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RESUMO

FloracOes de algas e cianobactérias toxicas em mananciais destinados ao abastecimento humano
tem sido relatado em varios paises nas Gltimas décadas devido aos impactos e agdes do homem
nos mais diversos ecossistemas do planeta. A presenga de linhagens de cianobactérias
produtoras de cianotoxinas tem efeitos negativo nos corpos hidricos em particular nos
destinados ao abastecimento publico devido ao efeito nocivo dessas substancias a saide humana
e de animais. Em geral as cianotoxinas ndo sao removidas pelas tecnologias convencionais de
potabilizacdo de agua. O presente trabalho buscou avaliar a eficiéncia do processo de oxidacdo
avancada com o reagente Fenton na oxidacdo da microcistina-LR de &gua destinada ao
abastecimento publico utilizando as etapas de tratamento convencional de coagulacgéo,
floculacdo e sedimentacdo. A agua de estudo foi preparada com adicdo de cultivo de células
lisadas de Microcystis aeruginosa com agua potavel desclorada. Foram realizadas as etapas de
oxidacgdo, coagulacédo, floculagcdo e sedimentacdo em JarTest programado com tempo de
mistura rapida de 10 s, gradiente de mistura rapida 1000 s, tempo de floculagdo 20 min,
gradiente de floculagdo 30 s e velocidade de sedimentagdo de 1,4 cm.min. Foram testados
diferentes faixas de pH (2,0, 4,5, e 7,0) e diferentes concentragdes do reagente Fenton na
proporcao de 1/3 de H,O/Fe?*. Os resultados obtidos mostraram a oxidagao da microcistina-LR
nos tratamentos com pH 2,0; 4,5; e 7,0. Através da varredura dos ions no espetrdmetro de
massas foi possivel identificar os picos de massa/carga (m/z) dos fragmentos possibilitando a
confirmacéo da oxidacdo através da presenca dos subprodutos da oxidacao. Além disso, apos a
sedimentagdo o reagente Fenton possibilitou a remocao significativa sendo tratamento T2 no
tempo de 15 minutos o melhor por abrangir percentuais de remocao de turbidez 0,07 uT, cor
verdadeira 2,61 uH, COD 7,7 mg.L e MC-LR 0,07 pg.L.

Palavras chave: Reagente Fenton. Microcistina-LR. Coagulacdo/floculacdo. Sedimentacéo.



ABSTRACT

Algal blooms and toxic cyanobacteria in fountains intended for human supply has been reported
in many countries in recent decades due to impacts and human actions in the most diverse
ecosystems on the planet. The presence of lineages of cyanobacteria producing cyanotoxins has
negative effects on water bodies in particular in the intendend to the public supply due to the
harmful effect of these substances on human health and animals. In general, cyanotoxins are
not removed by conventional purifying water technologies. This study aimed to evaluate the
efficiency of advanced oxidation process with the Fenton reagent in the oxidation of
microcystin-LR water for public supply using conventional treatment steps coagulation,
flocculation and sedimentation. The study water was prepared by adding the lysed cell
cultivation Microcystis aeruginosa dechlorinated with potable water. Oxidation steps were
performed, coagulation, flocculation and sedimentation JarTest programmed with rapid mixing
time of 10 s, rapid mixing gradient of 1000 s™, flocculation time 20 min, flocculation gradient
30 st and sedimentation velocity 1,4 cm.mint. Different pH ranges were tested (2,0, 4,5 and
7,0) and different concentrations of the Fenton reagent in the proportion of 1/3 H,O/Fe*. The
obtained results showed the oxidation of microcystin-LR in the treatments with pH 2,0; 4,5;
and 7,0. By scanning the ions in the mass spectrometer it was possible to identify the peaks of
mass/charge (m/z) fragments of enabling confirmation of oxidation by the presence of oxidation
by products. Furthermore, after sedimentation the Fenton reagent enables significant removal
being treatment T2 in time of 15 minutes the best for include percentage removal of turbidity
0,07 uT, true color 2,61 uH, COD 7,7 mg.L and MC-LR 0,07 pg.L.

Keywords: Reagent Fenton. Microcystin-LR. Coagulation/flocculation. Sedimentation.
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1. INTRODUCAO

O aumento das atividades industriais, agricolas e o lancamento de compostos de
nitrogénio e fosforo, nutrientes importantes para os produtores primarios, proveniente de
efluentes domésticos e industriais em reservatorios tem acentuado nos ultimos anos o processo
da eutrofizacdo que afeta ambientes Iénticos e I6ticos ao redor do mundo. A contaminagdo dos
acudes por rejeitos oriundos de atividades antropicas € atualmente um dos maiores fatores de
risco para a saude humana, especialmente em paises em desenvolvimento que apresentam
condicGes precarias de saneamento basico e suprimento de 4gua potavel.

Os acudes (reservatorios do semiarido) se comportam hidraulicamente como ambientes
Iénticos devido ao tempo longo de retencdo de agua. Estes sdo a principal fonte de agua para
abastecimento da populacdo nordestina, sendo grave o fato de, nas Ultimas décadas, terem
recebido acimulo de poluentes devido ao crescimento acelerado da populagdo e consequente
eutrofizacdo passando a apresentarem acumulos ou florescimento frequentes de fitoplancton.

A biomassa fitoplanctdnica é constituida por floracdes ou “blooms” de cianobactérias
e algas junto com macréfitas, que em seu conjunto alteram a qualidade da dgua armazenada
ocasionando prejuizos a biota natural e aos homens e animais que usam essas aguas. A producao
de biotoxinas e de substancias que causam gosto, odor e turbidez, dificulta o tratamento da agua
que deve remover maiores quantidades de material organico o que aumenta 0S custos
operacionais do tratamento da agua por estar contaminada (ESTEVES, 2011; DUAN et al.,
2014).

As floracGes de cianobactérias mais frequentes em reservatorios eutrofizados tornaram-
se um grave problema ambiental e de salde publica principalmente pela producdo de
cianotoxinas. Estas sdo endotoxinas que ficam no interior das células de cianobactérias mas
com a senescéncia e lise das células sdo liberadas ao ambiente aquético e ficam dissolvidas na
agua, seja doce, salgada ou salobra.

A microcistina (MC) é uma hepatotoxina constituida por sete aminoacidos sendo cinco
fixos e dois variaveis, produzida principalmente pela espécie Microcystis aeruginosa. Na
familia das MCs, a microcistina-LR (MC-LR), que apresenta os aminoacidos Leucina e
Arginina, constituem a biotoxina mais comumente encontrada em corpos aquaticos
eutrofizados e tem chamado atencdo mundial nas Gltimas trés decadas (SANTOS et al., 2008;
DAI et al., 2012). No Brasil um caso de grande repercussao aconteceu em 1996 em Caruaru,

no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, e que resultou na morte de 60 pacientes de uma
13



clinica de hemodidlise que usou 4gua contaminada com microcistina-LR (POURIA et al., 1998;
AZEVEDO et al., 2002).

As tecnologias de tratamento de agua que realizam o ciclo completo, referida como
convencional, incluem a coagulacgéo, floculacdo, sedimentacéo, filtracdo em filtro de areia, e
desinfeccdo. Sdo insuficientes para remocdo de micropoluentes orgéanicos como as
microcistinas e outras cianotoxinas dissolvidas na &gua ou as removem de maneira
insatisfatdria, tornando necessario o emprego de técnicas complementares que podem ser
acopladas antes, durante ou ap6s o tratamento de ciclo completo (DI BERNARDO et al., 2005).

Dessa forma, a proliferacdo de algas potencialmente toxigénicas ameaga seriamente a
qualidade da 4gua de abastecimento que pode ndo atingir os padrdes de potabilidade com
grandes riscos a populacao abastecida. Torna-se necessario o uso de tecnologias alternativas
gue otimizem o tratamento completo visando remover as células intactas e seus produtos
metabdlicos. Varias tecnologias estdo em destaque nos ultimos anos como alternativas
eficientes para remocao de compostos organicos e cianotoxinas. As membranas de filtragao, o
carvao ativado em pd ou granulado e os Processos Oxidativos Avancados (POAs) tem se
destacado nos ultimos anos na remocdo/degradacdo de poluentes organicos.

Os POAs constituem tecnologias alternativas para a remocéo eficiente de moléculas
organicas especificas que causam gosto e odor, mutagenicidade e toxicidade como as MC-LR,
tornando-se uma técnica bastante promissora e eficiente para o tratamento de &guas eutrofizada
com presenca de cianotoxinas, poluentes de efluentes organicos com alta estabilidade quimica
ou baixa biodegradabilidade.

Atualmente existe uma diversidade de POAs que séo classificados de acordo com a fase
do catalizador e a presenca ou auséncia de radiacdo UV. No entanto, todos eles sdo baseados
no principio de produzir radicais hidroxila (OH"). A oxidacdo de compostos como a MC-LR
ocorre devido ao potencial de oxidacdo da hidroxila que pode gerar produtos ndo-toxicos, como
CO2 e H20.

E nessa perspectiva que a presente pesquisa busca avaliar em escala de bancada a
eficiéncia de um tipo de Processo Oxidativo Avancado denominado Reagente Fenton seguido
de tratamento convencional (coagulacdo, floculagdo e sedimentacdo) visando a oxidagdo da

microcistina-LR.
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OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a eficiéncia da oxidacdo da Microcistina-LR (MC-LR) da &gua destinada ao
abastecimento publico utilizando um tipo de Processo Oxidativo Avancado (Reagente

Fenton) seguido de coagulacao, floculacdo e sedimentacéo.

2.2  Especificos

e Determinar o melhor pH e tempo de oxidagéo da Microcistina-LR (MC-
LR) no processo de Reacgéo Fenton;

e Identificar a melhor dosagem do Reagente Fenton para o tratamento da
agua em estudo;

e Detectar os fragmentos moleculares remanescentes da oxidagao da MC-
LR;

e Avaliar a capacidade de remocao de cor aparente e verdadeira, turbidez

e carbono organico dissolvido no processo Fenton.

15



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Eutrofizacéo dos corpos hidricos

A &gua € um recurso natural de fundamental importancia para sobrevivéncia e
manutencdo de todos os organismos vivos, bem como para o funcionamento adequado dos
ecossistemas devendo estar disponivel em quantidade e qualidade suficiente para o suprimento
da populagdo humana e de todos os seres vivos. O aumento da populacdo mundial e o
crescimento das atividades agricolas e industriais intensificaram a degradacdo dos corpos
hidricos colocando em risco a disponibilidade e a qualidade dos mesmos. Agua de baixa
qualidade representa um risco a salide humana e dos ecossistemas, limita a produtividade

econbmica, dificulta e aumenta os custos de tratamento (TUNDISI, 2003).

O crescimento demogréafico e a urbanizacdo intensificaram as atividades antrépicas
como a agricultura, a indastria, a mineracao, o descarte de residuos sélidos causando impactos
negativos sobre a qualidade dos recursos hidricos, principalmente dos reservatorios superficiais
destinados ao abastecimento humano. Esgoto sem tratamento ou inadequadamente tratados,
efluentes industriais e agricolas, produtos quimicos como fertilizantes sdo despejados
diretamente em corpos hidricos alterando as caracteristicas fisico-quimicas, bioldgicas e
consequentemente seus usos (ESTEVES, 2011).

O lancamento de cargas pontuais (esgotos sanitarios ou efluentes industriais) ou difusas
(aporte de nutrientes através da drenagem urbana) contribui para o processo de eutrofizacéo
(VON SPERLING, 2005). A eutrofizacdo artificial, ou antrépica, € um tipo de poluicdo que
produz mudancas significativas na qualidade da dgua causando desequilibrio na vida aquética
(REYNOLDS, 2006).

A eutrofizacdo antrdpica € comum em diversos paises devido a ocupacao desordenada
das bacias hidrograficas e a poluicdo antropogénica. A urbanizagdo, a agropecuaria e 0
desmatamento aumentam a carga de nutrientes, especialmente nitrogénio inorganico (nitrato,
nitrito e amonia) e fésforo inorganico (ortofosfato), nos reservatérios, contribuindo para uma
maior ocorréncia do processo de eutrofizacdo em mananciais (COSTA et al., 2009; OLIVER
etal., 2012).
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As principais mudancas ocasionadas em lagos, reservatorios e rios eutrofizados sao: (1)
aumento na produtividade de organismos fotossintetizantes (algas, cianobactérias e macrofitas)
viabilizando o desenvolvimento de espécies nocivas para a comunidade aquatica, muitas das
quais sdo potencialmente tdxicas; (2) deplecdo de oxigénio dissolvido ocasionado pelo
consumo de Oz para degradar a matéria orgénica gerando a morte de peixes e organismos
aerobios; (3) diminuigdo da transparéncia da agua; (4) aumento de substancias que causam
sabor e odor; (5) aumento no uso de produtos quimicos na ETA gerando custo elevado no
tratamento da agua; (6) colmatacdo dos filtros nas estacdes de tratamento de agua diminuindo
as carreiras de filtracdo devido a presenca de algas; (7) perda das qualidades cénicas do corpo
aquatico gerando impactos econdmicos negativos referente aos usos seja para fins recreativos,
lazer, abastecimento, entre outros; (REYNOLDS, 2006; ESTEVES, 2011).

A interacdo de fatores como a alta concentracdes de nutrientes (fésforo e nitrogénio),
radiacdo solar, temperatura elevada, turbidez, pH, salinidade e disponibilidade de carbono
propiciam o desenvolvimento de floragdes ou “Blooms” de algas e cianobactérias que recobrem
grande parte da superficie do corpo aquéatico formando uma camada esverdeada (AZEVEDO
et al., 2002; SANT’ANNA et al., 2008). Os ecossistemas de agua doce tropicais sdo 0s
ambientes apropriados para o desenvolvimento de cianobactérias, pois a maioria das espécies
apresentam melhor crescimento em agua com pH de 6 a 9, temperatura entre 15 e 30 °C e
elevada radiacdo solar (CALIJURI et al., 2006; MOSS et al., 2011).

3.2 Cianobactérias e cianotoxinas

Evidéncias moleculares e quimicas indicam que as cianobactérias produtoras de
oxigénio surgiram na terra ha cerca de 2,7 bilhdes de anos e foram responsaveis pela oxigenacao
do planeta. A producdo de oxigénio molecular (O2) na Terra originalmente anoxica abriu
caminho para a evolucdo das células aerébias que poderiam utilizar o gas oxigénio O, como
aceptor final de elétrons (CODD et al., 2005). O desenvolvimento de organismos superiores,
como as plantas e os animais, ocorreu bilhdes de anos mais tarde, com o aumento da
concentragdo de oxigénio no ambiente gerando a atmosfera com sua composi¢éo quimica atual
de 20% de O, favorecendo o desenvolvimento e predominancia da vida aerobia (WHITTON et
al., 2012; SCHOPF, 2012).
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Cianobactérias, antigamente denominadas cianoficeas ou algas azuis s&o
microrganismos procariontes (desprovidos da membrana que reveste o material genético) que
compreende um grande grupo de fototroficos oxigénicos que apresentam uma diversidade
morfologica e heterogénea e sao classificadas no dominio Bacteria na classificacdo Carl Woese.
Representam um dos principais filos de Bacteria e possuem caracteristicas semelhantes as
bactérias Gram-negativas (CALIJURI et al., 2006; MADIGAN et al., 2012).

As cianobactérias compreendem aproximadamente 150 géneros com mais de 2.000
espécies identificadas podendo ocorrer nos mais diversos ambientes terrestres, agua doce,
salobra ou marinha, habitats extremos como fontes termais, neve e desertos (CHORUS e
BARTHAM, 1999; HITZFELD, 2000). O tamanho celular varia de acordo com a espécie de
0,5-1 um de diametro e células grandes com 40 pum de diametro e as filamentosas com mais de

15 um. As cianobactérias podem apresentar-se unicelular, colonial e filamentosas.

A estrutura da parede celular apresenta peptideoglicano, algumas espécies apresentam
envelope mucilaginoso, ou bainhas, que promovem a associacdo de grupos de células, ou
filamentos. Possuem somente uma variedade de clorofila, clorofila-a, e todas apresentam
pigmentos caracteristicos do tipo biliproteinas, as ficobilinas, que atuam como pigmentos
acessorios durante a realizacdo da fotossintese. As ficocianinas, um tipo de ficobilinas que
possui coloracdo azul, em conjunto com a clorofila-a (verde), sdo responsaveis pela coloracdo
verde-azulada das cianobactérias (CALIJURI et al., 2006; MADIGAN et al.,, 2012;
KRANZLER et al., 2013).

Algumas espécies de cianobactérias podem conter estruturas especiais chamadas
heterocistos que atuam na fixacdo de nitrogénio atmosférico contribuindo para sua adaptacdo
no ambiente. Varias espécies apresentam uma proteina granular chamada cianoficina que é uma
reserva de energia. A cianoficina € um produto de armazenamento de nitrogénio e, quando ele
torna-se deficiente no ambiente, esse polimero é clivado e utilizado como fonte de energia
(WHITTOM et al., 2012; MADIGAN et al., 2012).

O crescimento excessivo de cianobactérias acarreta sérios problemas que afetam a
qualidade do corpo aquatico e seus usos preponderantes. A camada esverdeada que recobre a
superficie do corpo aquatico eutrofizado é constituida por coldnias de cianobactérias aderidas
ao biofilme bacteriano com agregados de diversas células que impede a entrada de luz na coluna

de agua e aumenta os processos de decomposicdo da matéria organica com a consequente
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deplecdo de oxigénio dissolvido que por sua vez causa mortandade de peixes e liberagcdo de
substancias toxicas (DIGNUM et al., 2005; WEIRICH et al., 2014).

Blooms de algas e de cianobactérias sdo encontrados em diversos lagos e rios
mesotroficos, eutroficos e hipereutroficos em todo 0 mundo (LAMBERT et al., 1994; MEREL
et al., 2013). Nos paises tropicais, com mananciais poluidos e exposto a altas temperaturas e
intensa radiagéo solar, apresentam condicdes ideais para o crescimento e desenvolvimento de
cianobactérias que podem proliferar em tais condicdes e ao longo do tempo alterando a
qualidade da agua (MOLICA et al., 2009; SANT’ANNA et al., 2008). No Brasil a ocorréncia
de cepas toxicas de cianobactérias em mananciais destinado ao abastecimento publico ja foram
relatados nos Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parana, Paraiba, Bahia,
Pernambuco e no Distrito Federal. No estado da Paraiba a ocorréncia de cianobactérias nos
reservatorios tem aumentado nos Gltimos anos. Dentre os vinte maiores reservatorios de
abastecimento da Paraiba 3% apresentaram floracdes de cianobactérias no ano de 2006, 20%
em 2007, 45% em 2008 e 62% em 2009 (VASCONCELOS et al., 2011).

O acude Argemiro de Figueiredo (Acaud) € responsavel pelo abastecimento de cerca de
40.000 pessoas sendo o quarto maior reservatorio do estado da Paraiba e apresenta eutrofizado
desde sua construgdo em 2002 até os dias de hoje chegando a ser classificado de eutréfico para
hipereutréfico em 2009 (OLIVEIRA, M.C.N.; CEBALLOS, B.S.0., 2014).

Jardim (2014) e colaboradores verificaram a presenca de sucessivas floracOes de
cianobactérias toxicas entre o periodo de 2008 a 2012 na bacia do Rio Doce, Minas Gerais,
Sudeste do Brasil, com predominio de Cilindrospermopsis raciborskii. MACEDO (2009)
realizou uma investigacdo em vinte reservatorios de abastecimento publico do Estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil. O autor destacou a presenca de floracbes de cianobactérias
potencialmente toxicas na maioria dos reservatérios de abastecimento publico, principalmente
no periodo de seca, com decréscimo de cianobactérias na maioria dos reservatérios durante o

periodo chuvoso.

O tempo e a duracdo de uma floracao de cianobactérias dependem de varios fatores que
podem variar em cada regido. Nas zonas temperadas, os “Blooms” sdo mais proeminentes
durante o final do verao e inicio do outono podendo durar por 2 ou 4 meses. Regides de climas
subtropicais, a temporada de floragdo pode comecar mais cedo e persistem por mais tempo.

Paises como o Japéo, Portugal, Espanha, Africa do Sul e Sul da Australia, as floracées podem
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ocorrer por um periodo de 6 meses ou mais. Em periodos de seca prolongada, em areas tropicais
ou subtropicais do Brasil, China e Austrélia, floracbes de cianobactérias podem ocorrer em
quase todo o0 ano (CHORUS e BARTHAM, 1999; DORR et al., 2010).

A presenca de floragbes de cianobactérias pode ser detectada e monitorada por
diferentes métodos. Um método eficiente é realizar a analise da clorofila-a, um pigmento
fotossintético bésico contido em todos os microrganismos fototroficos que possuem
metabolismo fotossintético oxigénico, ou seja, que na fotossintese produzem e liberam oxigénio
molecular (O2). A quantificacdo da clorofila-a permite estimar de forma aproximada a

densidade de algas e cianobactérias presente no ambiente.

A dominancia de cianobactérias nos corpos aquaticos destinados ao abastecimento
humano compromete 0s usos dessas aguas pelo risco a sadde publica associados aos metabdlitos
secundarios como as cianotoxinas produzidas por esses microrganismos e liberados pelas
células senescentes (FIGUEIREDO, 2004; METCALF et al., 2012; ZEGURA et al., 2011). As
cianotoxinas sdo metabdlitos secundarios das cianobactérias, em sua maioria endotoxinas
potentes que sdo liberadas no meio ambiente com a morte celular e que causam danos na biota
aquatica variando desde intoxicacdo até a morte de animais e seres humanos (CODD et al.,
2005; KARDINAAL et al., 2005; IBELINGS et al., 2007).

As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura quimica e com seu
efeito toxicoldgico. Quimicamente elas podem apresentar peptideos ciclicos, alcal6ides e
lipopolissacarideos. A biotoxicidade podem ser: dermatotdxicos, neurotdxicos ou
hepatotdxicos (CALIJURI et al., 2006; APELDOORN et al., 2007).

As dermatotoxinas sdo lipopolissacarideos integrantes da parede celular de bactérias
Gram-negativas e cianobactérias secretadas por células vivas sendo liberadas em grandes
guantidades apenas quando as células morrem. Quando em contato com a pele pode causar
varios sintomas como irritagdo, vermelhiddo e lesdes da pele, irritagdo dos olhos, conjuntivite,
urticaria, obstrucdo nasal e asma. Quando ingeridas induzem tanto em homens quanto em
animais uma série de efeitos que incluem neutropenia, trombocitopenia, niveis anormais de
glicose e mudangas metabdlicas, como acidose e alcalose (SANT’ANNA et al., 2008; VAN
DER MERWE, 2015).

As neurotoxinas sdo alcaloides carbamatos ou organofosforados que atuam na inibicéo

da transmissao dos impulsos nervosos, provocando a morte por parada respiratéria. Ocorréncias
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em massa de cianobactérias neurotoxicas foram relatados na América do Norte, Europa e
Austrélia, onde elas causaram intoxicagdes em animais (CHORUS e BARTHAM, 1999). Em
bioensaios utilizando camundongos a morte por parada respiratdria ocorre rapidamente dentro
de 2-30 minutos atraves de aplicacdo intraperitonial (CALIJURI et al., 2006). As principais

neurotoxinas mais estudadas sdo: anatoxina-a, anatoxina-a (S) e saxitoxinas.

A anatoxina-a apresenta efeito semelhante ao da acetilcolina sendo responsavel pela
inibicdo da transmissdo nervosa através do bloqueio dos canais de sédio nas células. A
anatoxina-a (S) € um éster organofosforado natural que inibe a colinesterase impedindo a
degradacédo da acetilcolina ligada aos receptores. O "S™ da nomenclatura da anatoxina-a (s)
deriva da excessiva salivagdo viscosa observada em camundongos tratados com esta
cianotoxinas (RODRIGUEZ et al., 2006). A estrutura quimica da anatoxina-a e anatoxina-a (s)

é apresentada na Figura 1.

Figura 1: Estrutura geral das neurotoxinas: a) anatoxina-a e b) anatoxina-a (S).
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Fonte: METCALF et al., 2012

As saxitoxinas (STX) compreende um grupo de alcaloides carbamatos e decarbamoil
gue sdo produzidas por dinoflagelados marinhos de agua doce e algumas cepas de

cianobactérias como a Cylindrospermopsis raciborskii.

Atua no sistema nervoso bloqueando os canais de sodio impedindo a comunicacao dos
neurdnios com as células musculares (CYBIS et al., 2006; APELDOORN, 2007). A ocorréncia
¢ mundialmente menos significativa do que as hepatotoxinas, sendo mais relevante na
Austrélia, onde a espécie Anabaena circinalis produtora de saxitoxinas € comumente

encontrada (PUSCHNER et al., 2012). No Brasil, ja foram registrados diversos casos de cepas
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de Cylindrospermopsis raciborskii produtoras de saxitoxinas em mananciais destinados ao
abastecimento publico (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003; MOLICA et al., 2009). A

Figura 2 apresenta a estrutura padrao da molécula de saxitoxina.

Figura 2: Estrutura geral das saxitoxinas.
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Fonte: METCALF et al., 2012

Quimicamente as variantes das saxitoxinas sdo alcal6ides carbamato duplamente
sulfatados, isoladamente sulfatada ou ndo-sulfatados apresentado diferencas no grau da
toxicidade (LLEWELLYN, 2006). As principais variantes das saxitoxinas sdo neosaxitoxina
(neoSTX); goniautoxinas (GTX); decarbamoilsaxitoxinas (dcSTX) e toxinas de Lyngbya

wollei (LWTX). A Tabela 1, mostra as principais variantes de saxitoxinas.
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Tabela 1: Principais variantes das saxitoxinas.

VARIANTE R1 R2 R3 R4 R5
STX H H H CONH: OH
neoSTX OH H H CONH: OH
GTX1 OH H 0S0O7; CONH: OH
GTX2 H H 0S0O7; CONH: OH
GTX3 H 0S0O7; H CONH: OH
GTX4 OH 0S0O7; H CONH:> OH
GTX5 H H H CONHSO3 OH
dcSTX H H 0S0O7; H OH
dcGTX2 H H H H OH
dcGTX3 H 0S0O7; H H OH
LWTX1 H 0S0O7; H 0S0O7; H

Fonte: SIVONEN et al., 1999

As hepatotoxinas constituem um grupo de cianotoxinas notavelmente estudada nos
ultimos anos devido ao seu efeito nocivo que pode acometer diversos 6rgdos e tecidos de
mamiferos e outras espécies de animais trazendo consequéncias fisioldgicas e dano celular
(METCALF et al., 2012). As principais hepatotoxinas sdo: nodularinas, cilindrospermopsina e
microcistina (MC).

As nodularinas sdo um grupo de hepatotoxinas sendo produzidas principalmente pela
espécie Nodularia spumigena. A estrutura quimica é constituida por cinco aminoacidos: D-
MeAsp (N-metildehidroalanina), L-arginina, Adda (3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8,
trimetildeca-4,6-acido dienoico), D-glutamato e Mdha (&cido 2-metilamino-2-deidrobutirico)
(EDWARDS et al., 2008). Sao conhecidas dez variantes de nodularinas, classificadas de
acordo com as variagdes no grau de metilacdo, composicdo e isomerizagcdo de seus
aminoacidos. Estas toxinas tém sido correlacionadas com mortes de animais domesticos e
selvagens. A toxicidade de nodularinas € devido a inibicdo das proteinas fosfatases 1 (PP-1),
2A (PP-2A) e 3 (PP-3), 0 que leva a perturbacdo funcional e estrutural das células hepéticas

(CHEN, 2013). A estrutura geral da molécula é mostrada na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura geral da nodularina.
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Fonte: METCALF et al., 2012

A cilindrospermopsina € um alcaldide produzido por varias espécies de cianobactérias
filamentosas e atua na inibicdo da sintese de proteinas. Os principais sintomas patoldgicos séo
danos no figado, rins, pulmdes, coracao, estbmago, glandulas supra-renais, sistema vascular e
linfatico. Os sintomas clinicos agudos sao insuficiéncia renal e hepatica. (DE LA CRUZ et al.,

2013). Existem trés analogos naturais da molécula. A estrutura geral € apresentada na Figura 4.

Figura 4: Estrutura geral da cilindrospermopsina.
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Fonte: METCALF et al., 2012
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A microcistina compreende um heptapeptideo monociclico extremamente estavel e
resistente a agentes quimicos, hidrélise ou oxidacdo em pH proximo de neutro podendo
permanecer ativa mesmo em temperaturas acima de 100 °C (SEJNOHOVA et al., 2012). Em
aguas naturais e na auséncia de luz, a microcistina pode persistir por meses ou anos. Em
temperaturas elevadas (40 °C) a degradacéo por hidrolise de 90% pode durar 10 semanas em
pH &cido e 12 semanas em pH alcalino (CYBIS et al., 2006; SANTOS et al., 2008).

A microcistina é constituida quimicamente por sete aminoacidos possuindo uma porc¢éo
invariavel da molécula que contém trés D-aminoacidos: B-eritro-B-metil acido aspartico,
alanina e y-acido glutdmico (D-p MeAsp, D-Ala e D-Glu), dois L-amino&cidos varidveis
(localizado na regido X e Y na Figura 5) e dois aminoé&cidos raros (Mdha e Adda). O Mdha é o
N-metildehidroalanina e o Adda, responsavel pelo carater toxico da molécula é o 3-amino-9-
metoxi-10-fenil-2,6,8, trimetildeca-4,6-acido diendico (CHORUS e BARTHAM, 1999;
CHRISTINE, 1995; CALIJURI et al., 2006). A Figura 5 apresenta a estrutura molecular padrao

da microcistina.

Figura 5: Estrutura geral da microcistina.
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Fonte: METCALF et al., 2012

A toxicidade da microcistina varia de acordo com os dois L-aminodcidos variaveis
podendo ser classificada em: alta (MC-LR, MC-LA, MC-YR) média (MC-WR) e fraca (MC-
RR). A microcistina-LR além de ser mais comum nos reservatorios eutrofizado com floragdes
de cianobactérias apresentam toxicidade elevada em relacéo as outras variantes (CHORUS e
BARTHAM, 1999).
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O efeito toxico agudo da MC ¢é caracterizado pela morte em camundongos e ratos de
laboratério dentro de 1 a 3 horas (SCHMIDT et al., 2014). O figado é o principal 6rgéo afetado
demonstrando necroses hemorragicas extensas e desestruturacdo dos sinusoides (ZEGURA et
al., 2003). A congestdo hepatica leva ao aumento do 6rgdo (LEAL et al., 2004). O transporte
da molécula ocorre atraves de um polipeptideo transportador de anides orgénicos (OATP)
presente no sistema de transporte de membrana especifica do figado que desloca a molecula
para os hepatécitos (FISCHER et al., 2010). No entanto, outros 6rgaos podem ser afetatos, tais
como o cérebro (FEURSTEIN et al., 2009), coracdo (WANG, 2008), intestino (CADEL-SIX
etal., 2014), rim (ALVERCA et al., 2009) e 6rgaos reprodutivos (ZHOU et al., 2015).

Existem mais de 90 analogos de microcistina diferenciadas pela constituicdo dos L-
aminoéacidos, nas posicles “2” e “4” apresentando massa molar diferenciada (SCOTT et al.,

2012). As variantes da microcistina mais estudas sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Principais variaveis da microcistina.

Variavel Massa molar (M) Posicédo 4 Posicéo 2
MC-WR 1068 Arginina Homo-tirosina
MC-YR 104519 Arginina Tirosina
MC-RR 1038,20 Arginina Arginina
MC-LR 995,17 Arginina Leucina
MC-LF 986 Fenilalanina Leucina
MC-VF 972 Fenilalanina Valina
MC-YM 972 Metionina Tirosina
MC-LM 970 Metionina Tirosina
MC-YA 960 Alanina Tirosina
MC-AR 953 Arginina Alanina
MC-LL 952 Leucina Leucina
MC-LA 910,06 Alanina Leucina

Fonte: DAWSON, 1998
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A liberacdo da toxina para o meio ambiente depende de fatores ambientais fisicos,
quimicos e bioldgicos que afetam a viabilidade celular resultando na lise da célula. Entretanto,
0 mais importante é a idade da célula, que quando senescente, se lisa naturalmente (COSTA,
2009; CATHERINE et al., 2013; JURCZAK et al., 2005). A producdo e liberacdo das
cianotoxinas no meio ambiente pode estar associada com o impedimento contra a alimentagéo
de zooplancton e o suprimento do crescimento de espécies concorrentes. Os metabolitos
secundarios em outras bactérias e fungos, sdo normalmente ligados a exportacao da substancia
a partir de células sob certas condi¢des ambientais ou estado de crescimento (CHORUS e
BARTHAM, 1999).

As principais vias de contaminagdo por cianotoxinas sao pela ingestdo de agua bruta ou
tratada inadequadamente, recreacdo em corpos aquaticos com floragcoes de algas e consumo de
alimentos como peixes, crustdceos e moluscos (KARDINAAL et al., 2005; BACKER et al.,
2010).

Quando dissolvidas na agua, as cianotoxinas podem ser bioacumulada ao longo dos
niveis troficos da cadeia alimentar (FILHO, 2009). Diversos estudos realizados em espécies de
mamiferos, peixes, crustaceos, mariscos, mexilhdes e invertebrados, confirmaram a capacidade
desses organismos em acumular altas concentragdes de toxinas em seus tecidos
(MAGALHAES et al., 2003; JIANG et al., 2012; ZHANG, 2009; ZHANG et al., 2012;
BARDA et al., 2015; PALDAVICIENE et al., 2015). Esse fato reforca a possibilidade de danos
ao longo da cadeia alimentar e aos seres humanos através do consumo de alimentos

contaminados.

A bioacumulagdo de microcistina ocorre pelo consumo de células de cianobactérias em
eventos de florages produtoras dessas cianotoxinas que se transfere aos peixes também pela
ingestdo da agua e de zooplacton contaminados e se biomagnifica como resultado da cadeia
alimentar até atingir animais e homens através do consumo de dgua contaminada (ZHANG et
al., 2012).

Jia (2014) e colaboradores estudaram a bioacumulacao de trés variantes da microcistina
(MC-LR, MC-YR e MC-RR) em quatro espécies de peixes: carpa prateada
(Hypophthalmichthys molitrix), carpa cabecuda (Aristichthys nobilis), pimpdo (Carassius
auratus) e carpa comum (Cyprinus carpio). Os resultados mostraram que as MCs estavam

presentes na parede do intestino, sugerindo que a absorcdo ocorre principalmente através do
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trato gastrointestinal para os 6rgdos internos altamente irrigados pelo sangue como figado, rim,
etc. Hauser-Davis (2015) e colaboradores estudaram o acumulo da microcistina em tilapia
(Oreochromis niloticus) e os resultados mostraram altas concentracdes da toxina nos masculos,

seguido de gdnadas, figado e na bile.

Estudo de bioacumulagdo em plantas também tem sido alvo de pesquisas. Gutiérrez-
Praena (2014) e colaboradores investigaram a toxicidade da microcistina-LR em cultura de
Lycopersicon esculentum (tomates). O autor destacou alteracBes fisioldgicas como a
diminuicdo da capacidade das plantas em sintetizar ATP e realizar a fotossintese, aumento da
fixacdo do carbono e diminuicdo de reacdes do metabolismo de carboidratos. Além disso a MC-
LR foi detectada nas raizes, tomates verdes, tomates maduros e folhas.

Varios incidentes de envenenamento de animais silvestres e domésticos, bem como as
lesbes corporais e morte devido a floragdes de cianobactérias toxicas tém sido relatados
(FLEMING et al., 2002; MAKAREWICZ et al., 2009; ISAACS et al., 2014).

Teixeira e Rosa (1993) realizaram uma investigacao epidemioldgica que descreve uma
evidéncia de correlacdo entre a ocorréncia de floracdes de cianobactérias do género Anabaena
e Microcystis, no reservatorio de ltaparica, Bahia Nordeste do Brasil, e a morte de 88 pessoas,
entre as 200 intoxicadas, pelo consumo de agua do reservatorio entre marco e abril de 1988. O
quadro clinico destacava vomitos (55,3%), dor abdominal tipo célica (72,4%) e febre na fase
inicial da doenca (33,3%).

Em fevereiro de 1996, 126 pacientes renais crénicos apds submeterem a sessdes de
hemodialise em Caruaru, Nordeste do Brasil, passaram a apresentar um quadro clinico de
hepatotoxicidade subaguda. Os sintomas apresentados incluiam mal-estar, mialgia e fraqueza,
nauseas, hepatomegalia e uma variedade de sintomas neurolégicos: zumbido, vertigem, dores
de cabeca, surdez e convulsBes. Cinco meses depois 60 pacientes vieram a 6bito apds o inicio
dos sintomas. Exames realizados com amostras de soro, filtros de dialise e colunas de
tratamento de &gua apresentaram microcistina. Em periodos de falha no abastecimento pela
rede a clinica recebia d&gua sem tratamento completo e usualmente era feita cloragéo no proprio
caminhdo tanque utilizado para transportar a agua que era coletada de um lago que apresentava
crescimento macico de cianobactérias (POURIA et al.,1998; YUAN et al., 2006).

Esse evento contribuiu para a evolugdo dos padrdes de potabilidade que ocorreu logo

com as recomendac6es da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) culminando com a inser¢édo
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de compostos novos como parametro de qualidade para 4gua de consumo humano, tendo em
vista 0 teor nocivo que esses compostos representam para a satde publica. A microcistina no
Brasil passou a ser um parametro de analise na Portaria 1469/2000 do Ministério da Saude, que
foi sucedida pela Portaria 518 de 29 de marco de 2004 e por sua vez foi substituida pela Portaria
2914 de 12 de dezembro de 2011.

A Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude dispbe sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade determina o Valor Maximo Permitido (VMP) de 1 pg.L't de MC, sendo que este
valor inclui o somatério das concentracdes de todas as variantes de microcistinas na agua para
consumo humano e também determina o valor de 3 pg equivalente STX.L™? para saxitoxina
(BRASIL, 2011).

A referida portaria estabelece o monitoramento mensal do reservatério quando o
nimero de células de cianobactérias for inferior ou igual a 10.000 cel.mL™ e monitoramento
semanal quando este valor exceder 20.000 cel.mL™. Se houver cianotoxinas no manancial
devera realizar analise e identificar os géneros de cianobactérias, no ponto de captacdo do
manancial superficial, assim como comunicar imediatamente as clinicas de hemodialise e as
indUstrias de injetaveis. Os principais géneros de cianobactérias produtoras de cianotoxinas

estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Principais géneros de cianobactérias potencialmente toxigénicas.

Cianotoxina Atividade DL50 Principais géneros

Hepatotoxinas
Anabaena, Anabaenopsis,
Phormidium

Inibe proteinas Hapalosiphon,

Microcistina fosfatases PPAL e 258 1510 Merismopedia,
PPA2 Hg-kg Microcystis, Nostoc,
Oscillatoria, Planktothrix
e Synechococcus
Inibe proteinas
Nodularina fosfatases PPAl e >0 ak2(_)10 Nodularia e Nostoc
PPA2 Ha-4d
Aphanizomenon,
2,0 mg.kg? Anabaena,
- . Inibe a sintese (24 horas) Cylindrospermopsis,
Cilindrospermopsina protéica 0,2 mg.kg? Raphidiopsis,
(5-6 dias) Sphaerospermopsis e

Umezakia
Neurotoxinas
Aphanizomenon,
Anabaena,
Cylindrospermum,
Oscillatoria, Phormidium,
Planktothrix, Raphidiopsis
e Woronichinia

Impedem a
despolarizacéo 200 pg.kg™?
neuromuscular

Anatoxina-a

Inibi a

ia -1
Anatoxina-a (S) acetilcolinesterase 20 ng.kg Anabaena
Anabaena,
. . Aphanizomenon,
o Bloqueia os canais 4 :
Saxitoxinas - 10 pg.kg Cylindrospermum,
de sddio .
Lyngbya, Planktothrix, e
Scytonema

Endotoxinas
Inflamacdo na
epiderme e
irritacéo
gastrointestinal

Todas as especies de
cianobactérias e bacterias
Gram-negativas

Lipopolissacarideos

Fonte: CYBIS et al., 2006; DL50: Dose letal responsavel pelo ébito de 50% de uma populagéo.
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3.3  Deteccdo e quantificacdo de cianotoxinas

Para a identificacdo e quantificacdo de cianotoxinas em amostra de agua € necessario 0
emprego de técnicas especificas. Os métodos mais utilizados na quantificacdo e identificacdo
de cianotoxinas compreendem 0s bioensaios, testes imunoenzimatico (Elisa) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Durante a década de 1980 diversos estudos sobre a ocorréncia, distribuicdo e frequéncia
de cianobactérias toxicas foram realizados em diversos paises utilizando a técnica de bioensaio.
Os bioensaios sdo testes de avaliagdo toxicoldgica realizados em animais (geralmente
camundongos) ou grupo de células alvos. S&o utilizados para adquirir informacdes sobre a
toxicidade. Os bioensaios ndo possuem sensibilidade suficiente para deteccdo de uma
cianotoxina especifica podendo apenas correlacionar as classes de toxinas aos seus efeitos
adversos. Somente no final dos anos 80 os métodos de analise para a determinacéo quantitativa
para cianotoxinas tornou-se disponivel (CHORUS e BARTHAM, 1999).

O método imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
amplamente utilizado é baseado na reagdo entre antigeno (toxinas especifica) e anticorpo. A
reacdo imuno-enzimatica é inversamente proporcional a concentracdo da toxina. Este teste
apresenta valores de concentragao de toxina total de uma amostra, eliminando a necessidade de
uma ampla faixa de padrdes analiticos. O manuseio é fécil e rapido utilizando Kits que permite
a sua aplicacdo com o minimo de treinamento técnico e simples processamento da amostra.
Além disso apresenta resultados de alto desempenho, com sensibilidade de detec¢do na faixa
de ppb (ug.L™Y) e os resultados podem ser obtidos em 90 minutos. Os testes de ELISA
determinam a concentragéo total da toxina sem a diferenciacao das variantes do mesmo grupo
de toxina em uma amostra. Apesar das varias marcas de kits de teste de ELISA estarem
disponiveis comercialmente, trata-se ainda de uma técnica de custo elevado, o que inviabiliza
a sua utilizacdo na rotina de laboratorios que analisam nimeros elevados de amostras para
detectar a qualidade de aguas e mais dificilmente para comunidades dispersas relativamente
pequenas onde os riscos sdo mais elevados (ARANDA-RODRIGUEZ et al., 2015).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem se destacado nos Gltimos anos
devido a alta sensibilidade de separacdo dos componentes do analito. A identificacdo pode ser
realizada por um detector ultravioleta (CLAE/UV), ou por uma analise acoplada em

espectrometria de massas (CLAE/EM).
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A Espectrometria de Massas € uma técnica superior a outras técnicas analiticas
conhecidas devido as certas caracteristicas como sensibilidade, seletividade, possibilidade de
caracterizar compostos de massa molar ou de combinar com cromatografia liquida ou gasosa.
Os constituintes do analito sdo separados por técnicas cromatografica e posteriormente através
do espectrometro de massas ocorre a formagdo de ions em fase gasosa possibilitando a
identificacdo, através da relacdo massa/carga, (m/z), de estrutura ou propriedades fisico-
quimicas (CHIARADIA et al., 2008).

O espectrometro de massas é composto pelo sistema de introducdo de amostras, fonte
de ionizacdo, analisador de massas e detector. A fonte de ionizag&o é responsavel por converter
o0 analito de interesse em ions na fase gasosa. O analisador de massas separa os ions de acordo
com sua massa/carga. Nos detectores ocorre a conversdo do feixe de ions em sinal elétrico que
sdo posteriormente processados pelo sistema de dados (KRUVE et al., 2015). Embora a analise
de toxinas seja capaz de fornecer informacdes precisas e especificas sobre a identidade e a
quantidade de cada variante da toxina em nanogramas (ng), 0 método requer instrumentacé&o,
treinamento especializado, cuidados na preparacdo da amostra e na aquisicdo de padrdes

especificos da toxina em estudo contribuindo para o elevado custo da analise.

3.4  Tecnologias de tratamento de dgua e remoc¢ao de cianotoxinas

O tratamento de &gua reune um conjunto de operagdes unitarias que em conjunto
possibilita a potabilizacdo da agua para consumo humano resultando na clarificacdo e
desinfeccdo da agua. O tratamento possibilita a remocdo ou inativacdo de contaminantes
microbioldgicos, como virus, bactérias, cistos e oocistos de protozoarios patogénicos tornando
a agua dentro dos padrdes de potabilidade requerido pelo Ministério da Saude. A tecnologia de
tratamento de agua predominante nas Estacbes de Tratamento de Agua (ETA) no Brasil é
denominada “convencional” de ciclo completo que inclui a coagulacdo, floculagéo,
sedimentac&o, filtragdo em areia e desinfeccdo (LIBANIO, 2010). O tratamento convencional
possibilita a remoc¢éo de grande parte das células e individuos intactos de algas e cianobactérias,

porém é ineficiente para remocao de cianotoxinas dissolvidas (DI BERNARDO et al., 2010).

Dados do IBGE (2008), destacam que no Brasil a maior parte do volume de 4gua potavel
distribuida (69,2%) é tratada utilizando o processo convencional empregado em maiores

proporcOes nas Regides Nordeste, Sudeste e Sul. Na Regido Norte o tratamento convencional
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é feito em menos da metade (40,8%) da agua distribuida sendo que 31,7% do tratamento da
agua é feito por processos ndo convencionais e 27,4% é feito por simples desinfeccdo. Observa-
se ainda que o tratamento convencional é mais utilizado nos municipios com mais de 100 mil
habitantes. Em contrapartida, nos municipios com menos de 20 mil habitantes o tratamento é

apenas uma simples desinfecgéo.

3.4.1 Coagulacéo e floculacao

A coagulacdo é um processo quimico e fisico que promove a desestabilizacdo das
particulas e impurezas presente na agua atraves da dissolucdo do coagulante e transporte das
espécies hidrolisadas até as impurezas presente na solucdo. As particulas coloidais possuem
tamanho entre 1 nm e 0,1 nm sendo responsaveis pela cor e turbidez na agua e geralmente
possuem carga superficial negativa. Os coagulantes mais utilizados séo a base de ferro ou
aluminio. A coagulacéo é realizada na unidade de mistura rapida que se inicia segundos ap6s a
adicdo do coagulante, com a formacdo de espécies hidrolisadas de carga positiva que sao
transportadas e por atracdo eletrostatica retne as particulas com carga negativa como 0S
coloides e compostos organicos dissolvidos, microrganismos causando a desestabilizacdo
dessas particulas (DI BERNARDO et al., 2005).

A coagulacéo consiste na primeira etapa do tratamento e de diversas outras tecnologias
de tratamento de agua, & excecdo da filtracdo lenta (LIBANIO, 2010). A coagulacdo promove
a interacdo de particulas para formar agregados maiores que podem se unir formando flocos na

etapa posterior.

O processo de coagulacao é caracterizado pela reducao do potencial zeta pela adicao de
ions especificos. O potencial zeta € a diferenca de tensdo elétrica entre a superficie de cada
coloide e sua suspensdo liquida. A coagulacdo ocorre quando um eletrdlito catidnico baixa o
potencial zeta, causando a reducdo das forcas repulsivas permitindo que a acdo das forcas
atrativas de Van Der Waals promova a aglutinagdo das particulas (LIBANIO, 2010). Os ions
de carga positiva como os de ferro e aluminio ao entrarem em contato com a solucdo aquosa
formam fortes ligagcbes com os atomos de oxigénio liberando atomos de hidrogénio
ocasionando o aumento significativo do fon H™ na solucdo causando a reducdo do pH

(pontencial hidrogenionico).
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O processo de desestabilizacdo de particulas estaveis em suspensdo pode ser otimizado
para aumentar a tendéncia de agromeracdo de modo que possam posteriormente ser adsorvida
em superficie fixa, como em filtros granulares. Os mecanismos responsaveis pela
desestabilizacdo das particulas coloidais de carga negativa sdo adsorcdo-formacao de pontes

quimicas, varredura, adsor¢do-neutralizagdo de cargas e compressao da dupla camada.

Adsorc¢éo e formacao de pontes quimicas caracteriza-se por envolver o uso de polimeros
de grandes cadeias moleculares que servem de ponte entre a superficie a qual estdo aderidos e
outras particulas (DI BERNARDO et al., 2005).

O mecanismo de varredura predomina quando utiliza quantidades elevada de coagulante
e depende do pH da mistura e da concentracdo de alguns tipos de ions na agua, possibilitando
a formacgdo de precipitados semelhantes ao Al(OH)s ou Fe(OH)z capazes de envolver as
particulas coloidais. Dessa forma a concentracdo e a dimenséo destas particulas possibilita a
probabilidade de choques otimizando a floculagdo e influenciando a velocidade de
sedimentagéo dos flocos (LIBANIO, 2010).

No mecanismo de adsorcao e neutralizacdo de cargas, ap6s a adicdo do coagulante,
ocorre a hidrélise dos ions metalicos e consequentemente adsorcdo das espécies hidrolisadas,

de carga positiva na superficie dos coloides ocasionando a sua desestabilizagéo.

A compressao da dupla camada ocorre através da introducdo de um eletrélito em um
sistema coloidal que aumenta a densidade de cargas na camada difusa diminuindo a “esfera” de
influéncia das particulas. Concentracdes elevadas de ions positivos e negativos na agua
acarretam acréscimo do nimero de ions na camada difusa, que, para se manter eletricamente
neutra, necessariamente tem seu volume reduzido (diminuigdo da espessura), de modo que as

forcas de Van Der Waals sejam dominantes, eliminando a estabilizacao eletrostatica (Figura 6).
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Figura 6: Configuracdo esquematica da dupla camada elétrica.
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Fonte: DI BERNARDO et al., 2005.

Alguns fatores podem interferir na coagulacdo diminuindo seu éxito. O tipo e a
guantidade do coagulante utilizado em uma ETA pode ter um efeito significativo sobre o tipo
e quantidade de residuos produzidos. O coagulante mais utilizado nas ETAS, no Brasil, é 0
sulfato de aluminio devido sua praticidade e preco de aquisicdo. O pH de coagulagdo é
influenciado pela alcalinidade, dosagem do coagulante e pelas caracteristicas fisicas e quimicas
da solucdo. Representa um parametro importante por estar relacionado em diversos processos
qguimicos como a precipitacdo de ions e metais pesados, assim como na solubilidade de
nutrientes, atua diretamente na fisiologia das diversas espécies aquaticas e na prevaléncia das
espeécies hidrolisadas do coagulante quando a coagulacgéo se efetua com sais de aluminio ou de

ferro, independente do mecanismo predominante (LIBANIO, 2010).

As impurezas agregadas na coagulacdo passam para etapa de mistura lenta (floculagéo)
que favorece a colis@o entre as particulas ja desestabilizadas. A finalidade do processo de
floculacdo é para promover a interacdo de particulas e formar agregados que poderdo ser
eficientemente removidas por processos de separacdo subsequentes tais como sedimentagéo,
flotacdo, filtracdo e adsorcdo. Para floculagédo ser eficiente a particula em suspensdo deve ser
desestabilizada (LETTERMAN et al., 1999).
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3.4.2 Sedimentacgéo

A sedimentacdo e um processo classico de separacdo sélido-liquido utilizado no
tratamento de agua principalmente para reduzir a concentracao de solidos em filtros granulares.
Dessa forma, os filtros podem ser operados mais facilmente e com baixo custo para produzir
agua filtrada dentro das normas de potabilizacdo. A sedimentacdo é um processo fisico
caracterizado por uma separacao gravitacional que se baseia na diferenca da densidade entre a
particula, ou floco, e a 4gua. Esse processo é influenciado pelo tamanho da particula. O lodo
constitui o residuo sedimentado composto por produtos utilizados durante a
coagulacdo/floculacdo sendo constituido por particulas, matéria orgénica, microrganismos,
produtos quimicos que geralmente sdo acumulados por um certo periodo de tempo no préprio
tanque de sedimentacdo (GREGORY et al., 1999).

3.4.3 Filtracdo rapida

A filtracdo € um processo fisico-quimico unitario utilizado na potabilizacdo da agua
principalmente para remover o material remanescente como argila, microrganismos, coldides,
matéria organica natural, precipitados de aluminio ou de ferro utilizado na coagulacdo
(CLEASBY et al., 1999). Ocorre em meio granular no qual as particulas sdo retidas nos vazios
do meio granular sendo resultado da interacdo dos mecanismos de transporte, aderéncia e
desprendimento (LIBANIO, 2010). Os filtros sdo compostos de areia apresentando
granulometria diferenciada ficando sobreposta na camada suporte que € geralmente constituida
de cascalho e pedregulho.

O mecanismo de transporte é caracterizado pela conducdo das particulas a superficie do
material granular e posterior adesdo por acdo de forcas superficiais. Quando essas forcas de
adesdo sdo superadas as particulas sdo desprendidas e seguem para outras camadas do filtro,
aumentando sua concentracdo no efluente e assim comprometendo a capacidade do meio
filtrante em reter as impurezas (DI BERNARDO et al., 2005).

A filtracdo é essencial para remocédo das particulas responsaveis pela cor e turbidez,
além disso, corrige falhas ocorridas durante a coagulacdo, floculagdo e sedimentagéo

assegurando a qualidade da &gua tratada.
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3.4.4 Desinfeccéo

A desinfeccdo constitui a etapa do tratamento que tem como objetivo a reducdo,
destruicdo ou inativacdo de microrganismos remanescentes ao longo do tratamento sendo

realizada pela adi¢do de agentes fisicos e/ou quimicos.

Uma variedade de agentes quimicos ou fisicos podem ser utilizados para realizar a
desinfeccdo. Os agentes fisicos que se destacam na desinfeccao sdo a radiacdo UV, a radiacao
gama, radiacdo solar e, em nivel domiciliar, a fervura. A oxidacdo dos compostos quimicos
resulta na ruptura da parede celular e na difusdo do desinfetante para o interior da célula. No
caso dos agentes quimicos destacam-se em ordem potencial de oxidagdo o 0zénio, didxido de
cloro, cloro, bromo e iodo. Os desinfetantes quimicos mais comumente utilizados sao o cloro

(livre e cloroaminas), o diéxido de cloro, 0 0zonio e a radiacéo ultravioleta (LIBANIO, 2010).

O tratamento convencional ¢ insuficiente para remocéo das cianotoxinas quando estao
dissolvidas na 4gua (DRICAS et al., 2001). Dessa forma, torna-se necessario uma tecnologia
de tratamento de dgua complementar que possa atuar em conjunto visando a otimizacdo do
processo. Varias tecnologias tém se destacado nos ultimos anos, entre elas, oxidacdo quimica
(CHANG et al.,, 2015), microfiltracdo (SORLINI et al., 2013; HUANG et al., 2015),
ultrafiltragdo (GIJSBERTSEN-ABRAHAMSE et al., 2006; LEE et al., 2008), nanofiltragdo
(TEIXEIRA et al., 2005), osmose reversa (VILLACORTE et al., 2015), adsor¢do utilizando
carvao ativado (DONATI et al., 1994; HUANG et al., 2007; DIXON et al., 2011; HO et al.,
2011) e os Processos Oxidativos Avangados.

3.5  Processos Oxidativos Avancados (POAS) no tratamento de agua

Em 1894 o quimico inglés Henry John Horstman Fentone seus colaboradores
publicaram um estudo descritivo mostrando que ions de ferro (11) na presenca de certos agentes
oxidantes produziram uma solugéo com elevado poder oxidante sendo referido posteriormente
como "Reagente Fenton”. Seu trabalho descreveu que ions ferrosos promoveram a oxidacao do
acido tartarico na presenca do peroxido de hidrogénio indicado seu poder de oxidacdo de
moléculas organicas (FENTON, 1894; BARBUSINSKI, 2009).
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Os POAs sdo alternativas de tratamento de dgua e aguas residuérias com significativa
importancia sendo aplicado na restauracdo ambiental degradando diversos poluentes organicos.
Podem ser combinados com outras tecnologias de tratamento, tais como pré-tratamento ou pds-
tratamento sendo amplamente utilizado para melhorar o desempenho aumentando a eficiéncia
do tratamento (NEYENS et al., 2003; OLLER et al., 2011). Ao longo das Ultimas duas décadas
uma diversidade de POAs com base na geracao de radicais hidroxila (OH") foram desenvolvidos
(Tabela 4).

Tabela 4: Classificacao tipica dos principais Processos Oxidativos Avancgados.

COM IRRADIACAO SEM IRRADIACAO
HOMOGENEOS H202/UV Fe?*/H,0; (Fenton)
O3/UV 03/H202
Foto-Fenton Os/OH"
03/H20,/UV
Feixe de elétrons
HETEROGENEOS TiO2/02/UV Eletro-Fenton
TiO2/H20/UV

Fonte: FIOREZE et al., 2014

Os sistemas homogéneos ndo apresentam catalizador na fase sélida. Os sistemas
heterogéneos possuem catalizadores semi-condutores como o TiO2, ZnO e Fe20s, que aceleram
a velocidade da reacdo até atingir um equilibrio quimico sem sofrerem alteracdo quimica
(NOGUEIRA, 2007).

Atualmente os POAs tém sido utilizados no tratamento de agua (LINDEN et al., 2014),
efluentes industriais (KARTHIKEYAN et al., 2011) e domésticos (CESARO et al., 2013),
antibidticos (LIU et al., 2013), corantes (SOUZA et al., 2005) desreguladores enddcrinos
(GAMA, 2012), farmacos (LI et al., 2012), herbicidas (PIPI et al. 2014;), inseticidas (QUIROZ
et al., 2011), lixiviado (LOPES et al., 2004), petroleo (MOTA et al., 2008) desinfecgédo
(GOSSELIN et al., 2013); efluente téxteis (HALASZ et al., 2012), aterro sanitario (SILVA et
al., 2006), entre outras substancias de natureza organicas que sdo dificies de serem removidas

pelo tratamento convencional.
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Os POAs oxidam compostos organicos e contaminantes inorganicos melhorando a
biodegradabilidade do efluente (ANTONOPOULOU, 2014; NOGUEIRA, 2007). A oxidacao
avancada dos poluentes organicos complexos e persistentes resultam na mineralizagéo rapida,
com a formagdo de didxido de carbono (CO.), agua e espécies inorganicas simples
(CHRISTINE, 1995; SHARMA et al., 2011). Atualmente tem itensificado o uso de uma
variedade de POAs na degradacdo de variantes de cianotoxinas como as microcistinas obtendo-

se excelentes resultados de degracao dessas moléculas (Tabela 5).

Tabela 5: Utilizacdo dos POAs na degradacdo de microcistinas.

Processo Oxidativo Avangado Variantes Referéncias
UV/ H.0O> MC-LR, MC- RR e MC-YR HE et al., 2015
Fotocatalise MC-LR PINHO et al., 2015
: . EL-SHEIKH et al.,
Fotocatalise (TiO2) MC-LR 2014
Foto-Fenton solar, UV-A/Foto- MC-LR FREITAS et al.,
Fenton e UV-C/H20> 2013
UV- H20: MC-LR ZONG et al., 2013
Fotocatalise (TiO2) [D-Leu]-MC-LR VILELA etal., 2012
UV-C/H20; MC-LR HE et al., 2012
Vis/FeY/H20, MC-LR FANG et al., 2011
Reagente Fenton MC-LR BURITI, 2011
UV- H20; MC-LR Ll etal., 2009
Reagente Fenton MC-RR ZONG et al., 2009
: . ANTONIOU et al.,
Fotocatalise (TiO>) MC-RR 2008
Reagente Fenton e O3 MC-LR BOBER et al., 2008
O3, H202, Oz/Fe(ll), Reagente MC-LR e MC-RR AL MOMANI et al.,
Fenton 2007
TiOze Fe (VI). MC-LR YUAN et al., 2006
UV- H20; MC-RR QIAOQ et al., 2005
BANDALA et al.,
Reagente Fenton MC-LR 2004
Reagente Fenton MC-LR YUAN, 2002
GAJDEK et al.,
Reagente Fenton MC-LR 2001
. CORNISH et al.,
TiO2- H202 MC-LR 2000
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3.5.1 Reagéo Fenton
A reacdo Fenton é um tipo de POA que ocorre através da decomposi¢do do perdxido de
hidrogénio (H20,) catalisada por fons férrico (Fe?*) em meio acido gerando radicais hidroxila
(OH"). O ion férrico é oxidado (perde elétrons) para ion ferroso (Fe®*") produzindo radical
hidroxila (OH") e um ion hidroxila (OH"), (Equacéo 1).
Fe** + H,0, — Fe** + OH" + OH~ 1
Vaérias reacOes secundarias podem ocorrem durante a reacdo Fenton. O ion férrico pode
ser regenerado voltando ao ciclo através da reducédo do ion ferroso gerando também um radical
hidroperoxila (HO2") e um préton (H*), (Equacéo 2).

Fed* + H,O, — Fe?* + HO,' + HY 2

A reacdo de oxidacdo do ion férrico com o radical hidroxila produz ion ferroso e um ion

hidroxila como mostra a Equacéo 3.

Fe** + HO" — Fe¥* + OH~ 3

O perdxido de hidrogénio pode ser produzido voltando ao ciclo através da reacdo entre

dois radicais hidroxila (Equagéo 4).

HO+ HO" — H20> 4
Quando o perdxido de hidrogénio esta em concentragdes excessivas pode reagir com o

radical hidroxila produzindo agua e radical hidroperoxila causando efeito negativo na

degradacéo dos poluentes (GULKAYA et al., 2006) (Equacéo 5).

H.,0, + HO" — HO» + H,O 5
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O radical hidroxila é altamente reativo sendo um dos mais potentes oxidantes. Em
condicBes &cidas, ele apresenta o segundo maior potencial de oxida¢do quando comparado com

outros oxidantes (Tabela 6).

Tabela 6: Potencial de oxidagao padrdo de oxidantes comuns.

Oxidante Potencial de oxidacéo (v)
Fluor (F2) 3,03
Radical hidroxila (OH") 2,80
Oxigénio atdmico (O-) 2,42
Ozonio (O3) 2,07
Peroxido de hidrogénio (H20) 1,77
Dioxido de cloro (ClO2) 1,67
acido hipocloroso (HclO) 1,5
Cloro (Cl,) 1,49
Oxigénio (0O») 1,23
Bromo (Br2) 1,09

Fonte: BABUPONNUSAMI et al., 2014; LINDEN, 2014

O pH é um parametro de grande importancia na reacdo Fenton, uma vez que, esta
diretamente relacionado com a velocidade de degradacdo de compostos organicos. O pH
eficiente na degradacdo de compostos organicos situa-se entre 2,5 e 3,0 (BOKARE et al., 2014).
Valor de pH acima de 3,0 contribui para a formacdo de precipitado de Fe(OH)s diminuindo
drasticamente sua interacdo com perdxido de hidrogénio e, consequentemente, a producao de
OH’ (KANG, 2002). Em solucéo alcalina (pH 11) o radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio
reagem para formar um oxido e um ion de perdxido (ASGHAR et al., 2015). A relagdo entre as

espécies quimicas predominante do ion Fe*? e 0 pH s&o apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7: Relagéo do pH da solucdo e as espécies de ferro.

pH Espécie quimica predominante
1,0 [Fe(H20)6](2)

2,0 [Fe(H20)°0OH]*»

4,0 [Fe(H20)4(0OH)2]

Fonte: BOKARE et al., 2014

Abaixo de pH 2,5, a velocidade de degradacdo também diminui apesar das espécies de
Fe*? permanecerem sollveis, pois altas concentracdes de H* podem sequestrar radicais
hidroxila de acordo com a Equacéo 6 (BOKARE et al., 2014).

OH +H" +e& — H20 6

Esta estreita faixa de pH em que é maxima a eficiéncia da reacdo Fenton é uma das
grandes limitacGes do processo, pois ha a necessidade de ajuste de pH durante o tratamento,
gerando o consumo de produtos quimicos como alcalinizante e acidificante, além da
necessidade de neutralizacdo ap0s tratamento antes do descarte em corpos hidricos (KANG,
2000).

A reacdo da OH' com compostos organicos pode ocorrer através de trés mecanismos:
abstracdo de atomo de hidrogénio, adicdo eletrofilica e transferéncia eletronica. A reacdo por
abstracdo de atomo hidrogénio ocorre geralmente com hidrocarbonetos alifaticos. Os radicais
hidroxila formados sdo capazes de oxidar compostos organicos gerando radicais organicos
(Equacdo 7) (BRITO, 2012).

OH" +RH — R + H20 7

Posteriormente ocorre adicdo de oxigénio molecular formando radical perdxido

(Equacéo 8).

R+ 02— RO?’ 8
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A adi¢ao eletrofilica de radical hidroxila a compostos organicos que contém ligacdes n
resulta na formacdo de radicais organicos. Essas reagOes ocorrem normalmente com

hidrocarbonetos insaturados ou aromaticos (Equacéo 9).

Os ions cloretos podem ser formados quando ocorre a rapida descloracdo de clorofenois

(Equacéo 10).

cl HO cl @
+ *OH [ = ‘ ——— O + HCI
OH OH OH 10

As reacOes de transferéncia eletrénica ocorrem em hidrocarboneto clorado. A
transferéncia de elétrons é normalmente encontrada em rea¢des entre radicais de ions hidroxila
e inorganicos (Equacdo 11) (NOGUEIRA et al., 2007; BRITO, 2012).

OH +RX — RX""+ OH 11

Apesar da extensa diversificacdo e aplicacBes generalizadas de POAs baseados na
reacdo Fenton, o ferro constitui o catalisador mais usado para decompor H20O2 em OH". O uso
do ferro catalitico tem grandes vantagens como: (1) abundéncia elevada (quarto elemento mais
abundante na crosta terrestre sendo o elemento mais comum na Terra em termos de massa total);
(2) compatibilidade ambiental e de baixa toxicidade; (3) alta reatividade tanto para espécies
Fe* e Fe3* e (4) baixo custo comercial. No entanto, a reatividade quimica do ferro é estritamente
dependente da especiacio do pH das espécies do Fe?" e Fe** determinando o tipo, a adequacéo
e requisitos praticos para cada POA (CHRISTINE, 1995).

As principais razdes para 0 uso do reagente Fenton sdo: (1) os radicais oxidantes séo
gerados em pressdo e temperatura ambiente; (2) a natureza e flexibilidade do processo; (3) a
facilidade de integracdo com processos existentes de tratamento de agua, como a coagulacéo,

filtracdo e oxidacdo bioldgica; (4) a rpida reacéo que ocorre entre o ferro e H2O> possibilitando
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a ativacdo do H20- e a geracdo subsequente de OH"; (5) melhoram a qualidade organoléptica
da &gua tratada; (6) em muitos casos consomem menos energia acarretando menor custo; (7)
possibilitam tratamento in situ e (8) o custo e manuseio dos reagentes (ferro e H20) que faz
com que 0 processo Fenton seja rentavel e praticamente viavel aumentando a eficiéncia da
mineralizacédo e a transformacéo de poluentes organicos em produtos ndo-toxico (BOKARE et
al., 2014; BRITO, 2012; GAJDEK et al., 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa e descricao geral

A pesquisa foi desenvolvida em escala de bancada no Laboratdrio de Quimica e
Saneamento Ambiental (LAQUISA) localizado na Estacdo Experimental de Tratamento
Biologico de Esgotos Sanitarios (EXTRABES) pertencente a Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), localizado na cidade de Campina Grande, Paraiba.

O presente trabalho avaliou a eficiéncia do Reagente Fenton na oxidagdo de agua
desclorada contaminada com Microcistina-LR seguido das etapas de coagulagéo, floculagéo e
sedimentacdo. A Microcistina-LR foi escolhida por ser a variante mais toxica do grupo das
microcistinas que pode acometer organismo humano e de animais que entram em contato com
a cianotoxina e por ser encontrada na maioria das floraces de cianobactérias toxicas relatadas

no mundo inteiro. O desenvolvimento experimental seguiu as seguintes etapas:

1. Cultivo da cepa toxica de Microcystis aeruginosa;

2. Lise de células de M. aeruginosa realizada através do congelamento e
descongelamento 3X de aliquotas do cultivo para liberar a microcistina-LR

3. Preparacdo da agua de estudo: agua potavel desclorada + cultivo com
microcistina-LR dissolvida e restos de células lisadas de Microcystis
aeruginosa;

4. Elaboracdo do planejamento experimental Box-Behnken;

5. Execucdo de ensaio de oxidacdo, coagulagéo, floculacdo e sedimentagdo com

Reagente Fenton utilizando diferentes dosagens de Fe*?, pH, tempo de oxidag&o
e sedimentacao;

6. Analise dos parametros de controle: cor verdadeira, cor aparente, turbidez,
microcistina-LR, carbono organico dissolvido, dureza total, nitrito, nitrato e
amonia.
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4.2 Cultivo de Microcystis aeruginosa

A cepa de Microcystis aeruginosa utilizada foi cedida pelo Prof. Dr. Armando Augusto
Henriques Vieira, da Universidade Federal de Sdo Carlos - Departamento de Boténica, que
obteve a partir do isolamento de células coletadas no Reservatorio do Rio Tieté/SP.

A espécie M. aeruginosa foi cultivada no LAQUISA em quantidades satisfatdrias para
a execucdo dos ensaios. O cultivo foi realizado em sala de cultura climatizada (24 °C) com
fotoperiodo de 12 horas sob iluminacdo recebendo uma intensidade luminosa em torno de 1200
LUX, fornecidos por lampadas fluorescentes de 40W e 12 horas sem iluminag&o. Os cultivos
de 2000 mL foram aerados com auxilio de compressor de ar utilizados em aeracdo de aquério.
Os procedimentos realizados para repicagem da cultura de Microcystis aeruginosa sdo

apresentados na Figura 7:

Figura 7: Esquema da repicagem de indculos.

F

/ TR
% 15 a 30 dias, nova ,-i

repicagem

Tubo de ensaio

=5
=

Repicagens — =3

Inéculos puros — t

Caixa de Petri %

Fonte: FERREIRA, 2004. Desenhado por J. J Sa e Silva

As células inicialmente foram repicadas em volumes pequenos de 10 mL em tubos de
ensaios e posteriormente em volumes maiores de 1000 mL até chegar em um volume 20 litros
(Figura 8).
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Figura 8: Cultivo de Microcystis aeruginosa: a) recipiente de 20 litros e b) cepas em tubos de ensaio.

O meio de cultura utilizado foi 0 ASM-1 liquido modificado de GORHAM et al., (1964)
e ZAGATTO & ARAGAO (1992) que contém 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento da biomassa de cianobactérias. As solu¢fes que compdem o meio ASM-1 (A,
B, C e D) foram diluidas em 1.000 mL de agua deionizada e posteriormente o pH do meio de
cultura foi ajustado para 7,4 e esterilizado em autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

A esterilizacdo do meio de cultura e da vidraria utilizada seguia as etapas: (1) imerséo
em solucéo de &cido cloridrico (5%) durante 24 horas; (2) autoclavagem a 121 °C e pressdo de
1 atm durante 20 minutos e (3) radiacdo UV durante 30 minutos. O repique foi realizado em
camara de fluxo laminar com o0 meio ASM-1 e toda vidraria esterilizada e em temperatura

ambiente. As solugdes que compdem o meio de cultura ASM-1 séo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8: Solugdes do meio de cultura ASM-1

Solucdes Estoque Nutrientes Quantidade (g)
Sol. A NaNO3 8,5000
MgSO. + 7H,0 2,4500

MgCl; + 6H,0 2,0500

CaClz + 2H20 1,4500

Sol. B KH2PO4 8,7000
NazHPO4 + 12H20 17,8000

Sol. C H3BO3 28,4000
MnCl; + 4H20 13,9000

FeClz + 6H20 10,8000

ZnCl» 3,3500

CoCl; + 6H20 0,1900

CuCl2 + 2H20 0,0140

Sol. D EDTA titriplex 18,6000

O cultivo realizado foi baseado no método Estdtico ou Batch caracterizado pela
transferéncia de células que ainda ndo atingiram a fase de crescimento estacionario. Os repiques
foram realizados a cada 15 dias, quando o cultivo apresentava o crescimento exponencial, na
ordem de 108 cel.mL™. A densidade celular foi quantificada através da contagem de células
utilizando microscdpio invertido e aplicando-se 0 método de sedimentagdo de UTHERMOHL
(1958).

4.3 Extracdo da MC-LR e preparacdo da agua de estudo (AE)

Para o presente trabalho utilizou-se 4gua potavel distribuida pela Companhia de Agua e
Esgoto da Paraiba (CAGEPA) que foi desclorada durante 48 horas antes do uso. A agua de
estudo (AE) foi preparada adicionando cultivo de células lisadas de M. aeruginosa obtida no

laboratdrio na proporcao de 1/10 (cultivo/agua potavel) diretamente na 4gua desclorada.

A lise do cultivo foi obtida atraves do processo de congelamento e descongelamento
realizado trés vezes para promover a ruptura celular e liberagdo da toxina para o meio liquido.
O processo de gelo/degelo foi realizado no final de 15 dias de incubagdo, momento que o cultivo
atingiu a fase de crescimento exponencial chegado a uma concentragio de 10° células.mL®. O

cultivo lisado foi mantido sob congelamento até o0 momento do uso.
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4.4 Planejamento Experimental

O planejamento fatorial € uma ferramenta de grande utilidade quando se deseja estudar
os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia em um determinado experimento. Sao
realizadas tentativas com todas as combinagdes possiveis dos niveis de cada variavel

investigada.

O planejamento experimental de trés fatores e trés niveis tipo Box-Behnken foi
empregado para a realizacdo dos experimentos. Este planejamento permite a construcdo de um
modelo polinomial de segunda ordem para caracterizar ou otimizar um processo com um menor
namero de experimentos. Este modelo inclui pelo menos um nivel intermediario (0),

estabelecido para cada combinacdo de fatores. O modelo apresenta a seguinte forma:

Yizag+ai Xi+asXo+azXat+as X1 Xo+asXoXa+as X1 Xat+az X21+agX2o+agX % +E 12

onde, ap - ag: sdo o0s coeficientes de regressao;
X1 a X 3: denotam os fatores;
Y: é a resposta medida associada com as combinac¢des dos fatores;

E: representa o erro experimental.

Os fatores em estudos incluiram a concentracio do Fe?* (de acordo com a razdo
H.02/Fe?* de 1/3 definidas para todos os ensaios), pH e o tempo de oxidacdo. No estudo os
fatores foram estabelecidos em um nivel baixo, intermediario e alto, codificados como -1, 0 e
1, respectivamente. A Tabela 9 mostra os fatores e seus niveis para o desenvolvimento do Box-
Behnken.

Tabela 9: Fatores e varidveis para executar a matriz de planejamento

Niveis
Fatores
- 0 +
X1: Fe?* (mg.L?) 5 17,5 30
X2: pH 2 4,5 7
X3: Tempo (min) 5 12,5 20
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A Tabela 10 apresenta o planejamento experimental tipo Box-Behnken.

Tabela 10: Matriz de planejamento Box-Behnken

Variaveis
Tratamento Codificadas Numéricas
X1 X2 X3 X1 X2 3
Fe** (mg.L") pH  Tempo
T1 1 1 0 5,0 20 125
T2 1 10 30,0 2,0 12,5
T3 1 1 0 5,0 70 125
T 1 1 0 30,0 7,0 12,5
i -1 o - 5,0 45 5,0
6 1 0 -1 300 45 5.0
L0 -1 0 5,0 45 200
8 1 0o 1 300 45 20,0
2 0 -1 il 17,5 2,0 5.0
T10 0 1 4 17,5 7,0 5.0
T11 0 11 17,5 20 200
T12 0 11 17,5 70 200
T13 0 0 0 17,5 45 125
T14 0 0 0 17,5 45 125
T15 0 0 0 17,5 45 125

Os dados obtidos durante os experimentos foram interpretados e analisados através de
ferramentas estatisticas plotando-se grafico de superficie de resposta, diagrama de Pareto e
analise de variancia (ANOVA) através dos softwares Microsoft Excel 2013, Statistic 8.0 e
Origin 8.1.

4.5 Descricédo da execugao dos experimentos
Os experimentos de oxidacao, coagulagéo, floculagéo e sedimentacdo foram realizados

em JarTest (Figura 9) que simula as etapas iniciais que fazem parte do ciclo completo de uma

Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) convencional.
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Figura 9: Sistema experimental: JarTest da marca Poli Control.
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Os experimentos em JarTest possibilitam identificar e otimizar as melhores condicgdes
operacionais que resulte na melhor eficiéncia de reagentes podendo determinar a dosagem
6tima do oxidante e o melhor tempo e pH. Os pardmetros hidraulicos pré-programados no
JarTest para todos os ensaios utilizados durante os experimentos de oxidacdo, coagulacéo,

floculacéo e sedimentacdo estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11: Pardmetros utilizados nos ensaios de oxidagdo, coagulagéo, floculacdo e sedimentacgéo.

PARAMETRO VALOR
Tempo de Mistura rapida (Tmr) 10s
Gradiente médio de mistura rapida (Gmr) 1000 st
Tempo de floculagdo (Tf) 20 min
Gradiente médio de floculacdo (Gmf) 30s?
Velocidade de sedimentacédo (Vs ) 1,40 cm.mint

SANTIAGO (2008) adaptado do Programa de Pesquisa em Saneamento Bésico (PROSAB) Edital 5
tema 1 (2006).

Antes de executar 0s ensaios construiram-se curvas para determinar a quantidade de
acido cloridrico (HCI) para ajustar o pH da agua de estudo para o desejado (2,0; 4,5 e 7,0). Da
mesma forma definiu o volume de hidréxido de sédio (NaOH) para elevar o pH para 8,0. A
estequiométrica da dosagem dos reagentes foi utilizada de acordo com a metodologia
estabelecida por DE JULIO et al., 2006. A dosagem de per6xido de hidrogénio foi trés vezes o
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requerido na estequiometria (3E) da reacdo Fenton sendo esta relacdo usada para todas as
dosagens do sulfato ferroso.

De acordo com a Equacdo da reacdo Fenton, verifica-se que 1 mol de Fe*? reage com
1 mol de H20,. Sabe-se que 1 mol de FeSO4 x 7H20 possui massa de 278,02 g, correspondendo
a uma massa de Fe*? de 55,85 g. Uma dosagem de 15 mg.L™* de FeSO4 x 7H.0 corresponde a
3,01 mg.L! Fe*? (15 x 55,85/278,02), cuja estequiometria estabelece uma dosagem de 1,83
mg.L* de H20; (3,01 x 34,01/55,85). Para uma dosagem de 3E, tem-se 5,5 mg.L™* de H20> (3
x 1,83).

A 4gua de estudo foi adicionada nas seis jarras, sendo dois litros em cada jarra, € 0
reagente Fenton, sulfato ferroso (FeSO4 x 7H20) e o perdxido de hidrogénio (H202) foram
colocados em tubos de ensaio separados e adicionados simultaneamente no inicio do processo.
Para os testes de oxidacdo, coagulacdo/floculacdo e sedimentacdo utilizaram dosagem do
reagente Fenton sendo utilizada a razdo molar 1/3 de H2O2/Fe?*. A solucédo de FeSO4x 7H20
foi preparada com concentracéo de 1% e a de H2O> com concentragdo de 2000 mg.L ™.

Durante a oxidacdo buscou-se definir o melhor pH, tempo de oxidacao e melhor razdo
Fe*2/H20, que promovessem as melhores remocdes dos pardmetros em estudo. No final da
oxidacdo adicionava o hidréxido de sédio (NaOH) 1M para elevar o pH para 8,0 e interromper
a oxidacao e coletava uma amostra de cada jarra para realizar a analise da microcistina-LR e do
carbono organico dissolvido. Em seguida iniciava a coagulagdo realizada em mistura rapida
apos o pH ser ajustado para 8,0. A floculagdo seguia a coagulacdo sendo realizada em mistura
lenta durante 20 minutos. Posteriormente realizava a sedimentacdo visando determinar o
melhor tempo de sedimentacéo testando tempos de 5, 10, 15, 20 e 30 minutos. No final dessa

etapa coletava uma amostra de cada jarra para analise dos “parametros de controle”.
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4.6 Parametros de controle
4.6.1  Andlises pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

Os parametros analisados de acordo com as recomendacdes do Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012) foram a turbidez, cor verdadeira e

cor aparente conforme descrito na Tabela 12.

Tabela 12: Pardmetros analisados e seu respectivo método.

PARAMETRO METODOS APHA, (2012)
Turbidez (uT) Nefelométrico 2130 B
Cor verdadeira (uH) Espectrofotométrico 2120 C
Cor aparente (uH) Espectrofotométrico 2120 C

4.6.2  Andlise de carbono organico dissolvido

O carbono orgénico dissolvido (COD) foi determinado através do método TOC DIFF
em um analisador de carbono da marca Analytik Jena MC 3100 que realiza a determinagéo
direta do carbono organico total (COT), carbono organico ndo-purgavel (CONP), carbono total
(TC), carbono inorganico total (CIT) e carbono orgéanico purgavel (COP) (determinacéo
indireta) em amostras de agua. Os padrdes para a curva analitica para determinagdo do COT
foram feitos com solucédo de biftalato de potéssio, e para o CIT foi realizada com solucéo de

carbonato e bicarbonato de sédio.

Para determinagdo do COD realizava a filtracdo de 20 mL da amostra em membrana de
acetato de celulose (Millipore®) de porosidade correspondente a 0,45 um. A Figura 10
apresenta a curva realizada para determinacdo do carbono organico dissolvido e a Tabela 13
apresenta as caracteristicas do método utilizado para determinacdo do carbono organico

dissolvido.
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Figura 10: Curva analitica para determinacdo do COD.
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Tabela 13: Caracteristica do método utilizado para determinacéo do carbono organico

Método de anélise TOC DIFF
Limite de Deteccdo 945,1 (mg.L™?)
Limite de identificagdo 1,89 (mg.L?)
Limite de quantificacao 3,67 (mg.LY)
Volume da amostra 500 pL
Temperatura do forno 850°C
Leitura do padrao 3X

4.6.3  Cromatografia I6nica

As analises de dureza total (calcio e magnésio), nitrito, nitrato e aménia foram realizadas
por Cromatografia I6nica utilizando cromatoégrafo da marca Dionex — Thermo Scientific,
modelo ICS — 1100. As amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose
(Millipore®) 0,45 pum e em seguida em filtro de seringa nylon (Allcron) com tamanho de poro
0,22 um, ap0s a filtragem as amostras foram diluidas e posteriormente analisadas. As condi¢des

de trabalho para cada um dos médulos cromatograficos sdo apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14: Pardmetro utilizados nas andlises por cromatografia.

Coluna cromatografica  Dionex lon Pac AG23

Pré-coluna Dionex lon Pac AG23

Supressora ASRS 300 2 mm

Eluente Solucdo de Carbonato (4,5 mM) e
Analise de anions Bicarbonato de Sddio (98 mM)

Pressdo da coluna e pré- <1100 Psi

coluna

Volume do Loop 25 pL

Temperatura 35°C

Fluxo do Eluente 0,25 mL.min*!

Coluna cromatografica  Dionex lon Pac CS 12A

Pré-coluna CSCG 128
Supressora ASRS 300 2 mm
Analise de cations  Eluente Solugdo 10 mmol.L? de H2SO4
Pressdo da coluna e pré- <1100 Psi
coluna
Volume do Loop 25 pL
Temperatura 35°C
Fluxo do Eluente 0,25 mL.min?

Para remocao da interferéncia de cloretos realizou uma preparacdo das amostras visando
a precipitacdo. Preparava uma solu¢do com 500 puL da amostra, 3,5 mL de agua destilada e 1
mL de sulfato de prata. Realizava a homogeneizacdo para formar flocos e posteriormente
filtrava em membrana de 0,2 pm.

4.6.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A identificacdo e quantificacdo de microcistina-LR foi realizada atraves da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas (CLAE/EM).
A curva analitica foi feita com solugdo-padrdo da microcistina-LR com concentra¢do de 10
ug.mL?, certificada e obtida da National Research Council, Canada. As condigdes analiticas
para identificar e quantificar a MC-LR foi baseada no método desenvolvido por DE JULIO,

2010 com algumas modificacGes, descritas na Tabela 15.
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Tabela 15: Descrigdo dos parametros utilizados na analise de CLAE/EM.

PARAMETROS DESCRICAO
Pré —Coluna Cartucho ULTRA C18 (3 x 2,1 mm)
Coluna KINETEX C18 (2,6 pm x 100 mm x 2,1 mm)

Gradiente de concentracdo

Tempo total de anélise
Volume de injecdo da amostra
Gases utilizados

Temperatura do capilar
Voltagem do detector
Interface

fons monitorados

Intervalo de varredura m/z

Tempo de acumulacao de ions
no octapolo

Temperatura do Forno da
coluna

50% H»0 e 50% de acetonitrila e 1% de acido formico
(isocratico)

5 minutos

100 pL

Hélio e Nitrogénio

350 °C

5kV

Electronspray ionization (ESI) - modo positivo
Monitoramento no modo positivo FULLSCAN

0 até 5 minutos (800 a 1050). Monitoramento no modo
positivo de ionizacgdo, varredura dos ions no modo
FULLSCAN, e SIM para Microcistina LR: m/z =
995,5560 (M+H)*

Microcistina-LR: 100 milisegundos

40°C

A curva foi construida com sete pontos e as respectivas concentracdes: 5; 10; 15; 30;
50; 75; 100 pg.L™. Todos os pontos da curva analitica foram preparados utilizando o solvente
50% agua/metanol sendo analisadas em ordem crescente de concentracdo e de acordo com as
caracteristicas descritas na Tabela 15 que representam condi¢des cromatogréaficas otimizadas
para a determinacdo da microcistina-LR. A curva analitica obtida no espectrémetro de massas
para o padrdo da MC-LR foi linear com o coeficiente de correlacdo (r) de 0,9975. A Figura 11

apresenta a curva analitica preparada com o padrdo da MC-LR.
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Figura 11: Curva analitica para quantificagdo da MC-LR.

MC-LR-SIM
Y =-422,294+101,728*X R"2=0,9975 W: Equal
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8000 7
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4000 T
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0 20 40 60 80 100
ng/mL

Para deteccdo da MC-LR remanescente no espectrdmetro de massa foi necessario o
emprego de técnica de concentracdo da amostra. Inicialmente um volume de 60 mL da amostra
foi filtrada em membrana de acetato de celulose (Millipore®) de porosidade de 0,45 um e
posteriormente o volume filtrado foi concentrado em cartucho octadecil C18 para retengéo da
microcistina-LR. Antes de utilizar o cartucho (C18) realizou-se o processo de condicionamento
utilizando 5 mL de metanol e 5 mL de dgua. Ap0Os concentrar a amostra descarta o filtrado e
recolhe o concentrado que ficou adsorvido na fase sélida no cartucho eluindo-o com 5 mL de

metanol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da agua de estudo

A 4gua de estudo foi previamente caracterizada antes de todos os ensaios. Os resultados
estéo dispostos na Tabela 16.

Tabela 16: Caracterizacdo da dgua de estudo.

Parametro Média
pH 7,4

Cor Verdadeira (uH) 20,91
Cor Aparente (uH) 478

Turbidez (uT) 29,95

COD (mg.L?) 23,68
Dureza Total (mg.L™? CaCOs) 18,4
Nitrito (mg.L ™) 1,47
Nitrato (mg.L™) 2,54
Amoénia (mg.L™) 0,03

MC-LR (ug.L%) 10,24

De acordo com a Tabela 16 a agua de estudo apresentou pH com leve alcalinidade. A
turbidez e a cor aparente apresentaram valores bastante elevados em relagdo ao recomendado
pela portaria 2914 do Ministério da Saude. Isso se deve a composicdo da agua de estudo que é
constituida por cultivo lisado de cianobactérias que foi adicionado diretamente na dgua potavel
sem nenhum processo de filtracdo e, portanto, com concentracdo bastante elevada de matéria
organica, pigmentos e restos celulares de cianobactérias conferindo turvacdo. Dessa forma,
objetiva-se simular uma situacdo de eutrofizagdo que ocorre em ambiente natural. A
concentracdo de MC-LR também apresentou valor bastante elevado em relagdo a Portaria
2914/2011, sendo um valor encontrado com frequéncia em ambientes Iénticos e indica riscos

sérios a saude humana.
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5.2  Ensaios de oxidacao

A Tabela 17 apresenta os resultados da concentracdo de microcistina-LR remanescente

apos a oxidacdo Fenton e o respectivo percentual de remocéo.

Tabela 17: Microcistina-LR remanescente apds a oxidagdo

Tempo de

Tratamento  Fe?* (mg.LY) pH  oxidagéo MC_L_? % Remog&o
(minutos) (kg L)
T1 5,0 2,0 12,5 ND 100
T2 30,0 2,0 12,5 0,07 99,3
T3 5,0 7,0 12,5 ND 100
T4 30,0 7,0 12,5 0,08 99,2
T5 5,0 4,5 50 ND 100
T6 30,0 4,5 50 0,07 99,3
T7 5,0 4,5 20,0 0,09 99,1
T8 30,0 4,5 20,0 ND 100
T9 17,5 2,0 5,0 ND 100
T10 17,5 7,0 5,0 0,08 99,2
T11 17,5 2,0 20,0 0,08 99,2
T12 17,5 7,0 20,0 ND 100
T13 17,5 4,5 12,5 ND 100
T14 17,5 4,5 12,5 ND 100
T15 17,5 4,5 12,5 ND 100

ND: ndo detectada

De acordo com a Tabela 17 a MC-LR remanescente apds a oxidacdo foi detectada
somente nos tratamentos T2, T4, T6, T7, T10 e T11 indicando a eficiéncia do tratamento
realizado. Dessa forma, conforme foi observado nesta pesquisa a concentracdo de MC-LR de
10,24 foi degradada em todas as faixas de pH estudadas (2,0; 4,5; 7,0) nos tempos de oxidacao

de 5; 12,5 e 20 minutos e nas concentragdes de 5,0; 17,5 € 30 mg.L ™.

As concentragGes detectadas nos tratamentos foram inferiores a 1 pg.L™ tornado a 4gua

dentro dos padrdes de qualidade estabelecido pela legislagédo atual para esse parametro.

Zhong (2009) e colaboradores avaliaram a eficacia de remocgéo e possivel mecanismo

de oxidagdo da MC-RR, variante da MC, utilizando o reagente Fenton. Foi observado que os
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valores iniciais de pH 3,01; 4,18; 5,12 e 6,84 apresentaram boa eficiéncia de remocéo de MC-
RR. O autor destaca que o pH 2,01 apresentou uma eficiéncia de degradacao baixa justificado

pelo efeito das espécies de ferro na producéo dos radicais hidroxila.

Vilela (2012) e colaboradores analisaram a degradacdo da [D-Leu]-Microcystin-LR
uma variante da MC-LR com concentragdo de 10 mg.L™ com pH ajustado para 3,0, descrito
como o pH 6timo para a adsorcdo da toxina em TiO2. Os autores relataram que foram

necessarios 150 minutos para reduzir a concentracdo de 90% da concentracgéo inicial.

5.3 Definicdo do tempo de sedimentacgao

S&o apresentados os resultados de todos os tratamentos de acordo com o tempo de
sedimentacdo estabelecido visando definir o melhor tempo de sedimentacdo e o melhor

tratamento que apresentaram resultados expressivos.
5.3.1  Carbono organico dissolvido (COD)

A Figura 12 apresenta os resultados para 0 COD remanescente apds a oxidagdo Fenton
e no final do tratamento nos tempos de sedimentacdo de 5, 10, 15 e 20 minutos. O valor inicial

do COD na agua de estudo foi de 23,68 (mg.L™).

Figura 12: Carbono orgénico dissolvido remanescente ap6s oxidacdo Fenton e sedimentag&o.

20
< 15
-
g 10
5 s
O
0

AE T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 T11l T12 T13 T14 T15
Agua de Estudo (AE) 23,68

Pos oxidagéo 12,16 9,64 10,57 9,38 12,9811,9712,11 9,88 10,5211,4310,7910,9510,5910,2111,16
5 min 12,6310,38 10,5 8,89 9,51 9,79 10,6811,2510,4210,1313,55 11,7 13,12 11,5 11,56
10 min 10,26 6,8 11,5110,0510,6511,3714,1312,5412,9913,9610,7410,9115,5910,18 9,87
® 15 min 9,32 7,7 8,94 859 9,59 858 9,55 9,8 9,07 9,12 7,88 7,55 8,24 7,93 8,71
20 min 12,8710,05 10,2 10,1711,0411,8612,1911,2412,5114,01 9,09 8,07 12,27 8,98 10,73

Agua de Estudo (AE) P6s oxidagédo 5 min 10 min  m15 min 20 min
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De acordo com a Figura 12 os resultados do COD apds a oxidagdo sdo semelhantes aos
encontrado apods a sedimentagdo. O COD diminui de forma similar em todos os tratamentos nos
tempos de sedimentacdo de 5, 10 e 15 minutos e aumenta apds 20 minutos de sedimentacéo.
Esse aumento do COD ao longo do tempo de sedimentacdo de 20 minutos pode ser explicado
devido ao fato que periodos de sedimentacdo longos favorecem a dissolu¢do dos flocos
formados resultando no aumento da matéria organica dissolvida (DI BERNARDO et al., 2005).

O valor do COD indica a concentracdo de matéria organica natural dissolvida numa
amostra. O COD ¢ a fracdo dissolvida do COT ap6s filtragdo em membrana de 0,45 pum. A
matéria organica natural no ambiente aquético € resultado da presenca de compostos organicos
que sdo derivados principalmente da decomposicdo de residuos de vegetais e animais
(SILLANPAA et al., 2015).

A remocdo da matéria organica natural é uma estratégia para reduzir a formacéo de
subprodutos cancerigenos tais como os trihalometanos e &cidos haloacéticos que podem ser
formados durante a desinfeccdo por cloragdo além de contribuirem para a formacéao de biofilme
bacteriano em sistemas de distribuicdo de agua potavel (SILLANPAA et al., 2015)

Murray (2004) e colaboradores avaliaram o desempenho do reagente Fenton e Foto-
Fenton na remocdo do COD. O pardmetro mais significativo na determinacéo da eficiéncia de
remocao foram essencialmente o pH e a dose do Fe?*. A alta eficiéncia de remoco ¢ alcancada
dentro de uma faixa de pH 4-6, tornando o processo mais atraente para 0s servicos publicos de

agua.

5.3.2  Turbidez

Na Figura 13 séo apresentados os resultados da turbidez remanescente no final do
tratamento com os tempos de sedimentacdo de 5, 10, 15, 20 e 30 minutos.
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Figura 13: Turbidez remanescente apds a etapa de sedimentac&o.

5 min
10 min
15 min
=20 min
30 min

Turbidez (uT)

28,5
26,5
245
22,5
20,5
18,5
16,5
14,5
12,5
10,5
8,5
6,5
4,5
2,5
05

AE T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Til Ti2 T13 T14 Ti5

Agua de Estudo (AE) 29,95

16,5 19,6 15,2 17,8 15,1 17,7 15,5 17,4 19,4 16,6 23,9 16,6 19,4 22,7 20,8
14,5 0,85 0,09 12,5 0,87 14,2 13,3 14,3 126 14 19,4 13,7 17 19,2 17,8
12,7 0,07 0,94 0,09 0,47 0,73 0,77 0,98 0,71 0,46 0,09 0,68 13,9 15 14,4
0,82 0,08 0,08 0,09 0,08 0,08 0,63 0,51 0,48 0,44 0,46 0,63 14,8 16,3 15
0,3 0,06 0,08 0,07 0,08 0,09 0,35 0,08 0,06 0,1 0,08 0,09 0,86 0,1 0,1

Agua de Estudo (AE) 5 min 10 min 15 min  ®20 min 30 min

Conforme a Figura 13 o tempo de 5 minutos de sedimentacdo apresentou valores

elevado em todos os tratamentos mostrando que é inviavel para obtencdo de valores que

atendam a portaria 2914/2011. Como pode ser observado de forma geral quanto maior o tempo

de sedimentacdo, menor o valor da turbidez remanescente, desta forma o tempo de 5 minutos

apresentou os resultados menos expressivos. Este comportamento se deve ao fato de que quanto

maior 0 tempo de repouso, maior serd a quantidade de particulas floculadas que serdo

decantadas.

Apo6s 10 minutos de sedimentacdo os tratamentos T2, T3 e T5 apresentaram

valores de turbidez que atendem as recomendacdes da portaria vigente. No tempo de 15 minutos

os tratamentos T2 a T12 apresentam turbidez inferior a 1,0 uT, enquanto os tratamentos T1,

T13, T14 e T15 apresentam valores bastante elevados. A partir de 30 minutos todos 0s

tratamentos produziram turbidez remanescente inferior a 0,5 uT.
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5.3.3 Cor Aparente

A Figura 14 apresenta os resultados de cor aparente remanescente. O valor inicial da

cor aparente na agua de estudo foi de 478 uH.

Figura 14: Cor aparente remanescente apés a etapa de sedimentacéo.

5 min
10 min
15 min
=20 min
30 min

Cor aparente (uH)

500
475
450
425
400
375
350
325
300
275
250
225
200
175
150
125
100
75
50
25
0

AE T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 T11 T12 T13 T14 TI15

Agua de Estudo (AE) 478

153 190,5 146,8 212,4 131,2 168,7 131,2 124,9 84,33 162,4 193,6 165,5 228 309,2 218,6
106,2 112,4 87,45 65,59 71,83 62,46 87,45 93,7 43,72 65,59 115,6 87,45 143,7 153 143,7
134,3 46,85 84,33 53,09 56,22 49,97 90,57 84,33 21,86 59,34 37,48 59,34 68,71 84,33 93,7
53,09 31,23 62,46 40,6 65,59 37,48 18,74 56,22 28,11 6,25 28,11 62,46 74,96 112,4 81,2
46,85 12,49 46,85 37,48 37,48 43,72 56,22 37,48 18,74 12,49 31,23 37,48 59,34 56,22 40,6

Agua de Estudo (AE) 5 min 10 min 15min  ®20 min 30 min

De acordo com a Figura 14 os resultados de cor aparente apresentaram comportamento

semelhante com a turbidez na maioria dos tratamentos, ou seja, com 0 aumento do tempo de

sedimentacdo ocorre a diminuicdo da cor aparente. Dessa forma o tratamento T2 com 30

minutos de sedimentacdo apresentou cor aparente de 12,49 uH valor de acordo com a portaria
2914 de 2011 do Ministério da Saude.
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5.3.4 Cor verdadeira

A Figura 15 apresenta os resultados de cor verdadeira remanescente. O valor inicial da
cor verdadeira na agua de estudo foi de 20,91 uH.

20

Figura 15: Cor verdadeira remanescente ap6s a etapa de sedimentagéo.
15
10

: |

AE T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15
m Agua de Estudo 20,9

Cor verdadeira (uH)

=5 min 7,84 5,23 18,3 13,0 10,4 7,84 13,0 7,84 5,23 18,3 7,84 7,84 7,84 5,23 5,23
10 min 7,84 5,23 7,84 10,4 13,0 5,23 10,4 5,23 5,23 5,23 5,23 5,23 7,84 5,23 5,23
15 min 7,84 2,617,84 7,84 7,84 2,61 10,4 5,23 5,23 5,23 7,84 7,84 5,23 5,23 7,84

=20 min 6,25 6,25 6,25 9,37 12,4 6,25 9,37 6,25 9,37 3,12 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25

=30 min 9,37 6,25 9,37 9,37 9,37 9,37 6,25 6,25 9,37 3,12 6,25 9,37 9,37 3,12 6,25

mAguadeEstudo ®m5min =m10min =15min ®m20min =30 min

De acordo com os resultados apresentados na Figura 15, pode observar que o reagente
Fenton também é muito eficiente na remocdo da cor verdadeira. Os tratamentos T2 e T6 no

tempo de sedimentacdo de 15 minutos apresentaram valores mais expressivos de remogéo
apresentando 2,61 uH.

54 Caracteristicas da agua tratada

A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos em funcdo do melhor tempo de
sedimentacgdo. Desta forma escolheu-se como ideal o tempo de sedimentacdo de 15 minutos,
uma vez que, tempo maior que 15 minutos ocasiona a ressolubilizagéo dos flocos aumentando

a matéria organica dissolvida que resulta na elevagéo da cor verdadeira e do COD. Para o tempo
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de 15 minutos de sedimentagdo foram realizadas analises da dureza total, nitrito, nitrato e

amonia.

Tabela 18: Caracteristicas fisicas e quimicas da dgua tratada ap6s 15 minutos de sedimentacdo

Dureza
. Turbidez verga?jreira ap;:rz:ne COoD total . Nitrito ~ Nitrato ~ Amonia
(uT) (uH) (uH) (mg.LY)  (mg.L™ (mgL') (mgL?') (mg.L?)
CaCO0:s)
Agua de 29,95 20,91 478 23,68 184 1,47 2,54 0,03
estudo
Tl 12,70 7,84 134,30 9,32 12,5 0,00 0,17 0,01
T2 0,07 2,61 46,85 7,7 20,5 0,00 0,07 0,02
T3 0,94 7,84 84,33 8,94 15,7 0,14 0,00 0,02
T4 0,09 7,84 53,09 8,59 14,3 0,11 0,00 0,01
T5 0,47 7,84 56,22 9,59 10,15 0,30 0,00 0,02
T6 0,73 2,61 49,97 8,58 4 0,11 0,00 0,04
T7 0,77 10,46 90,57 9,55 7,1 7,57 0,00 0,05
T8 0,98 5,23 84,33 9,8 8,1 0,12 0,00 0,00
T9 0,71 5,23 21,86 9,07 3,32 0,00 1,58 0,02
T10 0,46 5,23 59,34 9,12 23,8 0,27 0,30 0,01
T11 0,09 7,84 37,48 7,88 55 0,14 0,43 0,06
T12 0,68 7,84 59,34 7,55 22 0,00 0,00 0,00
T13 13,90 5,23 68,71 8,24 17,76 0,16 0,55 0,08
T14 15,00 5,23 84,33 7,93 9 0,09 0,24 0,2
T15 14,40 7,84 93,70 8,71 10,7 0,04 0,00 0,01

A Tabela 18 indica que o tempo de sedimentagdo de 15 minutos foi o ideal tendo em
vista a eficiéncia de remocé&o dos parametros em estudo. A escolha foi feita em fungdo do COD

e da cor verdadeira que apresentaram aumento nos tempos de sedimentacdo de 20 e 30 minutos.

Conforme a Tabela 18 os melhores valores de turbidez foram obtidos com os
tratamentos T2-T12 gerando valores inferiores a 1 uT e os maiores valores foram identificados
nos tratamentos T1, T13, T14 e T15. Os tratamentos T2 e T6 foram os mais significativos para
remocdo da cor verdadeira 2,61 uH. O T2 e T12 foram 0s mais expressivos para remog¢éo do

COD apresentando respectivamente concentracéo de 7,7 e 7,55 mg.L™.
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A dureza total e amoénia apresentaram valores baixos e de acordo com as recomendacdes
da portaria 2914/2011-MS. O nitrato atingiu contracdes inferiores a 1,0 mg.L™? sendo o
tratamento T7 o Gnico que apresentou valor acima do recomendado (7,57 mg.L™Y). A cor
aparente apresentou valores acima aos da portaria citada em todos os tratamentos, no entanto,

por ser causada por particulas suspensas pode ser removida em filtros de areia.

Com base nos resultados obtidos nessa pesquisa o tratamento T9 (pH de oxidacéo: 2,0;
tempo de oxidacdo: 5 minutos e 17,5 mg.L? de Fe?") apds 15 minutos de sedimentacéo
apresentou os melhores resultados para o conjunto de pardmetros estudados. E importante
ressaltar que ndo se realizou a filtragdo em filtro de areia, ultima etapa do tratamento por ciclo
completo, dessa forma, a cor aparente que se encontra acima do valor limite da portaria em

todos os tratamentos e pode ser removida por essa técnica simples de filtracao rapida.

Buriti (2012) avaliou a remocdo de MC-LR aplicando reagente Fenton em &agua de
estudo com turbidez de 5,8 uT, cor aparente de 115 uH e concentragdo de MC-LR de 18,52
ug.Lt. O melhor resultado foi obtido com as concentrag@es de 15 mg.L™ de FeSOsx7H0; 5,5
mg.L? de H20, e tempo de sedimentacdo de 15 minutos. Apés a coagulacdo, floculacdo e
sedimentacdo, a turbidez remanescente foi 3,0 uT, cor aparente remanescente 81 uH e
concentragdo de microcistina-LR 9,59 pg.L™, apresentando percentuais de remogao de 48%,
30% e 48%, respectivamente. Esses valores foram bem mais elevados em relacdo aos
encontrados nesta pesquisa.

A cor verdadeira e o carbono organico dissolvido ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa no tempo de sedimentacdo de 15 minutos apenas a turbidez e cor aparente foram

significativas nesse tempo.

As andlises estatisticas aplicadas incluem o diagrama de Pareto, a analise de variancia e

o gréafico de superficie de resposta que sao apresentados a seguir.
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55 Tratamento estatistico dos dados

55.1 Turbidez

A Figura 16 mostra o diagrama de Pareto obtido através do planejamento experimental,

para a turbidez remanescente no tempo de sedimentacdo de 15 minutos.

Figura 16: Diagrama de Pareto para Turbidez com tempo de sedimentacdo de 15 min.

Turbidez 15 min

(3) Tempo (Min)(Q) D 28,2020
(1) Fe2+/H202(Q) | 19,35807
(2 PHQ) | 18,77233
(1) Fe2+/H202 (L) | 10,7549
x2L | 10,69437

(2 pH(L)

| -0,07707

1L x 2Q

| 8,955073

1Q x 2L

| 6,782042

ax3| | 7625867

1Qx3Lf  |-603479
(3 Tempo (min)L) | | ,2862808

wxs|  |-045302

p=,05

1L - variavel Fe?*/H,0; Linear 1Q - variavel Fe?*/H,O, Quadratica
2L - variavel pH Linear 2Q - variavel pH Quadratica
3L - variavel Tempo Linear 3Q - variavel Tempo Quadratica

O diagrama de Pareto ilustra graficamente a influéncia das variaveis independentes
(Fe*?/H,0,, pH e Tempo) sobre as variaveis dependentes que sdo as respostas (pardmetros
analisados), considerando-se significativas aquelas cujas colunas horizontais ultrapassarem a
linha tracejada, representativa para intervalo de confianca de 95 % (p<0,05). No tempo de 15
minutos as variaveis mais expressivas foram: Tempo (min) (Q), pH (Q), Fe?*/H.02 (L) e (Q),
pH (L). As interacGes entre os fatores também apresentaram valores significativos nas relagdes
Fe?*/H20, (L) x pH (L), Fe?*/H02 (L) x pH (Q) e Fe?*/H202 (Q) x pH (L). A Tabela 19

apresenta a analise de variancia (Anova) para a turbidez remanescentes de 15 minutos.
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Tabela 19: Anélise de variancia para Turbidez com tempo de sedimentagdo de 15 minutos

Somados Graude Mediados F p
Fator quadrados Liberdade quadrados
! (SS) (df) (MS)
(1) Fe/H202 L+ Q 139,5258 2 69,7629  229,9875 0,004329
(2 pHL+Q 137,0891 68,5446 2259711 0,004406

2
(3) Tempo (min) L+Q 241 2825 2 120,6412  397,7184  0,002508
172 77,2582 3 25,7527 84,8991  0,011664
1”3 0,1134 2 0,0567 0,1870  0,842471
2*3 0,1764 1 0,1764 05815  0,525376
Erro puro 0,6067 2 0,3033
Total SS 535,0659 14

A andlise de variancia Anova possui como principio fundamental comparar a variagao
entre e dentro dos grupos (fatores), a varia¢do (e ndo variancia) é representada tanto pela soma
dos quadrados entre grupos (SS-B) quanto por intragrupos (SS-W), no caso da Tabela 19, esta
expressa apenas a variagdo entre grupos, portanto, a soma dos quadrados indicada é a SS (B),
com variancia (intergrupo) denotada pela Média dos Quadrados Dentro dos Grupos (MS) —
soma da variacao dentro dos grupos dividida pelos graus de liberdade (df), ou seja, SS/df. Ja o
teste F é a taxa de duas variaveis Qui quadrado divididas pelos seus respectivos graus de
liberdade. Chama-se comumente apenas teste F, e corresponde a taxa de duas amostras de
variancia. Ou seja, este teste é encontrado dividindo a varidncia entre grupos por aquela
intragrupos. O teste F sugere apenas o grau de variancia interna de cada fator. Jao p é a
probabilidade das variaveis serem significativamente diferentes ao indice de significancia (o
0,05).

Conforme mostra a Tabela 19 o resultado do teste de comparagdo entre medias da
analise de variancia simples (One Way ANOVA) entre variaveis (aqui indicadas como fatores)
supostamente dependentes, observa-se que todos os fatores (variaveis) se mostraram altamente
significativos ao nivel de significancia escolhido para o teste, sugerindo que as médias entre
eles sdo diferentes em magnitude. Porém, apenas as variaveis (fatores) 1*2 se mostraram

dependentes, indicando que pH L+ Q varia de acordo com Fe?*/H.0, L+ Q. A Figura 17
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apresenta a superficie de resposta para turbidez remanescente em funcéo do pH de oxidagdo e
da razéo de Fe?*/H,0, apos o tempo de sedimentagdo de 15 min.

Figura 17: Superficie de resposta para Turbidez remanescente.

Turbidez 15 Min

I > 15
<15
B <10
=<5
<o
B <-5
Il <-10

De acordo com a Figura 17, observa-se que a turbidez é menor em situa¢Ges de pH
neutro (ou pouco alcalino). A turbidez mais elevada pode ser encontrada em pH inferior a5 e
com dosagens de Fe?/H,O, menor que 0,26 mg.L'. A Equacdo 13 representa o modelo

experimental para turbidez remanescente em funcédo do pH de oxidacéo e da razdo de Fe**/H.0..

2=22,24-102,04*x-271,6*x"2-34,50*y+1,36*y"2+222,4*x*y-8,4*x*y"2-242 45*x\2*y-
3,8%12,5*x+7,2*12,5*x"2+,01*12 5*y+28,2
13

onde, z: Turbidez remanescente; x: pH de oxidacéo e y: razéo de Fe?*/H.0;
A Figura 18 apresenta o grafico de superficie de resposta para Turbidez remanescente

com tempo de sedimentacdo de 15 minutos em fungdo do tempo de oxidagdo e da razéo de
Fe?*/H,0..
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Figura 18: Superficie de resposta para Turbidez com tempo de sedimentagéo de 15 min.

Turbidez 15 Min
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A Figura 18 mostra que a turbidez € menor com tempo de oxidacdo inferior a oito
minutos e razdo de Fe?*/H,O, menor que 0,22 mg.L*. Os maiores valores da turbidez podem ser
encontrados quando se utiliza tempo de oxidac&o entre dez e dezoito minutos e razéo de Fe?*/H,O, maior
que 0,22. A Equacdo 14 representa 0 modelo experimental para turbidez remanescente em

funcdo do tempo de oxidacdo e da razdo de Fe?'/H,0..

2=22,24-102,04*x-271,66*x"2+4,05*y-,14*y"2+222,31*4,5*X-8,36*20,25*x-
242,45*4 5*x"2-3,85*x*y+7,19*x"2*y+,01*4,5*y-127,55 14

onde, z: Turbidez remanescente; X: Tempo de oxidacgéo e y: razdo de Fe*/H,0;

5.5.2  Cor aparente

A Figura 19 mostra o diagrama de Pareto obtido através do planejamento experimental,

para a cor aparente remanescente no tempo de sedimentagdo 15 minutos.
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Figura 19: Diagrama de Pareto para cor aparente com tempo de sedimentacdo de 15 min.

(1) Fe2+/H202(L)
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1Qx2L

1L x2L
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@) pHL)

2L x3L

1L x3L
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33212

2,706862

12,679618

2,226922

1,899943

-1,48141

-1,44593

-621473
-61859
| -

2,97438

p=,05

1L - variavel Fe?*/H,O; Linear
2L - variavel pH Linear
3L - variavel Tempo Linear

1Q - variavel Fe?*/H,0, Quadratica
2Q - variavel pH Quadratica
3Q - varidvel tempo Quadrética

Conforme o diagrama de Pareto (Figura 19) a variavel Linear (1) Fe*?/H,0; foi a inica
que apresentou relevancia significativa no intervalo de confianca de 95 % (p<0,05). Dessa
forma, o aumento da concentragdo do Fe*?/H.O. produzem efeitos redutivos no valor da
resposta (cor aparente). A Tabela 20 mostra a analise de variancia para cor aparente com tempo

de sedimentacdo de 15 min.
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Tabela 20: Anélise de variancia para cor aparente com tempo de sedimentagdo de 15 min.

Fator SS df MS F p

(1) Fe?*/H20; L+ Q 312140 1 3121,401 19,59184  0,047439
(2) pH L+ Q 636,65 2 318,326  1,99801 0,333555
(3) Tempo (min) L+ Q 292474 2 1462,370  9,17874 0,098244
172 3527,43 3 1175,809  7,38010 0,121663
173 352,38 2 176,188  1,10587 0,474864
2*3 60,96 1 60,965 0,38265 0,599251
Erro puro 31864 2 159,322

Total SS 10707,71 14

De acordo com a Tabela 20 a anélise de variancia (ANOVA) para o modelo foi realizada
com um nivel de confianca de 95% para (p<0,05). Os resultados do teste da analise de variancia
mostraram que a variavel Fe?*/H,0, L+ Q influencia significativamente a resposta. A Figura
20 apresenta o grafico de superficie de resposta para cor aparente remanescente com tempo de

sedimentacio de 15 minutos em fungio do pH de oxidagéo e da razdo de Fe?*/H,0x.

Figura 20: Superficie de resposta para cor aparente com tempo de sedimentagédo de 15 min.

Cor aparente 15 Min

Hl > 200
Il < 168
[ <128
[J<ss
B <48
B <8
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Conforme a Figura 20 o pH inferior a 4 e a concentragdo do Fe*2/H,0; inferior a 0,24
propiciam no aumento da cor aparente remanescente no tempo de sedimentacdo de 15 minutos.
Dessa forma, valores baixos podem ser obtidos em pH alcalino e concentragdes mais elevadas
do Fe*?/H,0,. A Equagéo 15 representa o modelo experimental para cor aparente remanescente

em funcdo do pH de oxidagdo e da razdo de Fe?*/H,0..

z=894,53-5450,07*x+7000,42*x"2-305,47y+14,98*y"2+1828,49*x*y-63,71*x*y"2-
2195,16*x"2*y-215,74*12,5*x+404,52*12,5*x"2-,20*12,5*y+438,26 15

onde, z: cor aparente remanescente; X: pH de oxidacéo e y: razdo de Fe?**/H,0,

A Figura 21 apresenta o grafico de superficie de resposta para cor aparente remanescente
com tempo de sedimentacdo de 15 min em funcdo do tempo de oxidacdo e da razdo de
Fe?*/H,0x.

Figura 21: Superficie de resposta para cor aparente com tempo de sedimentacédo de 15 min.

Cor aparente 15 Min

Il > 100
Il < 100
<80
= <60
Il <40

De acordo com a Figura 21 e possivel observar que a cor aparente aumenta com o
aumento do tempo de oxidagdo. A Equacdo 16 representa 0 modelo experimental para cor

aparente remanescente em funcdo do tempo de oxidagéo e da razio de Fe?*/H,0x.
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z=894,53-5450,07*x+7000,42*x"2+39,92*y-,38*y"2+1828,499748569*4,5*x63,71*20,25*
X-2195,16*4,5*x"2-215,74*x*y+404,52*x"2*y-,20*4,5*y-1071,1745 16

onde, z: cor aparente remanescente; X: tempo de oxidagdo e y: razdo de Fe?*/H,0;

5.6 Quantificacao de Microcistina

O cultivo de Microcystis aeroginosa do LAQUISA apresentou quatro variantes entre
elas a MC-LR (995 m/z) foi a predominante. Apos o crescimento exponencial do cultivo e a
etapa de extracdo em fase solida utilizando o cartucho C18, 500 uL do extrato semipurificado
foi utilizado para infusdo no espectrometro de massas. As condicGes utilizadas no LCQ Fleet

foram:

Temperatura do capilar = 350 °C
Voltagem do capilar =35 V
Tube Lens =110 V

Sheath gas = 30

Auxiliar gas = 10

Fluxo = 10 puL min*

O modo de aquisi¢do de dados selecionado foi SRM com tempo de acumulacdo de ions
(modo positivo) de 100 ms com energia de colisdo zero variando de 270 a 1100 m/z (Figura
22).
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Figura 22: Espectro de massas para a variante MC-LR obtido no modo SRM com energia de coliséo

zero a partir da infusdo de uma solucéo padrao.

995,49
100
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20
O||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
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O espectro de massa para 0 ion MC-LR [H+1]" apresentou intensidade de sinal de
1,36 x 10%, o que denota a presenca de MC-LR em quantidade superior quando comparada com
as outras variantes. A Figura 23 apresenta um cromatograma de ion total (tic) tipico para MC-
LR quando um gradiente ¢ utilizado para a eluicdo do analito. O espectro criado pelo registro
da intensidade do sinal observado decorrido do instante em que a amostra foi injetada até o pico
méaximo. O tempo total de varredura do analito foi de 20 minutos e o pico do padrdo da MC-

LR de 995 foi encontrado no tempo de retencdo de 12,44 minutos.

Figura 23: Espectro de massas obtido no modo fullscan para MC-LR
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60 1344
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A 1y, ol By s es winle
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A Figura 24 apresenta o cromatograma para o padréo de MC-LR 100 ng.mL™* obtida no
modo Single lon Monitoring (SIM) para o ion filho MC-LR [H + 1]* com Area = 10000 e S/R
= 300.
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Figura 24: Cromatograma para o padrdo de MC-LR 100 ng.mL™* obtida no modo SIM.
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5.7 Subprodutos da oxidagao da Microcistina-LR

A degradacdo da MC-LR foi confirmada através de varredura no modo “FULL MS2”
realizada no espectrdmetro de massas possibilitando a identificacdo dos fragmentos da
molécula. A microcistina-LR é uma molécula relativamente grande e apresenta varios grupos
funcionais em diversas posicdes e cada grupo apresenta suscetibilidade para rompimento das
ligacbes gerando os subprodutos da degradacdo. Os fragmentos identificados nessa pesquisa
apresentam massa/carga (m/z) de 69; 87; 135, 159; 213; 286; 374; 445; 553; 558; 682; 778;
866; 967 e 995 que se mostraram presentes com pequenas variagoes de intensidade relativa nos
15 tratamentos realizados. A identificacdo de alguns fragmentos foi realizada com base na

literatura pesquisada conforme mostra a Tabela 21.
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Tabela 21: Principais fragmentos identificados com sua respectiva m/z.

;i?}?i;?g;;zz Fragmento sugerido Referéncia
866 Arg — Adda — Glu — Mdha — Ala - Leu ZONG et al., 2013
728 MeAsp — Arg — Adda — Glu MAYUMI et al., 2006
682 Arg — Adda — Glu — Mdha MAYUMI et al., 2006
599 Arg — Adda - Glu MAYUMI et al., 2006
553 Mdha — Ala — Leu — MeAsp — Arg BENKE et al., 2015
375 C11H140 — Glu — Mdha FASTNER et al., 2011
286 MeAsp — Arg FASTNER et al., 2011
DAHLMANN et al.,
213 Glu — Mdha 2010
ANTONIOU et al.,
135 ADDA 2008

De acordo com Song (2009) e colaboradores esses fragmentos foram gerados pela
clivagem de ligacOes peptidicas, uma vez que, 0s nUmeros de massa/carga correspondem a
diferenca entre a molécula precursora (MC-LR m/z 995) e as por¢des dos peptideos libertados.
Comparando os resultados obtidos por MIAO et al., (2010) e CHANG et al., (2014) os autores
identificaram intermediarios de massa molar de m/z 855, 853, 835, 827, 815 e 795 aplicando o
processo de ionizagdo, com intensidade relativa alta o que diverge dessa pesquisa com Fenton,
0s picos intermediarios identificados de massa molar maiores de m/z 681, 778, 860 e 967 foram
detectados com intensidade significativamente baixa o que comprova a eficiéncia de
degradacdo da MC-LR e atoxicidade relacionada. O fragmento com a relagdo massa/carga 135
é caracteristico do aminodcido ADDA presente na molécula e responsavel pela
hepatotoxicidade sendo observado nos tratamentos T4, T11, T13 e T14. A varredura também
constatou a presenca de fragmentos da oxidacdo do ADDA de m/z 134 detectado nos
tratamentos T1, T2, T3, T5, T6, T7, T8, T9, T10 T11, T12 e T14. A Figura 25 mostra a possivel
rota de degradacdo da MC-LR pela reagdo Fenton.

77



Figura 25: Possivel rota de degradacédo da MC-LR
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Os intermediérios formados durante o ataque da hidroxila através da reacdo Fenton
sobre a MC-LR, a rota de degradacédo analisada pode ser aplicada para os 15 tratamentos do
planejamento. A andlise da Figura 25 mostra o possivel local onde a decomposicao foi iniciada,
e como as ligacdes duplas conjugadas foram as mais afetadas pela clivagem do mecanismo de
oxidagdo. A principio a maior parte dos intermediarios identificados tinha a estrutura ciclica
intacta e ao decorrer da degradacdo os intermediarios foram sendo linearizados, os peptideos
com massa molar mais baixos podem ser identificados pela clivagem da por¢cdo MeAsp e L-
Arg. Os espectros de todos os 15 tratamentos com seus respectivos fragmentos observados

foram listados e sdo apresentados nas Figuras de 26-40.

Figura 26: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T1.
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Figura 27: Espectro da fragmentacéo da MC-LR obtido no Tratamento T2.
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Figura 28: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T3.
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Figura 29: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T4.
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Figura 30: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T5.
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Figura 31: Espectro da fragmentacéo da MC-LR obtido no Tratamento T6.
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Figura 32: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T7
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Figura 33: Espectro da fragmentacéo da MC-LR obtido no Tratamento T8
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Figura 34: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T9.
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Figura 35: Espectro da fragmentacéo da MC-LR obtido no Tratamento T10
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Figura 36: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T11

T11
100 - 553,34

90
80—-
70—-
60—-

50
] 375,17

40

213,02 44516  |559,28

30 135,03

20

' 682,43
101 19068 286,07 ‘ 778,17

0.4 69,74 ‘ ‘ 866,73 967.32995 21
T T T T T T d

r r
0 200 400 600 800 1000




Figura 37: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T12
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Figura 38: Espectro da fragmentacéo da MC-LR obtido no Tratamento T13
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Figura 39: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T4
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Figura 40: Espectro da fragmentacdo da MC-LR obtido no Tratamento T15
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Antoniou (2008) e colaboradores estudaram as possiveis quebras de ligagGes quimicas
da MC-LR e a formacéo de subprodutos durante a degradacéo fotocatalitica utilizando TiO- e
0s mecanismos de ataque do radical hidroxila a MC-LR. O autor destacou que os locais mais
propensos ao ataque da HO® sdo nas ligacfes duplas conjugadas devido a sua posi¢do na
molécula. As vias destacadas no estudo foram o anel aromatico, o grupo metoxi do aminoéacido
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ADDA e ligacdo dupla do aminoacido MDHA.. O ataque de radicais hidroxila no grupamento
Adda permite a eliminacdo de grupos quimicos pouco estaveis assim como reagdes de

ciclizacdo intramolecular formando ciclos de massa molar menor.

Zong (2013) e colaboradores identificaram isémeros provaveis para cada tipo de
subprodutos formados pela oxida¢do da MC-LR através da oxidagdo com UV/H.0: indicando
o anel aromatico, a ligacdo dieno conjugada no Adda e a ligagdo C=C em MDHA como os principais
locais-alvo de oxidacdo. A reacdo do radical hidroxila com a MC-LR pode ocorrer atraves de
varias vias incluindo o anel benzeno, ligacfes dieno e abstracdo de atomos de hidrogénio
alifaticos. A degradacdo dos radicais hidroxila induzida pela MC-LR ocorre
predominantemente atraves da oxidacdo do grupo Adda, o que resulta na perda de atividade
bioldgica da molécula (SONG et al., 2009).

Com base nos resultados dessa pesquisa, 0 reagente Fenton pode ser empregado em
Estacbes de Tratamento de Agua na potabilizagdo de 4gua com concentracdes elevadas de
compostos organicos e microcistina-LR, uma vez que, foi observado reducéo significativa da
cor aparente, cor verdadeira, COD, turbidez e microcistina-LR possibilitando dgua tratada de
acordo com a recomendacdo da Portaria 2914/2011-MS. Além disso, o reagente Fenton
possibilitou a reducdo de matéria organica natural (COD) reduzindo a formacdo dos
subprodutos halogenados na desinfeccdo. Outra vantagem € o uso do reagente Fenton como um

pré-oxidante e coagulante reduzindo custos operacionais.
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CONCLUSAO

O Reagente Fenton apresentou-se como 6timo oxidante e coagulante tendo em vista a
elevada eficiéncia da oxidagdo da Microcistina-LR no tratamento de 4gua com elevada
concentracio de MC-LR (10,24 pg.L™Y). A concentragdo da microcistina-LR
remanescente apresentou valores inferiores a 1,0 pg.L™ nas faixas de pH 2,0; 4,5¢e 7,0

e nos tempo de oxidacédo 5,0; 12,5 e 20 minutos.

O método empregado para analise da oxidacdo da microcistina-LR utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas
mostrou-se uma técnica altamente sensivel, rapida e sofisticada na deteccdo de
fragmentos resultantes da oxidacédo através do reagente Fenton comprovando a eficacia
do tratamento. Os principais fragmentos apresentam m/z 69, 87, 135, 159, 213, 186,
374, 445, 553, 558, 682, 778, 866, 967 e 995.

A melhor dosagem do reagente Fenton para a gua em estudo foi de 17,5 mg.L* de Fe*?
que contribuiu para reducdo dos parametros estudados.

Com base nos resultados obtidos é possivel afirmar que o uso do reagente Fenton
para a potabilizacdo de agua eutrofizada com elevada cor e matéria organica pode
ser benéfico, uma vez que, atua como pré-oxidante e coagulante. Apos a etapa de
oxidag@o observou-se degradacédo significativa de Microcistina-LR e reducdo de
COD na agua remanescente. Apés a sedimentagdo de 15 minutos o reagente Fenton
possilitou remocéo significativa de turbidez 100%, cor aparente 90%, cor verdadeira
91% e COD 70%.
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