdo de substancias que alteram as
concentracdes de oxigénio por um tempo suficiente para provocar a mortalidade dos
organismos alvo. No entanto, trazem como desvantagem a necessidade de um longo periodo
de privacdo de oxigénio e em sua decorréncia podem ocorrer 0 aparecimento de bactérias e o
aumento de corrosao nos equipamentos (Claudi; Mackie, 1994).

Também foi testado o controle do mexilhdo dourado com “Bio bullets” que, segundo
Aldridge et al. (2006), consiste no uso de particulas microscopicas de um ingrediente a base
de Cloreto de Potassio (KCI) encapsuladas por um produto aceitavel pelo filtrador. O molusco
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inala as microparticulas e as concentra no interior de sua cavidade palial. Estas se dissolvem
dentro de poucas horas, atingindo o molusco e eliminando o risco de polui¢io do ecossistema.
Trata-se, no entanto, de um processo de engenharia sofisticado que poderia ser utilizado
apenas em sistemas fechados pois, em caso contrario, fatalmente atingiria outros
invertebrados, principalmente moluscos filtradores existentes no meio ambiente.

Os métodos fisicos mostram-se eficientes no controle de espécies de bivalves
prejudiciais econdmica e ecologicamente. Entre estes estdo a aplicacdo de radiacdo
ultravioleta, eletricidade, campo magnético, ultrassom, assim como a filtracdo e a remocéo
mecanica.

Dentre as metodologias desenvolvidas na busca de tecnologias limpas e efetivas no
controle de espécies invasoras inclui-se a utilizacdo de desinfec¢do com radiacdo ultravioleta
(UV), como medida alternativa no combate de D. polymorpha (Claudi; Mackie, 1994).

A radiacéo ultravioleta (UV) é uma técnica amplamente utilizada para desinfeccéo de
agua, com acdo bactericida e germicida (Wolfe, 1990). Sua agdo é letal para diversos
organismos, pois atinge diretamente o material genético (acidos nucléicos DNA/RNA) das
células. A luz UV penetra na célula e € absorvida pelo acido nucléico, provocando alteracdes
da informacdo genética e incapacitando a célula para reproducdo. Caso a replicagdo ocorra, as
novas células serdo mutantes e os descendentes incapazes de se duplicar (Friedberg et al.,
1995). Otaki et al. (2000) estudaram a inativacdo de trés espécies de microrganismos,
Escherichia coli, bacteriofago QB e Cryptosporidium parvum, por desinfec¢do fotocatalitica,
utilizando irradiacdo UV-C (0,2 mW.cm™, em 254 nm) e comprovaram sua eficiéncia.

Em estudos realizados por Chalker-Scott et al.(1994) e Wright et al.(1997) larvas do
mexilhdo zebra foram submetidas a exposi¢do a radiacdo UV com comprimento de onda de
254nm, durante 60 segundos. Os autores verificaram que, apds 8 dias na dose de 12,5
mWem?, atingiram 100% de mortalidade das larvas. A exposicao a radiagdo também provoca
100% de mortalidade e consequente reducdo do assentamento de cracas e outras formas de
larvas zooplancténicas de copépodos, claddceros e rotiferos de ambiente marinho (Viitasalo et
al., 2005).

Adicionalmente, o processo de desinfeccdo de agua com radiacao ultravioleta ocasiona
uma minima geracdo de subprodutos, sendo reconhecida como uma técnica limpa e com
baixos riscos a saude, uma vez, ap6s sua aplicacdo, ndo foi identificada a formacdo de

subprodutos mutagénicos ou carcinogénicos (Wright; Cairns, 1998).
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Uma forma de verificar se o experimento de controle com radiagdo UV néo ocasionou
a geracao de residuos €é a avaliacdo ambiental através da aplicacéo de testes ecotoxicologicos.
Através da analise ecotoxicologica € possivel avaliar o nivel de contaminacdo das amostras
ambientais e os riscos decorrentes, alertando para o potencial de efeitos deletérios ao
ambiente. Os ensaios ecotoxicoldgicos com organismos aquéticos se aplica como uma
importante ferramenta para a preservacdo e recuperacdo de ecossistemas aquaticos naturais
(Oliveira-Neto et al., 2000) e séo requeridos por diversos instrumentos legais direcionados a
protecao da biota nos corpos hidricos brasileiros (Bertoletti et al., 1989).

Considerando o potencial uso da radiacdo ultravioleta no controle populacional do D.
polymorpha, existe a hipGtese de esta tecnologia limpa também seja eficaz para o controle do
L. fortunei.

Objetivou-se através deste trabalho o desenvolvimento de metodo para o controle da
biomassa na fase larval de L.fortunei com a aplicacdo da radiacdo ultravioleta e avaliacéo

ecotoxicoldgica da gua resultante dos experimentos.

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Montagem, instalacéo da unidade piloto e calculo de dosagem de UV.
3.2.1.1. Unidade Piloto
Na concepcéo do projeto da Unidade Piloto enfatizou-se a flexibilidade na operagdo da

mesma. Esta flexibilidade direcionou o projeto a considerar relevante as seguintes condicdes :

o Aplicar dosagens variadas de radiagdes ultravioletas, através da variacdo da
vaz&o de 400 a 4200L/h;

. Reciclar a amostra submetida as radiacoes;

. Medir com relativa precisao as vazdes do efluente a ser avaliado;

. Avaliar amostras de efluentes com volumes de até 200 litros;

. Realizar amostragens de fundo dos tanques.

A unidade piloto (Figuras 1 e 2) foi instalada no laboratério de Limnologia, no Centro

de Ecologia, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, essencialmente é constituida por:
¢ Dois tanques, em forma cilindrica, confeccionados em ago inox, capacidade

para 220 litros, fundo conico, drenos de fundo e tendo externamente um indicador de

nivel com trena para determinar as vazdes utilizadas nas avaliacdes;
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¢ Uma bomba centrifuga de %2 CV provida de manémetro para recirculacao da
agua com sistema de fluxo continuo e valvulas para controle de vazao;
¢ Dois conjuntos de unidades de ultravioleta, modelo UVNat 7501, com corpo de

material termoplastico, denominados Reatores 1 e 2.

3.2.1.2.Caracteristicas dos reatores de UV
3.2.1.2.1 Camara

Diametro 3” 0,0762 m
Comprimento 1,14 m
Volume 52 L

3.2.1.2.2 Lampada

Diametro 1” 25,4 cm
Comprimento 1,14 m
Volume 600 cm®
Diametro retificado 8cm
Area externa 0,091 m?
Poténcia . 75W
Volume do liquido na Camara 4,6 L

3.2.1.3.Célculo da Dosagem de UV

Para o célculo da dosagem de radiacdo foram levantadas as caracteristicas dos reatores
de radiacdo UV e realizados os célculos de dosagem com a associacdo da vazdo de agua
presente no reator e 0 tempo de exposicdo. A acdo germicida das radiagOes ultravioleta
emitidas pela lampada, segundo dados do fabricante do reator, é da ordem de 40% da poténcia
da lampada, ou seja, 30 W. Desta forma, considerando que a area externa da lampada é de 910
cm?, a agdo germicida aplicada foi de 33 mW/cm?.

Para o calculo do tempo de reten¢do em segundos levou-se em consideracdo o volume
do liquido na camara e a vazdo, sendo representada pela equacéo 4,6 L/ Vazéo (L /h) x 3600
s/h.

A Dosagem de UV para um reator é expressa em m\Ws/cm? e seu célculo contempla o
produto da acdo germicida (mMW/cm?) e o Tempo de Retencdo (s). Desta forma, para a

unidade piloto instalada, a dosagem em mWs/cm? pode ser expressa pelas equacées:
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o 547000/Vazéo (L/h) para um reator;
o 1094 000/Vazéo (L/h) para dois reatores.

3.2.2. Etapas de preparo para os testes: coleta, quantificacdo, aclimatacdo e

sobrevivéncia larval.

3.2.2.1. Coleta de 4gua e de organismos teste

Os testes de exposicdo de larvas de L.fortunei a radiacdo ultravioleta foram realizados
entre marco de 2007 a dezembro de 2009, durante o periodo de producdo larval. Para sua
realizacdo foi necesséria a coleta das larvas no dia anterior a cada experimento. As amostras
foram coletadas no Cais do Porto, delta do Jacui, municipio de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil (30°01°31,08’S; 51°13°38,26°W). As amostras foram obtidas com auxilio de
uma bomba de succdo, através da filtragem de 1000L de agua; em rede de plancton com
abertura de malha de 30um. Apos a filtragdo, as amostras foram acondicionadas em frascos de
200ml e encaminhadas ao laboratdrio.

As amostras de agua bruta utilizadas nos testes foram avaliadas por meio de métodos
analiticos adequados (APHA, 2005). Foram determinados os parametros de temperatura (°C),
pH, turbidez (NTU), dureza (mgCaCOs/L) e solidos suspensos (mg/L), os quais poderiam
influenciar nas condicdes dos testes (Gongalves et al., 2003).
3.2.2.2. Quantificacao da densidade larval (Estagio véliger)

Amostras de larvas véliger (100 mL) foram quantificadas com o auxilio de
microscopio estereoscopico. Para tal, cinco aliquotas de 2 ml de cada amostra foram
quantificadas em placas de petri, totalizado 10 ml e representando 10% do total da amostra.
Cada larva encontrada nas aliquotas quantificadas foi pipetada e retirada da placa de
contagem, procedimento adotado para que ndo houvesse recontagem de larvas evitando,
assim, que a amostra fosse superestimada.

3.2.3. Pré-teste de sobrevivéncia larval

Com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia das larvas em agua deionizada foram
mantidas, durante uma semana, amostras de larvas em béqueres de 1L (n=6) com densidade
de 35000 ind/L sob aeracdo, temperatura controlada (22,5 £ 0,1 °C) e alimentac&o diaria, onde
foi adotada uma dieta composta por algas clorofitas do género Monoraphidium sp.

3.2.4. Aclimatacdo dos organismos para os testes
Ap0s a quantificacdo das larvas visando a padronizacao dos procedimentos dos testes,

amostras de 100 ml foram transferidas para provetas graduadas e avolumadas com agua bruta
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filtrada ou deionizada até totalizar 1L. Este volume final foi denominado de concentracdo
teste (CT).

Posteriormente, as larvas foram aclimatadas por 24h em béqueres de 1L e submetidas
a aeracdo sob temperatura controlada (22,5 + 0,1 °C). O alimento fornecido foi uma dieta
composta por Monoraphidium sp. As algas foram cultivadas em laboratorio, em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, em meio ASM-1 (Gorham et al., 1964). Os frascos foram mantidos
em incubadora (24 a 26° C) num ciclo dia:noite de 14:10 h e intensidade luminosa de 2000
lux. A concentragdo das algas para alimentagdo foi de 1,5 x 10* céls.mL™* uma vez ao dia. A
temperatura da sala manteve-se constante durante os experimentos (22,0+1,0 °C).

3.2.5. Delineamento experimental

Primeiramente foi realizada a quantificacdo da densidade larval das concentracdes
teste (CT) aclimatadas. No momento do teste estas foram inseridas nos tanques e
homogeneizadas através de agitacdo circular. O volume de &gua utilizado em cada teste foi de
145 L (1L (CT) + 144L (agua bruta ou deionizada)). As réplicas da concentracao teste (CT)
foram expostas a radiacdo ultravioleta em diversas dosagens no intervalo de 200 a 800
mWs/cm?. Para obtencdo das dosagens teste trabalhou-se com as vazdes de 1400, 2000, 2400,
3500 e 4200L/h o que representa, respectivamente, o tempo de retencdo de aproximadamente
6, 4, 2,5 e 2 minutos. Realizaram-se 0s experimentos de exposi¢cdo com dois tipos de agua
(deionizada e bruta), seis réplicas em cada dosagem e o controle, totalizando 72 amostras.
Como controle do experimento as amostras CT circulavam no sistema na estacdo piloto com a
as mesmas condicdes dos experimentos, mas sem a exposicao a radiacdo UV.

Apos a exposicdo a radiacdo UV nos diferentes tempos e vazes, a dgua resultante foi
refiltrada em rede de plancton de 30 pum, concentrada a 100 mL e levada ao microscopio
estereoscopico. Para este procedimento foram utilizadas redes de coleta diferentes daquelas
utilizadas para a coleta das amostras, com a finalidade de evitar a contaminagdo das amostras
com larvas vivas que pudessem estar presas a malha. No microscopio estereoscéopico foi
avaliada a viabilidade larval e as larvas foram pipetadas uma a uma para a quantificacdo do
namero de individuos mortos.

Os critérios definidos para a avaliagdo da letalidade neste trabalho foram a falta de
movimentos, a adugéo valvar e a auséncia dos batimentos do estilete cristalino, apds estimulo
mecanico. Esta avaliagéo foi realizada apos 1h do término do experimento.

3.2.6. Analises Ecotoxicoldgicas
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Nos ensaios de toxicidade cronica na agua residual, as amostras foram diluidas a 25%,
50%, 100%, utilizaram-se individuos testes de trés niveis troficos e a metodologia utilizada
seguiu a norma adequada a espécie tratada. Para o teste de toxicidade crénica de curta duracao
com peixes Pimephales promelas, seguiu-se a ABNT15499-2007; para o teste de toxicidade
cronica com crustaceos Ceriodaphinia dubia, foi usada a NBR13373-2005; para o teste de
toxicidade cronica com ensaio de crescimento algdceo com Selenastrum capricornutum, foi
usada a NBR 12648. Os ensaios foram repetidos em cada dosagem e o controle.
3.2.7. Analise de dados

Por meio da andlise de correlagdo (Pearson), com nivel de significancia de 95%
p=0,05, foram analisados os tratamentos com diferentes dosagens de radiagdo UV e o0s
parametros fisicos e quimicos (pH, turbidez, dureza, s6lidos suspensos) da agua (deionizada
ou bruta) em relacdo a mortalidade. O célculo da dosagem letal (DL50) foi realizado por meio

de andlise de regressdo com o software SPSS13.1.

3.3. Resultados e discussao
3.3.1. Pré-teste de resisténcia larval

Os valores médios de sobrevivéncia larval no pré-teste foram de 98%. A resisténcia
das larvas possibilitou o delineamento, com seguranca, dos testes de exposi¢do de larvas a
radiacdo ultravioleta, com a utilizacdo de agua deionizada. Os pré-testes mostraram que ndo

houve mortalidade larval pelo tipo de agua na auséncia de nutrientes e sais.

3.3.2. Experimentos

A concentracdo média de larvas utilizadas em cada teste foi de 87000 ind/L.

Os valores das varidveis de qualidade da &gua bruta utilizadas nos testes de exposi¢ao
de larvas de mexilh@o dourado a radiacdo ultravioleta e os padrdes definidos pelo CONAMA
357/2005 para avaliacdo da qualidade das é&guas brutas superficiais encontram-se
discriminados na Tabela 1. Segundo essa resolugdo, os parametros pH e turbidez
apresentaram condi¢do de qualidade compativel com a Classe 1. Com relacdo a dureza
observa-se, pela Tabela 1, que seus valores ndo ultrapassaram 25 mgCaCOgs/L, em todos 0s
testes, sendo portanto considerada uma agua mole, representando valores usualmente
encontrados nas agua superficiais (Esteves,1988). Os valores das variaveis de qualidade da

agua deionizadas utilizada constam na tabela 2.
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A Tabela 3 apresenta as dosagens calculadas nos testes de exposicéo a radiacdo UV e
foram respectivamente de 781, 547, 456, 313 e 260 mWs/cm®.

Os resultados da mortalidade média de cada experimento estdo apresentados na Tabela
3 e a mortalidade média percentual das larvas na Tabela 4. A maior taxa de mortalidade larval
ocorreu a uma dosagem de 781 mWs/cm?.

As mortalidades percentuais das larvas de mexilhdo dourado, para dosagens em torno
de 781 mWs/cm? tanto com agua deionizada (99%) como com &gua bruta (90%) (Tabelas 4 e
Figura 3), corroboram com o trabalho de Wright et al. (1997) cuja eficiéncia da radiacéo
ultravioleta no controle de D. polymorpha em laboratério atingiu percentuais semelhantes aos
90%. Uma vez que a exposicdo de radiacdo ultravioleta provoca 100% de reducdo do
assentamento de cracas e outras formas de larvas em tubos transparentes por onde circula a
agua salgada. E pertinente supor que, nos casos de agua doce, a eficiéncia seja maior, pois ha
uma quantidade menor de minerais que absorvem a radiacdo (Chalker-Scott et al., 1994). Por
outro lado, as flutuagBes nos percentuais de mortalidade para agua bruta nas dosagens de 260
e 313 mWs/cm? podem estar associadas as diferencas da qualidade da agua a cada dia de
experimento, parametros nos quais poderiam influenciar nas condi¢cdes dos testes segundo
Gongalves et al. (2003).

Os resultados obtidos na andlise de correlagdo (Tabela 5) indicam a existéncia de
associacOes diferenciadas entre as variaveis ambientais com a dosagem e a mortalidade das
larvas de L. fortunei, demonstrando valores de correlacdo negativa com a turbidez (r= -0,533;
p=0,002) e o pH (r= -0,512, p=0,004). Com relacao a turbidez, a presenca de particulas em
suspensdo e substancias dissolvidas pode interferir na transmissdo da luz ultravioleta,
influenciando a acdo da radiacdo UV (Daniel, 2001). Este aumento da turbidez pode ser
causado por material em suspensdo, tais como particulas pequenas, matéria fecal ou col6ides
(particulas de argila), as quais podem refletir ou absorver a radiacdo ultravioleta (UV),
diminuindo a eficécia da desinfeccdo (Burch; Thomas, 1998). O pH baixo afeta a solubilidade
dos metais, de carbonatos e de sélidos em suspensdo, que podem proteger 0s organismos da
radiacdo UV, reduzindo assim a eficiéncia do tratamento (Gongalves et al., 2003).

No experimento de exposi¢do a radiacdo UV, a regressdo entre a mortalidade média de
larvas de mexilhdo dourado e a dosagem, demonstrou que 52,85% da mortalidade esta
relacionada ao aumento da dosagem. A equacéo de regressao e o coeficiente de determinacédo
apresentam-se na Figura 4. O valor de DLs, (limite de confianca: 95%) obtido por anélise de
regressdo foi de 324mWs/cm?, que corresponde a dosagem letal necesséria para causar a
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mortalidade de 50% das larvas de mexilhdo dourado nos testes na unidade piloto. Esta
dosagem foi superior as dosagens utilizadas para a inativacéo de bactérias para desinfeccao da
agua (Lobo et al., 2009). Sendo assim, a dosagem de radiacdo ultravioleta aplicada para
eliminar as larvas do mexilhdo dourado, quando aplicada em tubulacGes de agua potavel,
poderia também atuar no tratamento da qualidade da &gua e diminuir 0s insumos no
tratamento tradicional.

Na agua residual dos experimentos de exposicdo a radiacdo ultravioleta foram
realizados ensaios ecotoxicologicos de avaliacdo da Toxicidade Crdnica com 0s organismos
teste Pimephales promelas, Ceriodaphnia dubia e Selenastrum capricornutum, a fim de
detectar a presenca de subprodutos que poderiam gerar toxicidade aos organismos de
diferentes niveis troficos. Os resultados dos ensaios de toxicidade realizados nas aguas
residuais dos testes de exposicdo a radiacdo UV estdo apresentados nas tabelas 6 a 11 e ndo
demonstraram toxicidade residual.

O controle das larvas com o uso de radiacdo UV atende a resolucdo CONAMA 357
(2005), a qual estabelece que a toxicidade do corpo hidrico receptor ndo deve ser alterada
apos o lancamento de efluentes e aguas residuais de atividades humanas. Segundo Wright;
Cairns (1998) nos seus estudos observou que o processo de desinfec¢do de d&gua com radiacao
ultravioleta ocasionou uma minima geracdo de subprodutos, o que a qualificou como uma
técnica limpa com baixos riscos a saude, ndo promovendo a formacdo de subprodutos

mutagénicos ou carcinogénicos, nas condi¢des testadas.

3.4. Considerac0es Finais

Os resultados do trabalho demonstraram que a radiagdo UV apresenta grande
eficiéncia no controle das larvas de mexilhdo dourado, sendo que a mortalidade instantanea
das larvas aproximou-se dos 100% nas condicGes do teste com a dosagem de 781mWs/cm? e
apresentando DLs, de 324 mWs/cm?.

O experimento em bancada permitiu observar a dosagem étima de radiacdo UV e a
influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas das aguas testadas nos resultados da
mortalidade das larvas.

Para um controle de larvas em unidades de maior porte, recomenda-se a implantacéo
de sistemas que permitam uma maior flexibilidade na poténcia dos equipamentos emissores
de UV para que seu uso possa manter a eficiéncia pretendida com diferentes qualidades de

agua bruta.
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Tabela 1: Qualidade da 4gua bruta utilizada a cada teste nos experimentos de bancada.
Condicéo de Qualidade segundo CONAMA 357/2005 para classe 1 (C1).

método

med Max Min dpad CONAMA 357

Dureza (mgCaCOa4/L) Complexometriacom EDTA 234 251 151 1,9 -
pH Potenciométrico 68 71 6,7 01 C1
Sélidos Suspensos Totais (mg/L?) Gravimetria 38 140 ND* 48 -
Turbidez (NTU) Nefelometria 180 328 66 98 C1
*N&o detectado-<0,001mg/L
Tabela 2: Qualidade da 4gua deionizada utilizada nos experimentos de bancada.
método teor
Dureza (mg.CaCOs/L) Complexometria com EDTA <5,0
pH Potenciométrico 6,5
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) Gravimetria ND
Turbidez (NTU) Nefelometria 0,5

*N&o detectado-<0,001mg/L

Tabela 3: Célculo da dosagem de radiacdo ultravioleta; mortalidade larval percentual média
em agua deionizada (AD) e agua bruta (AB) das larvas de Limnoperna fortunei resultante em
cada experimento na unidade piloto.

Vazao Tempo Dosagem AD Desvio AB Desvio
(L/h) (min) (mMWs/cm?) (%) padréo (%) padréo
1400 06:05 781 99,5 0,56 90,9 5,53
2000 04:15 547 95,1 2,74 68,0 57,17
2400 03:38 456 90,0 2,98 79,1 7,15
3500 02:37 313 88,9 5,92 29,3 3,62
4200 02:05 260 67,7 4,56 53,1 21,37
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Tabela 4. Mortalidade percentual das larvas de mexilhdo dourado apds exposicdo a

radiacdo ultravioleta em agua deionizada (AD) e agua bruta (AB).

Dosagem Mortalidade (AD) Mortalidade (AB)
(mWs/cm?) (%) (%)
Controle 2 0
Controle 0 1
Controle 0 0
Controle 0 0
Controle 0 0
Controle 0 0
781 100 93,0
781 98,5 84,0
781 99,7 100
781 99,4 87,5
781 99,7 88,8
781 100 92,0
547 94,0 70,8
547 98,6 78,2
547 91,8 66,7
547 97,3 88,0
547 92,5 43,7
547 96,2 60,7
456 89,0 78,4
456 87,0 89,5
456 93,0 82,8
456 88,6 69,8
456 88,5 81,4
456 93,7 72,7
313 77,3 27,8
313 93,7 34,3
313 90,4 24,7
313 91,7 32,7
313 91,5 29,1
313 89,0 26,9
260 62,1 51,9
260 65,0 30,3
260 66,0 60,1
260 67,7 65,3
260 75,0 83,4
260 70,6 21,7
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Tabela 5: CorrelagGes (Pearson) entre a dosagem da radiacdo ultravioleta, mortalidade das

larvas do mexilhdo dourado e variaveis de qualidade da agua bruta. Dosagem (DOS), Dureza
(DUR), pH, Solidos suspensos (SSP), Turbidez (TUR), Mortalidade (MOR).

D DUR pH SSP TUR
MOR Pearson
Correlation 0,721 0,118 -0,512" | -0,417" | -0,533"
Sig. (2-tailed) 0,001 0,533 0,004 0,022 0,002

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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Figura 4: Equacdo de regressdo e coeficiente de determinacdo entre a mortalidade
larval de mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), em diferentes dosagens
(mWs/cm?) de exposicdo a radiacdo ultravioleta em &gua bruta com turbidez méxima de

22NUT.



Tabela 6: Resultados do Teste de ecotoxicidade grupo controle.
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Relatério de Toxicidade Toxicidade Toxicidade
ensaio Pimephales promelas Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum
Controle Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
25% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
50% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
100% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito

Tabela 7. Resultados do Teste de ecotoxicidade na dosagem 781 mWs/cm?.

Relatério de Toxicidade Toxicidade Toxicidade
ensaio Pimephales promelas Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum
Controle Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
25% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
50% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
100% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito

Tabela 8. Resultados do Teste de ecotoxicidade na dosagem 547 mWs/cm?.

Relatério de Toxicidade Toxicidade Toxicidade
ensaio Pimephales promelas Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum
Controle Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
25% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
50% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
100% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito

Tabela 9. Resultados do Teste de ecotoxicidade na dosagem 456 mWs/cm>.

Relatério de Toxicidade Toxicidade Toxicidade
ensaio Pimephales promelas Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum
Controle Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
25% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
50% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
100% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito

Tabela 10. Resultados do Teste de ecotoxicidade na dosagem 313 mWs/cm?.

Relatério de Toxicidade Toxicidade Toxicidade
ensaio Pimephales promelas Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum
Controle Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
25% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
50% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
100% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito

Tabela 11. Resultados do Teste de ecotoxicidade na dosagem 260 mWs/cm?.

Relatério de Toxicidade Toxicidade Toxicidade
ensaio Pimephales promelas Ceriodaphnia dubia Selenastrum capricornutum
Controle Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
25% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito
50% Nenhum efeito Nenhum efeito Nenhum efeito

100% Nenhum efeito

Nenhum efeito

Nenhum efeito
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4. Controle das larvas de Limnoperna fortunei atraves da radiacdo ultravioleta e seus
efeitos sobre a liberacé@o e remocédo de microscistinas em Microcystis aeruginosa-Artigo
2-

Cintia Pinheiro dos Santos®, Maria Teresa Raya Rodriguez', Maria Cristina D.

Mansur!, Vanessa Gazulha®

! Centro de Ecologia- CENECO,? Instituto de Pesquisas Hidraulicas, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul- UFRGS.Av. Bento Gongalves, 9500. Porto Alegre, RS, Brasil.

Resumo

O mexilhdo dourado Limnoperna fortunei (Dunker 1857), invasor introduzido na
Ameérica do Sul desde 1991, tem causado impactos ecoldgicos, tornando-se uma preocupacao
ambiental. Além de ameacar a biodiversidade, tornou-se um problema econémico, causando a
obstrucdo dos encanamentos e trocadores de calor das estacdes de tratamento de agua e
indUstrias que utilizam &gua bruta para resfriamento. As estacBes de tratamento, além de
enfrentarem o problema do mexilhdo, defrontam-se também com o problema das floracGes de
cianobactérias. O objetivo do presente estudo foi determinar o efeito da radiacdo ultravioleta,
usada no controle das larvas de L. fortunei sobre cianobactérias e cianotoxinas presentes na
agua.bruta Os experimentos foram realizados em uma unidade piloto, onde as larvas do
mexilhdo e cianobactéria Microcystis aeruginosa, produtora de microcistina, foram expostas a
radiagdes UV com intensidades de 75W em diferentes dosagens. A analise quantitativa foi
realizada em camara de Sedgewick-Rafter e a concentracdo de microcistina na agua foi
efetuada através do metodo ELISA (Enzyme -Linked ImmunoSsorbent Assay). Os resultados
obtidos nas condigdes testadas demonstraram-se satisfatorios no controle das larvas de
mexilhdo e ndo promoveram a lise das células de M. aeruginosa com a conseqiente liberacéo

de microcistinas para 0 ambiente.

Palavras-chave: controle de larvas, Limnoperma fortunei, UV, cianotoxinas.
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Abstract

The golden mussel, an invasive freshwater bivalve, introduced in South America since
1991, has caused ecological impacts raising environmental concerns. In addition to
threatening the biodiversity, it became an economic problem, causing the obstruction of pipes
and heat exchangers for water treatment plants and industries that use raw water for cooling.
The treatment plants in addition to confront the problem of macrofouling caused by the
mussels, are also faced with the problem of algal blooms of cyanobacteria. An alternative for
the control of larvae of the golden mussel and removal of cyanobacteria, would be the use of
ultraviolet radiation, considered a clean technology. The experiments were performed in a
pilot plant where the larvae of the mussels were subjected to known doses of UV, water flows
under different stock, with time of exposure and water quality test known. The same
conditions tested for the mussels were used in experiments with cyanobacteria. The larvae and
water for the experiment were obtained in Lake Guaiba, Porto Alegre, Brazil. The
cyanobacteria Microcystis aeruginosa, producing microcystins, was grown in the laboratory.
The preliminary results showed it is satisfactory in controlling larvae of mussels, but not
promoted the lysis of cells of M. aeruginosa and consequent release of microcystins in the
conditions tested.

Keywords: larvae control, Limnoperna fortunei, UV, cianotoxins.
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4.1.INTRODUCAO

As espécies exdticas e as floragdes de algas toxicas sdo nocivas aos ecossistemas
aquaticos, tornado-se uma grave ameaca a qualidade da &gua. Uma espécie exdtica no
ecossistema pode acarretar drasticas alteragdes ambientais como eliminacdo de espécies
nativas, perda de microhabitat, competicdo e desequilibrio na cadeia alimentar, alteracfes

populacionais e de comunidades (LODGE, 1993).

O bivalve invasor Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) (Bivalvia, Mytilidae),
conhecido como mexilhdo dourado, origindrio do sudeste asiatico foi introduzido em
ecossistemas aquaticos continentais do sul da América do Sul, no inicio da década de 1990. O
primeiro registro ocorreu no Rio da Prata (Argentina), (PASTORINO et al., 1993). Em fins de
1998 e inicio de 1999, sua presenca foi constatada, pela primeira vez, nas aguas do Lago
Guaiba, Porto Alegre, Rio Grande do Sul (MANSUR et al.,1999). Atualmente, esta espécie
invasora encontra-se distribuida pela América do Sul, sendo encontrada na Argentina,
Bolivia, no Uruguai, Paraguai e Brasil (SYLVESTER et al., 2005).

Acredita-se que o mexilhdo dourado tenha sido introduzido no Rio Grande do Sul,
acidentalmente, por agua de lastro, através de uma contaminacdo secundaria por navios
argentinos (MANSUR et al., 2003). Através de seu crescimento descontrolado, sua alta
capacidade reprodutiva (Morton, 1996), pela falta de predadores eficazes (DARRIGRAN et
al., 2003), e a facilidade de incrustacdo nos cascos de embarcacOes através do bisso
(DARRIGRAN; DAMBORENEA, 2006), vem se multiplicando e dispersando-se pelo estado
através das bacias hidrograficas provocando impactos ambientais e econémicos.

Os impactos econémicos do mexilhdo dourado desde sua invasdo na América do Sul
tém sido documentados por diversos trabalhos (DARRIGRAN; DRAGO, 2000, MANSUR et
al., 2004, BRUGNOLI et al., 2005). O maior prejuizo financeiro da invasdo do mexilhdo
dourado vem se constatando junto as hidrelétricas, captadoras de agua, grades e encanamentos
de estacOes de abastecimento de agua e refrigeracdo de industrias. No Brasil, Uruguali,
Paraguai, na Argentina e Bolivia, muitas inddstrias comecaram a apresentar problemas de
entupimentos associados as incrustagdes de mexilhdo dourado (BOLTOVSKOY et al., 2006).

O processo de eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos favorecido pelo
enriquecimento de nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio, é reconhecido como a
principal causa do aumento da frequéncia e intensidade das floragcbes de microalgas ou
cianobactérias. As floragdes, conhecidas também como blooms, sdo eventos de multiplicacéo
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e acumulacdo de microalgas ou cianobactérias nos corpos hidricos, que podem durar de
algumas horas ao longo do dia a meses (CEBALLOS et al., 2006).

As cianotoxinas estdo presentes principalmente no interior das células, e sdo liberadas
na lise celular, que ocorre principalmente por senescéncia natural. O tipo mais comum de
intoxicagdo envolvendo cianobactérias é ocasionado pelas toxinas de mecanismo
hepatotoxico, as hepatotoxinas. As hepatotoxinas tém a ocorréncia mais ampla e sdo as mais
estudadas (SIVONEN; JONES, 1999). Dentre as hepatotoxinas, destacam-se as microcistinas,
produzidas por diversos géneros incluindo Microcystis, Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Anabaenopsis, Nostoc e Hapalosiphon (CARMICHAEL, 1992). A exposicéo
cronica a doses ndo letais destas hepatotoxinas pode causar tumores no figado, e
conseqiientemente, trazer sérios danos a seres humanos e animais (FALCONER, 1991,
CARMICHAEL, 1992).

A remocdo de cianobactérias e cianotoxinas é complexa. Os processos de tratamento
mais comumente utilizados no Brasil, na sua vasta maioria baseados em seqiiéncia de
tratamento envolvendo a coagulacdo quimica, com particular predominéncia do tratamento
convencional, ndo sdo eficientes na remocdo de cianotoxinas, e para serem eficientes na
remocdo de células viaveis de cianobactérias necessitam de bom controle operacional. Os
processos mais efetivos para remogdo de cianotoxinas ndo sdo comuns na maioria dos
municipios brasileiros e sdo também bastante exigentes com rela¢do ao controle operacional.
Dessa forma, fica clara a necessidade de melhoria nos projetos e na operacdo de estacbes de
tratamento de dgua, mas, ao mesmo tempo, verifica-se o papel preponderante e fundamental
das acOes preventivas para evitar-se a ocorréncia de floracdes de cianobactérias toxicas
(BRASIL, 2003).

Os métodos de filtracdo rapida e filtracdo lenta ndo sdo eficientes na remocéo das
células de cianobactérias, e podem causar a lise das células no filtro e liberacdo das
cianotoxinas na agua. A Portaria 518/04 do Ministério da Saude exige 0 monitoramento de
cianobactérias e cianotoxinas na agua tratada para abastecimento publico. O valor maximo
permitido (VMP) para microcistinas na agua tratada é de 1 pg L™ Diversos estudos tém
mostrado que a cloragcdo é um método ineficiente na remogéo de cianotoxinas, além disso
apresenta a desvantagem da geracdo de subprodutos toxicos (HOEGER, 2000). A adsorcéo
via carvao ativado granular ou carvao ativado em po, e a 0zoniza¢do podem ser métodos mais
eficientes (ROSITANO et al., 1998, HOEGER et al., 2002).
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A radiacdo ultravioleta (UV) é uma técnica antiga bastante utilizada para acéo
bactericida e germicida. A acdo da radiacdo UV é conhecida pela sua alta capacidade de
destruicdo microbiologica, letal para diversos organismos. Seu alvo de destruicdo é o material
genético (&cidos nucléicos). Quando a luz UV penetra na célula e é absorvida pelo acido
nucléico, provoca alteracdes da informacdo genética, incapacitando a reproducdo da célula
(STANIER,1985).

O processo de desinfeccdo com radiacdo UV possui uma minima geracdo de
subprodutos (DANIEL, 2001), sendo conhecida por ser uma técnica limpa com baixos riscos
a salde, ndo tendo sido identificada a formacdo de subprodutos mutagénicos ou
carcinogénicos (WRIGHT; CAIRNS,1998). A radiacdo ultravioleta é conhecida por sua
habilidade de destruir microorganismos como virus, bactérias, fungos, algas e protozoarios.
Quando penetra no corpo dos microrganismos, provoca alteracdes letais e irreversiveis, como
alteracdo do codigo genético, e impossibilita a reproducdo. O comprimento de onda ideal de
radiacdo para inativacdo do DNA/RNA (material genético) dos microrganismos situa-se entre
250 - 270 nm, o mercdrio da lampada emite principalmente 254 nm (GONCALVES et al.,
2003).

A intensidade de luz que atinge efetivamente os organismos é afetada pela turbidez da
agua, pela temperatura e pelos depdsitos de material particulado que se acumulam sobre a
lampada. De forma geral a aménia, os nitratos e nitritos, alem da DBO, ndo afetam a radiac&o;
a dureza da agua pode levar a precipitacdo de sais sobre a lampada; o ferro e os acidos
himicos absorvem a radiacdo havendo necessidade de controle; o pH afeta a solubilidade dos
metais e carbonatos e os sélidos em suspensdo reduzem o efeito da radiacdo diminuindo a
eficiéncia do tratamento. A turbidez da agua interfere diretamente no processo de desinfeccéo,
quanto maior a turbidez maior o consumo de radiacdo UV (SOUZA et al., 2000).

HOMAN (1991) em seu estudo de constatou que a radiacdo ultravioleta tem
provocado 100% de reducdo do assentamento de cracas. A radiacdo UV foi eficiente na
diminuicdo para outras formas de larvas, em agua salgada, circulando em tubos transparentes
(VIITASALDO et al, 2005). Acredita-se que nos casos de agua doce, a eficiéncia seja maior,
pois hd uma quantidade menor de minerais que absorvem a radiacdo (CHALKER-SCOTT et
al.,1994) .

Diversos métodos de controle populacional do mexilh&o zebra, Dreissena polymorpha
(PALLAS, 1771) foram desenvolvidos: filtragdo mecénica, ultravioleta, protecdo catddica de
superficies, ultrassom, didxido de cloro, oz6nio, entre outros (CLAUDI; MACKIE, 1994).



60

Apesar de serem espécies de familias distintas, o0 mexilhdo dourado e o mexilhdo zebra,
apresentam caracteristicas em comum, como o bisso e vivem em ambiente de agua doce.
Existem trabalhos ja realizados com utilizacdo de UV no controle de Dreissena (CHALKER-
SCOTT et al., 1994) muito eficientes. Os estudos de HOMAN (1991) em laboratorio
mostraram, que o mexilhdo zebra submetido & radiacdo UV-B tem sua atividade de
assentamento reduzida, e por um certo intervalo de tempo param de se movimentar. Testes
com diferentes faixas de radiacdo UV verificaram uma mortalidade de 100% em uma
exposicdo de 254 nm num intervalo de 60-240 segundos (WRIGHT et al., 1997). Como o UV
é eficiente no controle das larvas de mexilhdo dourado com dosagens no intervalo de 200 a
800 mWs/cm? (SANTOS et al, 2011), o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da
radiacdo ultravioleta, usada no controle das larvas de L. fortunei, sobre cianobactérias e

cianotoxinas presentes na dgua bruta.

4.2. METODOLOGIA

Para avaliar os efeitos da radiacdo ultravioleta, usada no controle das larvas de
mexilhdo dourado sobre as células de M. aeruginosa, realizaram-se experimentos observando
as seguintes variaveis: concentracdes conhecidas de larvas de L. fortunei e concentracdo

celular de M. aeruginosa e exposicao a diferentes dosagens de radiacédo UV.

4.2.1.Coleta de larvas para os experimentos
As amostras de larvas foram obtidas no lago Guaiba, municipio de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil. Procedeu-se a filtragem de 1m® de agua, em rede de plancton de 30

um, com auxilio de uma bomba de suc¢do e concentradas em amostras de 100mL.

4.2.2.Cultivo de Microcystis aeruginosa

A cepa toxica M. aeruginosa (NPLJ-4) foi fornecida pelo Laboratdrio de Ecofisiologia
e Toxicologia de Cianobactérias/UFRJ. Estas foram cultivadas em laborat6rio, em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, em meio ASM-1(Gorham et al.,1964), mantidos em incubadora (24 a

26° C) num ciclo dia:noite de 14:10 h e intensidade luminosa de 2000 lux.

4.2.3. Quantificacdo da densidade larval (veliger) e densidade celularde M. aeruginosa.
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A quantificacdo das larvas de L. fortunei foi realizada com auxilio de
estereomicroscopio e placa de contagem, seguiu-se a metodologia de Santos et al. (2011). A
analise quantitativa de M. aeruginosa foi realizada em cadmara de contagem de Sedgewick-

Rafter (Apha, 2005) em microscopio optico.

4.2.4. Experimento

As amostras quantificadas de larvas de L. fortunei e de M. aeruginosa foram inseridas
nos tanques com A&gua deionizada e homogeneizadas através de agitacdo circular. O
experimento foi realizado em unidade piloto com lampadas ultravioleta (UV-C modelo Nat
7501) com intensidade de 75W (Fig.1). Nos experimentos foram utilizados 147L (146L+ 1L
(CT- concentracdo teste)), CT (Larvas)- concentracdo foi 50 ind.L™; CT (Microscystis)-
concentracdo inicial- 2x10%:céls.mL™. As dosagens calculadas segundo Santos et al. (2011)
variaram aproximadamente de 0 a 16000 mWs/cm? (313, 456, 547, 781, 1936, 3872, 5809,
7745, 9681 e 15490 mWs/cm?) com diferentes tempo de retencéo e vazdes na unidade piloto.

Entrada de
Células emissoras de UV "|0ru"|
T'mque 14[=—‘ Tanque 2
Bomln
Amostrador " 2 -
Recncul’u,ao
Valvula de
Controle i
Valvula de
Bloqueio

Figura 1: Desenho esquematico da unidade piloto

4.2.5. Efeitos avaliados no experimento

Ap0s exposicdo a radiacdo ultravioleta: as larvas foram observadas e pipetadas uma a
uma para quantificacdo e avaliagdo da sua viabilidade; os critérios de letalidade observados
foram: a falta de movimentos, aducdo valvar e batimentos do estilete cristalino, apos estimulo
mecanico;

As células de M. aeruginosa foram quantificadas no microscopio Optico e observadas
para verificar a ocorréncia de lise celular. A analise quantitativa foi realizada em camara de
contagem de Sedgewick-Rafter (Apha, 2005).
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4.2.6. Andlise de Toxinas

Como acompanhamento final dos testes quantificou-se a concentragdo de
microcistinas (MC-LR). A concentracdo das microcistinas na agua foi realizada através do
método ELISA (Enzyme -Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando-se kit Beacon. A faixa

de deteccdo do método é de 0,1 a 2,0 pg L™

4.2.7. Avaliacdo dos efeitos da radiacdo UV no crescimento de M. aeruginosa

Para avaliar os possiveis efeitos da radiacdo UV sobre o crescimento M. aeruginosa
(danos do DNA), as amostras de cianobactérias submetidas as diferentes dosagens de UV
(380 a 781 mWs/cm?) e uma amostra controle (sem exposi¢do) foram mantidas em
incubadora (25°C) durante 26 dias para acompanhamento do crescimento populacional. A
concentracdo celular de M. aeruginosa foi avaliada no dia da inoculacéo e depois de 7, 9 e 26
dias de incubagéo sob condigdes controladas (T= 24°C; ciclo dia noite 14h:10h; 2000 lux). A
andlise quantitativa foi realizada em cdmara de Sedgewick-Rafter.

4.2.8. Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a Analises de Variancia (One-way ANOVA)
para detectar diferencas significativas (o= 0,05) entre os tratamentos utilizados. O teste de
Tukey foi aplicado apds a confirmagdo da normalidade dos dados através do teste de

Kolmogorov-Smirnov (KS) (o= 0,05).

4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A radiacdo ultravioleta ndo promoveu a lise celular e nem a conseqliente liberagcdo das
microcistinas na &gua nas condi¢Bes experimentais testadas. Nos experimentos de radiacdo
UV em L. fortunei foi observado que dosagens de aproximadamente 547 a 781 mWs/cmz2 que
levaram a mortalidade de 95 a 100% das larvas (Santos et al., 2011). Nessas dosagens as
variagcOes observadas na densidade celular antes e logo apds a exposi¢éo (Figura 2), ndo foram
significativas (p>0,001). As variacOes na densidade celular na dosagem de 547 mWs/cm?
estdo relacionadas a incerteza do método de contagem MULLER et al (2010), mas néo
influenciou no resultado final. Desta forma, a radiacdo ultravioleta ndo foi eficiente na

remocdo de células da cianobactéria. Estes dados corroboram com o trabalho de Ding et al.
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(2010) onde foram aplicadas doses de 0 a 2500mJ/cm? e constatou a ineficiéncia do
tratamento para remocao das células de M. aeruginosa.

O estudo realizado por Fijalkwoska e Surosz (2005) com lampadas de intensidades de
5 a 10Wm™, também observaram uma pequena reducdo na densidade do nimero de células
logo apds 30min da exposigao.

| |nicial

18 - Final

1,6 -

14 -
12 -
10 -
08 -
06 -
04 -
02 -
00
313 456 547 781

Radiagdo UV (mWs/cm?)

Microcystis aeruginosa (x 10%cel mL1)

Figura 2: Densidade celular de Microcystis aeruginosa (x 10* céls.mL™, n=3) antes e

depois da exposic¢do a radiacdo ultravioleta nas diferentes dosagens testadas.

A remocdo de microcistinas (MC-LR) variou de 45 a 85 % nas dosagens
testadas (Figura 3). A partir da dosagem de 456 mWs/cm? a remocao foi superior a 65%.
Desta forma, apesar de nédo registrarmos danos significativos nas células de M. aeruginosa, as
microcistinas intracelulares (MC-LR) foram removidas, evidenciando a seguranca do

tratamento conjunto da agua para a remocao de larvas de L. fortunei e de Microcystis toxica.
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Figura 3: Remogdo de MC-LR (ug L™, n=3) de M. aeruginosa em exposicdo &
radiacdo ultravioleta nas diferentes dosagens testadas.

A partir destes resultados, foram realizados experimentos complementares utilizando-
se dosagens de no maximo 16000 mWs/cm? (Figura 4) superiores aquelas utilizadas no
experimento de exposicdo de larvas de L. fortunei (Santos et al., 2011), para verificar se
ocorreria a lise celular da cianobactéria e a liberacdo das microcistinas na agua. Os resultados
mostraram que ndo houve variacdo significativa da densidade celular da cianobactéria ao
término da de exposicdo a radiacdo ultravioleta (p>0,001). No entanto, Alam et al. (2001)
utilizando a dose UV-A de 75mWs/cm? afirmam que esta dose é letal para M. aeruginosa. Os
autores demonstraram que sete dias apds aplicagdo da dose UV de 75 mWs/cm?, quase todas
as células foram destruidas.

Estes dados indicam que a radiagdo UV ndo se mostrou eficiente na remocao de
células (lise celular) de M. aeruginosa, concluindo que o UV néo teve efeito na lise celular e

portanto, ndo levou a liberagdo das microcistinas (intracelulares) na agua.
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Figura 4: Densidade celular de Microcystis aeruginosa (x 10* céls mL™, n=3) em

exposicao a radiagdo UV em diferentes dosagens.

Entretanto, observou-se que a radiagdo UV mostrou-se bastante eficiente em relacéo a
remocdo de microcistinas (MC-LR) (Tabela 1), com percentual minimo de 75,5% para a
dosagem 3872 mWs/cm?, e maximo de 86,7 % para a dosagem de 9681mWs/cm? (Figura 5).
Esses resultados corroboram com outros estudos sobre as doses UV que efetivamente
degradam cianotoxinas (Tsuji et al.,1995; Senogles et al., 2000; Alam et al.,2001; Gajdek et
al.;2004).

Tabela 1: Concentragdo média de microscistinas antes e apds exposi¢éo a radiagdo UV
em diferentes dosagens (1936, 3872,5809,7745,9681,15490 mWs/cm?).

Amostra Dosagem (mWs/cn?) Inicial Microcistina (ng.L™)

Controle 0 15 1,2
1 1936 1,5 0,3
2 3872 1,5 0,4
3 5809 1,5 0,3
4 7745 1,5 0,3
5 9681 1,5 0,2
6 15490 1,5 0,2
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Figura 5: Percentual de remogéo de MC-LR (ug L™, n=3) de M. aeruginosa em
exposicao a radiacdo ultravioleta nas diferentes dosagens testadas (1936, 3872,
5809,7745,9681,15490 mWSs/cm?).

Tsuji et al. (1995) afirmaram que as toxinas sdo facilmente decompostas pela UV com
comprimentos de onda de 254nm, mas a absorcdo maxima das toxinas e a decomposicao
dependem da intensidade da luz. A degradacdo da microcistina LR neste estudo ocorreu com
147pW/cm? de irradiagdo UV durante 10 min, e a toxina foi totalmente decomposta por
2550pW/cm?® UV ap6s 10 min. Senogles et al. (2000) observaram a degradacdo da toxina
cilindrospermopsina em intensidades de UV em torno de 5000 pW/cm? em torno de 14+2min.
Aliado a isto o estudo de Fijalkwoska e Surosz (2005) observaram que apds exposi¢cdo de M.
aeruginosa a UV-B durante 30 min, ocorreu um decréscimo de toxinas nas células. E com o
aumento do tempo de exposi¢do para 2h, a analise dos extratos de cianobactérias suspensos na
agua, ndo foi detectada a presenca de cianotoxinas. Estudos de Gajdek et al. (2004)
demonstraram que a radiacdo UV foi eficiente na degradacao de microcistina —LR, onde o UV
provoca a fotoreacdo e reduziu as taxas de toxinas.

Apls a exposicdo radiacdo ultravioleta observou-se um efeito inibitorio no
crescimento algal nas dosagens acima de 5809 mWs/cm?. Apesar das cianobactérias néo
serem imediatamente lisadas apds o tratamento UV, sua capacidade de proliferacdo a longo
prazo é substancialmente reduzida (Figura 6). Fijalkwoska e Surosz (2005) relatam que o

crescimento € influenciado pela radiacdo UV. O grupo controle de M. aeruginosa colocada
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em cultura durante 12h ap6s exposicdo, tem densidade muito maior do que as expostas a
radiacdo UV. Esta diferenca de densidade vai aumentando ao longo do experimento. Alam et
al. (2001) observou o crescimento algal durante sete dias apds a exposi¢cdo UV verificou que

este € reduzido apds a exposicao.
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Figura 6: Densidade celular de M. aeruginosa, em escala logaritmica (base100), apds
testes de exposi¢do a radiacdo ultravioleta nas diferentes dosagens testadas (1936, 3872, 58009,
7745, 9681, 15490mWs/cm?).

O valor maximo permitido (VMP) para microcistinas na agua tratada é de 1 pg L™
(Portaria 518/04 do Ministério da Salde). O Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) fixa valores para a classificacdo das aguas doces por meio da resolucédo 357/05, e
define seus usos. A classificacdo baseia-se na avaliagdo da qualidade das aguas usando
parametros especificos que permite separar 0s usos preponderantes de cada classe. A portaria
518/2004-MS (Brasil, 2004) estabelece o padrédo de qualidade da agua para consumo humano,
ou seja, da agua potavel, a qual define de forma clara e precisa os Valores Maximos
Permissiveis (VMP) de numerosos parametros para a dgua potavel. Uma vez que ndo ha
formacdo de produtos nocivos no presente estudo, um tratamento de &gua, incluindo a
radiacdo UV € muito possivel para a remoc¢do de microcistinas da agua bruta (Tsuji et al.,
1995).

Em experimentos nas condi¢cBes mais aproximadas da escala real, é aconselhavel

realizar o monitoramento das cianobactérias presentes na agua bruta e das concentracdes de
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cianotoxinas para evitar a contaminacgdo das dguas do tratamento, e assim, riscos a saude e ao

meio ambiente.

4.4,CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se constatar que o controle das larvas de
mexilhdo dourado com radiacdo UV, nas condicdes testadas de até 16000 mWs/cm?, poderia
ser utilizado com segurancga, sem o risco de trazer maiores problemas a qualidade da agua,
como consequiéncia de uma possivel lise celular e liberagdo de microcistinas na agua do
tratamento. Além disso as microscistinas, quando presentes em niveis concentrados, foram
removidas durante o tratamento, indicando que a radiacdo UV para controle de larvas do
mexilhdo dourado pode ser recomendada para pré-tratamento da &gua, mesmo com a presenca

de cianotoxinas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O sistema estudado, baseado na aplicacdo de radiacdo UV, foi eficiente na inativacao
larval de L. fortunei, indicando que as larvas sdo sensiveis a radiacao ultravioleta.

A mortalidade instantanea das larvas aproximou-se dos 100% nas condicGes do teste
com a dosagem de 781mWSs/cm? tanto para 4gua bruta como para a 4gua deionizada.

Neste estudo a mortalidade de 50% das larvas o DLs, foi de 324 mWs/cm?.

O sistema piloto estudado apresentou a mesma performance para todas as situacoes
estudadas, eficiéncia na letalidade das larvas tanto em agua bruta como agua deionizada. Para
todos os ensaios em agua deionizada com tempos de aproximados de 7 minutos, obteve-se
100% de inativacdo das larvas de L. fortunei, independente das caracteristicas de turbidez da
amostra.

O experimento piloto permitiu observar a dosagem Otima de radiacdo UV e a
influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas das aguas testadas nos resultados da
mortalidade das larvas.

Nas condi¢Oes testadas as dosagens ndo provocaram a lise das cianobactérias apos a
exposicao, porém um efeito inibitdrio do crescimento algal.

O estudo de tecnologias limpas podera constituir um importante e eficaz instrumento
de controle de espécies exédticas como L. fortunei, sem riscos de provocar a lise das células da
cianobactérias, liberando microscistinas na agua tratada com radiacéo ultravioleta. Além disso
as microscistinas que estavam em niveis concentrados foram removidas durante o tratamento,
indicando que UV também é recomendavel para pré-tratamento da dgua com presenca de
cianotoxinas

Assim, os resultados obtidos, reafirmam a boa perspectiva do emprego de sistemas de
desinfeccdo baseados na aplicagdo da radiagcdo UV como agente desinfetante, mesmo
aplicados em aguas com cor e turbidez moderadas.

Os resultados do presente trabalho, de um modo geral, poderiam auxiliar na aplicagéo
de tecnologias limpas de controle mais adequados e com isto minimizar prejuizos financeiros
e impactos ambientais maiores do que o do proprio mexilhdo dourado, advindos da aplicacédo
de técnicas indevidas de gestéo.

Finalizando, em complementacdo as justificativas das pesquisas por sistemas
alternativas de desinfecgdo, recomenda-se a elaboracdo de estudos mais abrangentes
referentes a formacdo de subprodutos da desinfeccdo por meio da radiagcdo ultravioleta

principalmente em aplicacGes em aguas com presenca mais elevada de matéria organica.
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