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RESUMO

Dentre os efeitos deletérios provocados pelo processo de eutrofizagdo de aguas naturais,
importante destaque deve ser dado ao surgimento de floragdes de cianobactérias e a
consequente geracdo de cianotoxinas de potente efeito hepatotoxico (ex. microcistina-
LR). Em geral, tratamentos convencionais para potabilizacdo da 4gua se mostram
ineficientes para a remog¢ao destes micropoluentes, o que tem estimulado o estudo de
novas alternativas de tratamento. Os processos oxidativos avangados tém sido uma
alternativa de grande interesse devido ao seu potencial como alternativas ou
complementos aos processos convencionais de tratamento de dgua, uma vez que os
radicais hidroxila gerados sdo altamente reativos e pouco seletivos, podendo atuar na
oxidagdo quimica de uma vasta gama de substincias. Estes processos geralmente
envolvem geracdo de espécies altamente oxidantes e ndo seletivas, como o radical
hidroxila (*OH) e, em alguns casos, o oxigénio, sendo assim, eficientes na remocao de
diversos contaminantes. O principal objetivo deste trabalho foi verificar a potencialidade
de dois processos oxidativos avangados: o UV/H,0: e Fenton em relagdo ao tratamento
de 4aguas destinada a abastecimento publico contaminadas por microcistina-LR. Para isso,
a pesquisa foi dividida em trés etapas. No primeiro momento foi realizado a validagao de
método analitico por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM) para identificagdo e quantificacdo da toxina
citada, descrito no capitulo 1. O capitulo 2 descreve a eficiéncia do tratamento
convencional seguido do processo oxidativo avangado (UV/H202) em relacdo ao
tratamento de agua destinada a abastecimento publico com énfase na eficiéncia de um
reator fotocatalitico de baixo custo para degradacdo de microcistina-LR. Em seguida, o
terceiro e ultimo capitulo apresenta a utilizagdo de reagente Fenton como coagulante,
seguido de floculagdo, sedimentagao e filtragdo, com objetivo de remocdo de turbidez,
cor aparente e verdadeira e microcistina-LR também presente em dgua de abastecimento
publico.

Palavra-Chave: Tratamento de agua. Processo Oxidativo Avangado. Microcistina-LR.



ABSTRACT

Among the deleterious effects caused by the process of eutrophication of natural waters,
an important highlight should be the appearance of cyanobacterial blooms and the
consequent generation of cyanotoxins with a potent hepatotoxic effect (eg microcystin-
LR). In general, conventional treatments for water purification are inefficient for the
removal of these micropollutants, which has stimulated the study of new treatment
alternatives. The advanced oxidative processes have been an interesting alternative
because of their potential as alternatives or complements to conventional processes of
water treatment, since the hydroxyl radicals generated are highly reactive and not
selective, and can act in the chemical oxidation of a wide range Of substances. These
processes generally involve the generation of highly oxidizing and non-selective species,
such as the hydroxyl radical (+ OH) and, in some cases, oxygen, thus being efficient in
the removal of various contaminants. The main objective of this work was to verify the
potential of two advanced oxidative processes: UV/H>O; and Fenton in relation to the
treatment of water destined for public supply contaminated by microcystin-LR. For this,
the research was divided into three stages. In the first stage, the validation of the analytical
method was carried out using high-performance liquid chromatography coupled to
massspectrometry (HPLC-MS) for identification and quantification of the toxin described
in Chapter 1. Chapter 2 describes the efficiency of conventional treatment Followed by
the advanced oxidative process (UV/H202) in relation to the treatment of water intended
for public supply with emphasis on the efficiency of a low cost photocatalytic reactor for
microcystin-LR degradation. Then, the third and final chapter presents the use of Fenton
reagent as coagulant, followed by flocculation, sedimentation and filtration, with the
purpose of removing turbidity, apparent and true color and microcystin-LR also presente
in public water supply.

Keyword: Water treatment. Advanced Oxidative Process. Microcystin-LR
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INTRODUCAO GERAL

Os impactos gerados sobre os recursos hidricos resultante das atividades
antropogénicas constituem uma das grandes preocupacdes ecologicas dos tltimos anos.
A ma gestdo do uso do solo, aliada ao crescimento da populacao e a expansao industrial
observada nas ultimas décadas tem resultado no decréscimo da qualidade da 4gua de rios,

lagos e reservatorios.

Os reflexos dessas modificagdes tém sido constatados por meio do excesso de
nutrientes nos ecossistemas aquaticos, especificamente o nitrogénio e o foésforo, que se
apresentam como os principais responsaveis pelo processo de eutrofizagao dos corpos de
dgua e tem como principal efeito, a proliferacdo excessiva de produtores primarios tais

como cianobactérias, microalgas e plantas aquaticas (DUPASA et al., 2015).

A maior expressao deste fenomeno se observa quando corpos aquaticos ficam
cobertos por uma densa camada verde comumente denominada “flora¢dao” ou “bloom”.
Nas floracdes, as cianobactérias atingem concentracdes superiores a 10° - 107 celulas.ml”
!, que junto com as microalgas e diversas bactérias afetam a qualidade da 4gua do

manancial e as etapas do tratamento de potabilizacdo (WU e XANG, 2012).

No Brasil, as floragdes nos mananciais vém aumentando em intensidade e
frequéncia, com dominancia de cianobactérias durante grande parte do ano. A expansao
dessas floragdes, ¢ atribuida a fatores como temperaturas constantemente elevadas e alta
luminosidade, tipicos de clima tropical no nordeste brasileiro. Por outro lado, embora a
sazonalidade do clima subtropical atenue estes fatores, as floragdes também sdo comuns
no sul e sudeste do Brasil, sendo frequentemente observadas durante as estacdes mais
quentes do ano (GELINAS et al., 2012).

A espécie Microcystis aeruginosa ¢ uma das cianobactérias formadoras de
floragdes comumente encontradas em ecossistemas de d4gua doce e recebe grande atengdo
das pesquisas pela sua ampla distribuicdo geografica em todos os continentes e pela
frequente produgdo de microcistinas. Presentes em mananciais do Nordeste Brasileiro,
esta espécie produz a toxina microcistina—LR - tipo de hepatotoxina constituida por sete
aminodcidos, sendo cinco fixos e dois varidveis. Caracterizada também pelo arranjo dos

seus aminoacidos, variagdo em nivel de metilagao e hidroxilagdo, sequéncia de peptideos
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(WELKER & VON DOHREN, 2006) podem causar intoxicagdes agudas e cronicas, que

dependendo da dose ingerida, possibilita a morte de animais em algumas horas ou dias.

A toxicidade das microcistinas, assim como sua ocorréncia em aguas superficiais
destinadas ao abastecimento publico, excitou a indicagdo do limite maximo de 1pg.L™!
em agua para consumo humano pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Este valor
corresponde ao valor maximo permitido das variantes de microcistinas nas formas
intracelular e extracelular, ou dissolvida. Seguindo tal indicacdo, no Brasil, o
monitoramento da qualidade da dgua de abastecimento, regido pela Portaria 2914/11 do
Ministério da Satde, estabeleceu o valor maximo permitido (VMP) de 1pg.L"! para a

soma das variantes de microcistinas em agua de abastecimento.

A remocdo de microcistinas da dgua de abastecimento a partir do tratamento do
tipo convencional (comumente empregado) é considerada efetiva quando estas toxinas se
encontram na forma intracelular. No entanto, o mesmo tratamento nao ¢ satisfatorio no
caso da cianotoxina se encontrar na forma dissolvida. A dificuldade de remocao de
microcistinas dissolvidas pelos sistemas de tratamento usualmente empregado, tem
intensificado a busca por tecnologias operacionalmente e economicamente viaveis para o
efetivo cumprimento da legislacao vigente no que tange a concentragao de microcistinas

na dgua de abastecimento (DI BERNARDO et al., 2010).

Os Processos Oxidativos Avancados (POAs), sdo tecnologias alternativas para
degradacdo dos poluentes a substancias mais facilmente degradédveis, alterando a
estrutura quimica, tornando-as em substancias inofensivas ou inertes, tais como
dioxido de carbono e agua. Estes processos caracterizam-se por serem diferentes sistemas
reacionais em que o radical hidroxila ("OH) participa como principal agente oxidante.
Este radical apresenta elevado poder oxidativo (E° = 2,8 V) que permite a completa
mineralizagdo de inumeras espécies quimicas de grande impacto ambiental, podendo
reagir através de trés mecanismos distintos: abstragdo de hidrogénio, transferéncia de
elétrons ou adi¢do radicalar (SIMONSEN et al., 2010; RIZZO, 2011; PONTES e PINTO,
2011), e ser gerados a temperatura ambiente, recorrendo-se a processos homogéneos ou

heterogéneos, na presenca ou nao de radiagdo.

Os sistemas heterogéneos sdo caracterizados pelo uso de catalisadores solidos,
como a fotocatalise heterogénea que utiliza o dioxido de titanio (TiO2) como catalisador,

enquanto os sistemas homogéneos envolvem o uso de oxidantes como ozonio, ferro e
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peroxido de hidrogénio (ABDESSALEM et al.,, 2010; KLAMERTH et al., 2011;
NAVARRO et al., 2010; PONTES e PINTO, 2011). Enquanto os processos homogéneos,
caracterizam-se por ocorrerem numa fase Unica. Dentro destes processos se faz a
utilizagio de ozonio, peroxido de hidrogénio e do Reagente de Fenton (H>0; + Fe?*) como

geradores de radicais, na presenca ou na auséncia de irradiagdo luminosa.

O sistema fotocatalitico homogéneo UV/ H20: consiste na formagao de radicais
hidroxila obtidos através da fotolise do perdxido de hidrogénio pela radia¢do ultravioleta.
O radical "OH ¢ um forte agente oxidante, muito reativo e de reduzida seletividade, sendo
eficiente na degradacdo de diferentes cianotoxinas (BRUNO, 2011). O mecanismo
caracteriza-se pela clivagem homolitica de uma molécula de peroxido de hidrogénio,
através da agdo da radiagdo UV em comprimentos de onda menores que 280 nm, com

formagao de dois radicais hidroxila (Equagao 1):

H,O, + hv — 2 «OH 1

Para a fotolise do H>O, utiliza-se normalmente lampadas a vapor de mercurio de
baixa ou media pressao. Cerca de 50% do consumo energético se perde na forma de calor
ou de emissoes abaixo de 185 nm, que sdo absorvidas pelo bulbo de quartzo que envolve
a lampada. Como a absor¢ao do H>O; ¢ maxima em 220 nm, seria conveniente utilizar
lampadas de Xe/Hg. Porém, devido ao seu alto custo, normalmente ldmpadas com

comprimento de onda 254 nm sao normalmente utilizadas (FREITAS, 2008).

O uso deste processo oferece algumas vantagens: o H»O» ¢ um oxidante
comercialmente acessivel pelo baixo custo, termicamente estavel e pode ser armazenado
no proprio local, desde que os devidos cuidados sejam respeitados. Como possui altissima
solubilidade em 4gua, ndo existem problemas de transferéncia de massa associados aos
gases, como por exemplo, no caso do 0zonio pois os produtos da oxidacdo sdo geralmente
compostos oxigenados de baixo peso molecular que sdo facilmente biodegradados ou, em
alguns casos, os compostos organicos sao reduzidos a dioxido de carbono e dgua (SOUZA
etal.; 2014).

Caracterizado por induzir a redugao catalitica em solugdes aquosas de H>O» e de
Fe 2" (ions ferrosos) a Fe** (ions férricos) conforme (equagdo 2), o processo Fenton (Fe**

/ H202) também pode ser utilizado na degradagdo de cianotoxinas.
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Fe?" + H,0, — Fe**+ OH" + OH™ 2

A facilidade de integragdo com processos existentes de tratamento de 4gua (como
a coagulagdo, filtracdo e oxidacdo biologica) melhoram a qualidade organoléptica da
agua, possibilitando o tratamento in sifu, o custo e manuseio dos reagentes (ferro e H>O»)
propiciam que o processo Fenton seja rentdvel e praticamente viavel aumentando a
eficiéncia da mineralizagdo e a transformacao de poluentes organicos em produtos nao-
toxico (BOKARE et al., 2014; BRITO, 2012; GAJDEK et al.,2001). A desvantagem
deste processo reside no fato dele ndo possuir uma agdo prolongada, cessando tao logo
quando todo o perdxido se tenha decomposto. Além disso, o processo requer um pH
especifico (dcido pH<3,0) para que ele ocorra com eficiéncia, o que muitas vezes, € dificil
de ser obtido em matrizes ambientais ou pode causar perturbagdes ainda mais graves que

a propria contaminagdo em si (BOKARE et al.,2014).

Assim sendo, esta dissertagdo apresenta a avaliagdo da eficiéncia da degradacao
de microcistina-LR em agua de abastecimento, utilizando distintos processos oxidativos

avangados.
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Capitulo 1

VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
MICROCISTINA- LR POR MEIO DA CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CLAE-EM)
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RESUMO

Existem diversos métodos analiticos utilizados para detectar e quantificar cianotoxinas
dissolvidas (fragdo extracelular) na agua ¢ em células de cianobactérias (fracao
intracelular). Esses métodos podem variar quanto ao nivel de sofisticagdo bem como ao
grau de informagdes que eles fornecem. Métodos relativamente simples e com baixo
custo podem ser usados para avaliar rapidamente o risco potencial da presenca dessas
toxinas em agua e permitir a agilidade na tomada de decisdes. Por outro lado, técnicas
analiticas podem ser aplicadas para determinar com maior precisao, o tipo e a quantidade
de cianotoxinas. Os testes cromatograficos sao eficientes na separacao e quantificagao da
toxina em amostras de aguas. Por se tratar de um método analitico, estes testes necessitam
ser validados para serem aprovados e registrados na Secretaria de Vigilancia da Satde.
Os parametros normalmente utilizados para a validagdo de métodos quantitativos sao:
especificidade ou seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, repetitividade, limite de
deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ), exatiddo, robustez, recuperagdo e incerteza
de medicdo. Sendo assim, este capitulo teve como objetivo validar o método analitico de
determinagdo de MC-LR com uso de (CLAE-EM). A validagdo foi executada de acordo
com a Resolugdo 889/2003 da ANVISA e normatizagao do INMETRO 2016. No estudo,
os parametros avaliados apresentaram resultados considerados satisfatorios para
validagdo do método para determinacdo de MC-LR pois estdo dentro dos valores
sugeridos das normativas. Obteve-se linearidade na faixa de 0,1 a 50 pg L' (r > 0,99). Os
ensaios de recuperacgdo estdo dentro dos critérios estabelecidos para a faixa trabalhada,
com recuperagdo entre 60 e 115%. A técnica de CLAE/EM se mostrou bastante sensivel
para deteccdo e quantificagdo do analito, obtendo-se valores de LD e LQ abaixo do valor
méximo permitido na dgua de consumo humano (<1 pg L) segundo prescrito pela
legislagdo brasileira. A precisdo foi avaliada pela determinagdo da repetibilidade
(precisao intra-corrida) por concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo
de tempo, com 0 mesmo analista e mesma instrumentagao. O teste de % de recuperagdo
em func¢ao da concentragdo média e o teste T de Student apresentaram concordéancia sobre
a afirmacao da exatidao da validacao.

Palavras-Chave: Validacdo. CLAE-EM. Microcistina-LR
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ABSTRACT

There are several analytical methods used to detect and quantify dissolved cyanotoxins
(extracellular fraction) in water and in cyanobacteria cells (intracellular fraction). These
methods can vary as to the level of sophistication as well as the degree of information
they provide. Relatively simple and inexpensive methods can be used to quickly assess
the potential risk of the presence of these toxins in water and allow agility in decision
making. On the other hand, analytical techniques can be applied to more precisely
determine the type and amount of cyanotoxins. Chromatographic tests are efficient in the
separation and quantification of toxin in water samples. The parameters normally used
for the validation of quantitative methods are: specificity or selectivity, linearity, interval,
precision, repeatability, limit (LD), limit of quantification (LQ), accuracy, robustness,
recovery and uncertainty of measurement. Thus, this chapter aimed to validate the
analytical method for the determination of MC-LR with the use of (HPLC-EM).
Validation was performed in accordance with ANVISA Resolution 889/2003 and
INMETRO 2016 standardization. The parameters evaluated presented satisfactory results
for validation of the method for the determination of MC-LR, since they are within the
suggested values of the standards. Linearity was obtained in the range of 0.1 to 50 pg.L!
(r> 0.99). The recovery trials are within the established criteria for the worked range,
recovering between 60 and 115%. The HPLC / MS technique proved to be very sensitive
for the detection and quantification of the analyte, resulting in values of LD and LQ below
the maximum value allowed in water for human consumption (<1 pg.L'!) as prescribed
by Brazilian legislation. Precision was assessed by determining repeatability (intra-run
precision) by agreement between the results within a short period of time, with the same
analyst and the same instrumentation. The % recovery test as a function of the mean
concentration and the Student's T test showed agreement on the affirmation of the
validation accuracy.

Keywords: Validation. HPLC-MS. Microcystin-LR
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1. INTRODUCAO

A eutrofizagdo ¢ apontada como um dos principais fatores responsaveis pelo
aumento das floragdes de cianobactérias. Essas floragdes promovem a deterioracdo da
qualidade da 4gua e constituem um sério risco a saude publica, sobretudo porque as
cianobactérias produzem metabolitos toxicos denominados cianotoxinas que podem

causar graves irritacdes na pele, além de efeitos neurotoxicos e hepatoxicos.

Existem diversos métodos analiticos utilizados para detectar e quantificar
cianotoxinas dissolvidas (fragdo extracelular) na dgua e em células de cianobactérias
(fracdo intracelular). Esses métodos podem variar quanto ao nivel de sofisticagdo bem
como ao grau de informagdes que eles fornecem. Métodos relativamente simples € com
baixo custo podem ser usados para avaliar rapidamente o risco potencial da presenca
dessas toxinas em agua e permitir a agilidade na tomada de decisdes. Por outro lado,
técnicas analiticas sofisticadas podem ser aplicadas para determinar com maior precisao,
o tipo e a quantidade de cianotoxinas. Tanto as técnicas quanto as metodologias podem
ser selecionadas dependendo dos equipamentos e do grau de especificidade e do tipo de

informacao requerida.

As principais metodologias de deteccdo e quantificacdo de microcistinas em
amostras de dgua dividem-se em fisico-quimicas (CLAE — Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), bioquimicas (ensaio de inibi¢ao da fosfatase, ELISA, biologia molecular) ou

biologicas (bioensaios, testes de toxicidade) (MCELHINEY E LAWTON, 2005).

Os testes cromatograficos constituem um método analitico de referéncia nas
analises de microcistinas, eficiente na separagdo e quantificagdo dessas toxinas em
amostras de daguas. Contudo, por se tratar de um método analitico, os testes
cromatograficos necessitam ser validados para serem aprovados e registrados na

Secretaria de Vigilancia da Saude (BRASIL, 20006).

Assim, este capitulo teve como objetivo validar o método analitico de
determinacdo de MC-LR por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

detecgao por espectrometria de massas (CLAE-EM).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Deteccio e quantificacio de MC-LR por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

Grande parte dos estudos que quantificam a cianotoxina microcistina-LR por

CLAE tem recorrido a EFS como ectapa de preparo de amostras, especialmente em

amostras com matrizes complexas. Na Tabela 1 apresenta as metodologias de EFS

utilizadas para preparo de amostra de microcistina-LR.

Tabela 1. Metodologias de EFS utilizadas para preparo de amostra de microcistina-LR

Preparo de Amostra por Método de Extracao em Fase Solida (EFS)

Vazio da
Cartucho Condicionamento Amostra Clean up Efluente Autor
(mL.min!)
C18 10 mL MeOH + MeOH: H,O MeOH, Ramanan, et
10 mL (10:90) cloroféormio  al., (2000)
MeOH 20% 1 ¢ hexano
HLB MeOH em Acido MeOH: H,O Yuan, et al.,
Acético (0,1 M) - (30:70) em MeOH (2006)
Acido Acético
(0,1 M)
C18 10 mL MeOH + - Reilly e
10 mL H,O <10 MeOH Codd (2007)
C18 10 mL ACN + H,O ACN Momani
10 mL H,O 5 et al. (2008)
C18 10 mL MeOH + MeOH: H,O Mekebri et
10 mL H>O 5 (90:10) em MecOH al. (2009)
0,1% TFA
HLB 10 mL MeOH 10% MeOH: H>O MeOH Miao et al.
+ 10 mL MeOH 5 (10:90) + (80%) (2010)
20% MeOH: H2O
(20:80)
C18 10 mL MeOH - MeOH: H>O MecOH Pinho (2014)
(20:80)

Fonte: Autor, 2017.

Quando se necessita da confirmagao e identificacdo da cianotoxina analisada, um

método muito utilizado e sofisticado como o CLAE (Cromatografia Liquida Acoplada a

Espectrometria de Massas) pode ser empregado. Este método prové a melhor solugao para
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identificagdo, pois usa como ferramenta de detec¢do, além da prévia separacdo pela
cromatografia a liquido, a identificacdo dos ions gerados pela fragmentacdo das
moléculas sob estudo, produzindo um espectro de massas. Portanto, este método permite
a separagdo e identificagdo simultinea de compostos (MSAGATI et al., 2006).

Através da cromatografia liquida, limites de quantificag@o relativamente baixos
podem ser obtidos e subprodutos de degradacdo avaliados (PINHO, 2014). Assim, varios
métodos de detecgao da toxina foram desenvolvidos por meio da cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) (Tabela 2).

Tabela 2. Métodos de deteccdo da toxina desenvolvidos por meio da cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE)
Volume Vazao Tempe LD
Equipamento  Matriz F.E de F.M F.M ratura  (ug Autor
Injecdo (mL. °C) LMY
(uL) min™')
CLAE-EM Meio Coluna 20 MeOH: H20 1 - 0,2 Mekebri et
reacional CI8 (90:10) em al., (2009)
de AOP (300 x 0,1% TFA)
3.9 mm
d.i.)
CLAE- Meio Coluna - Acido 0,3 - - Miao
DAD reacional C18 Trifluoroacét et al.,
de AOP (150 x ico 0,1% ¢ (2010)
2,1 mm Acetonitrila
d.i, (35%:65%)
3,5um) (Eluigdo
Isocratica
CLAE- Extrato C18 25 ACN: HO, - 40 1 Pichardo e
DAD concentra (15 cm ambos Pflugmach
do de x3.9 acidificados er (2011)
cianobact¢ mmd. com TFA
rias i, Spm) 0,1%

CLAE Biologica C18 10 0,05% Acido 0,2 40 6 Lietal.,
(detectorde  (plasmae (100 x Formico em (2014)
Espectrome bile de 2,1 mm Acetonitrila

tria de peixe) d.i.) e 0,05%

Massas Ion Acido

Trap) Formico em

Agua Ultra-
pura
(Eluicdo
Gradiente)
CLAE - Meio C18 20 MeOH: 0,9 45 200 Pinho
DAD reacional (25 cm H,0, ambos (2015)
de AOP x 4.6 acidificados
mm d. com TFA
i, Spm) 0,1%

Fonte: Autor, 2017. Legenda: (-). Nao informado; F.E: Fase estacionaria; F.M: Fase movel; (K)

Comprimento de onda; (d.i): Diametro interno; LD: Limite de detecgao.
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2.2 Validacio do método analitico para a determinacio da microcistina-LR

A validagdo ¢ realizada para garantir que a metodologia analitica seja exata,
reprodutivel e flexivel numa faixa especifica, em conformidade com as exigéncias legais

ou com o fim proposto pelo método analitico.

A primeira etapa da validacdo ¢ a defini¢do de uma condi¢do analitica proveniente
de uma revisio da literatura e de um desenvolvimento pratico. E necessario que a melhor
condicdo esteja padronizada para se iniciar os testes de validacdo. Em relagdo aos
métodos cromatograficos, esta padronizacao deve considerar a influéncia da variagao
causada pelo uso de diferentes lotes e/ou fabricantes de colunas, da variagdo da

temperatura, da composicao da fase movel e do pH da fase movel.

Os testes de validagdo envolvem a avaliagdo de diferentes pardmetros de
desempenho do método, conhecidos como parametros de validagdo que sdo:
especificidade ou seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, repetitividade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao, robustez, recuperacao e incerteza de medi¢ao

(RIBANI et al., 2004; ALBUQUERQUE JUNIOR, 2007).

2.2.1 Especificidade e Seletividade

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas com o evento da detec¢do. A
especificidade refere-se a um método especifico a um tUnico analito, enquanto a
seletividade atribui a um método utilizado para varios analitos com capacidade de
distincdo entre eles (FIGUEIREDO, 2012).

Para obter a seletividade, pode-se por exemplo, analisar a matriz sem o analito,
verificando que nenhum interferente acabe eluindo no tempo de retengdo do analito de
interesse, ou, se nao houver possibilidade conseguir a matriz sem o analito, dopar a matriz
com possiveis interferentes, ou utilizar analise estatistica: podem ser aplicados os testes
F (Snedecor) de homogeneidades de variancias e o teste t (Student) de comparagdo de
médias. Ou ainda se pode comparar as inclinagdes das curvas de adi¢cdo de padrdo, um
grupo de amostras contendo a matriz e o outro grupo ndo incluindo a matriz. Se as curvas
forem paralelas, o método ¢ seletivo. A resposta de picos interferentes no tempo de
retengao do analito deve ser inferior a 20% da resposta da concentragao do limite inferior
de quantificacdo (LIQ) (ANVISA, 2003).
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Na técnica de CLAE para analises de microcistinas, por exemplo, a identificacdo
do espectro de absor¢cdo UV no comprimento de onda de 238 nm, caracteriza a sua
especificidade, pois produz resposta para a toxina de interesse. Além disso, a variagao da
fase movel permite a eluicdo de diferentes variantes de microcistinas em diferentes
tempos de retencdo, permitindo a seletividade de cada variante (RAPALA et al., 2002;
MCELHINEY E LAWTON, 2005).

2.2.2 Linearidade

A metodologia tem que provar que a resposta do analito ¢ linearmente
proporcional a concentragcdo do mesmo na amostra, dentro de um intervalo especificado.
De acordo com LEITE (2008), a linearidade ¢ determinada por meio de curvas de
respostas, para isso faz-se necessario a construgdo de um grafico de resposta do
equipamento em fungao de varias concentracdes do analito em estudo. A equagdo da reta

obtida que relaciona as duas variaveis utiliza a equagao 1 abaixo:

y=ax + b 1

No qual:

y: resposta medida (area do pico);

X: concentragao;

a: coeficiente angular - expressa a inclinagdo da curva em relagdo aos eixos;

b: coeficiente linear - expressa a interseccdo da curva com 0s €ixos.

Ainda segundo LEITE (2008), pode-se verificar a relagdo linear por meio do
coeficiente de correlacdo (r), que expressa a relagdo entre x e y na curva, onde os valores
ideais esperados sdo 1 e -1, ou seja, quanto mais a relagdo se aproxima da unidade maior
a probabilidade de existir uma relagdo linear definida. Sdo consideradas no minimo 5
niveis de concentragao para detectar alguma faixa ndo linear, por exemplo, de 80 a 120%
da concentragdo-alvo, ou de 0,05 a 2,5% em caso de concentragdes baixas, em replicata

(no minimo, duplicata ou triplicata).

Para o estudo deste parametro nos ensaios cromatograficos, ¢ necessario a
construgdo de uma curva resposta que demonstre a relagdo entre a area do pico detectado

¢ o padrao de referéncia em diferentes concentragdes. Para métodos bioanaliticos, a
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ANVISA (2003) sugere no minimo 6 concentragdes diferentes de padrdes para construir
a curva. Esse método ¢ determinado como superposicdo de matriz, e € utilizado para
compensar o efeito da matriz, ou de possiveis interferentes, sendo de grande importancia
em determinagdes quando a matriz pode interferir na pré- concentragdo, extragao,

separacdo ou detecgao da substincia de interesse (RIBANI et al., 2004).

Os resultados devem ser analisados por um método estatistico apropriado, como,
por exemplo, a regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Deve-se apresentar
a curva obtida, o coeficiente de correlagdo, intersec¢do com o eixo Y e o desvio padrao
relativo. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagao (r) deve ser = 0,99, para

métodos analiticos e 0,98 para métodos bioanaliticos (ANVISA, 2003).

2.2.3 Precisiao

Denomina-se precisdo a concordancia entre os valores experimentais obtidos.
Quanto mais proximos entre si estiverem os valores mais preciso ¢ o método analitico

(LEITE, 2008).

Este parametro determina o erro de uma medigdo analitica e sdo critérios primarios
para se avaliar a eficiéncia da técnica analitica. Pode ser determinada em condic¢des de
repetibilidade ou em condi¢des de reprodutibilidade. Condigdes de repetibilidade sdo
aquelas em que resultados independentes sdo obtidos usando o mesmo método, para a
mesma amostra, no mesmo instrumento, pelo mesmo analista, no mesmo local e
repeticdes em curto espaco de tempo. Condigdes de reprodutibilidade sao aquelas em que
os resultados sdo obtidos usando o mesmo método, para a mesma amostra, em diferentes
equipamentos, diferentes locais e por diferentes analistas. A precisdao pode expressa
através do desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV%) (RIBANI et
al. 2004).

2.2.4 Intervalo

Normalmente ¢ derivado do estudo de linearidade (Tabela 3), depende da
aplicagdo pretendida do método e ¢é estabelecido pela confirmagdo de que o método

apresenta exatidao, precisdo ¢ linearidade adequadas quando aplicados a amostras entre
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a menor concentragdo e maior concentracdo de analito na amostra para o qual se

demonstrou que o procedimento dentro do intervalo especificado (ICH, 2005).

Tabela 3. Limites percentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de
linearidade para alguns métodos.

Ensaio Alcance

Determinacio quantitativa do analito | De 80% a 120% de concentragdo tedrica
em matérias-primas ou em formas | do teste.

farmacéuticas

Do nivel de impureza esperado até¢ 120%
do limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicologica ou
Determinacio de impurezas efeitos farmacologicos inesperados, os
limites de quantificacdo e detec¢do devem
ser adequados as quantidades de

impurezas serem controladas.

Uniformidade de conteido De 70% a 130 % da concentragdo tedrica

do teste.

De + 20% sobre o valor especificado para
o intervalo. Caso a especificacdo para a
dissolucao envolva mais que um tempo, o
Ensaio de dissolucao alcance do método deve incluir -20%
sobre o menor valor e + 20% sobre o
maior valor.

Fonte: BRASIL,2003.

2.2.5 Repetitividade

As condigdes de repetitividade incluem o mesmo procedimento de medigdo, o
mesmo observador, o mesmo instrumento de medigao, utilizado nas mesmas condigdes,
mesmo local e repeticdes em curto periodo de tempo. Na repetitividade do método ¢
verificada por, no minimo, 9 (nove) determinagdes, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A
precisdo pode ser expressa como o desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de

variagao (CV%), segundo a férmula 2:
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ppr = 2P « 100% 2
~ cMd 0

Na qual:

DP: ¢ o desvio padrao

CMD: a concentragdo média determinada

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do

método, ndo se admitindo valores superiores a 20%. (ANVISA, 2003).

2.2.6 Limite de Deteccao (LD)

Correspondendo a menor quantidade de um analito na amostra que pode ser
detectada pelo método, o limite de deteccdo pode ser determinado como a menor
concentra¢do do analito cujo sinal pode ser diferenciado do ruido do sistema. A exigéncia
para se distinguir ruido de um sinal analitico varia entre laboratérios. Um critério comum
¢ aceitar como limite de detecgao (LD) a concentragdo do analito que gera sinal trés vezes
maior do que o ruido do sistema (LANCAS, 2009).

Este parametro ¢ estabelecido por meio da anélise de solugdes de concentragdes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectdvel (ICH, 2005; NATA,
2013). No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorc¢ao atdmica), a estimativa
do limite de detecgao pode ser feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de
base. Pode ser determinado pela equacdo 3:

= —X
LD o 3 3

Em que:

DPa: ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas
de calibragdo construidas contendo concentragdes proximas ao suposto limite de
quantificacdo.

IC: ¢ a inclinacao da curva de calibragao.
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2.2.7 Limite de Quantificacdo (LQ)

E a menor quantidade do analito na amostra que pode ser quantitativamente
determinada com precisao e exatidao aceitaveis. O limite de quantificagcdo € um parametro
determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
degradacdo e ¢ expresso como concentragdo do analito (por exemplo, porcentagem p/p

ou p/V, partes por milhdo) na amostra (ICH, 2005).

O limite de quantificagdo ¢ estabelecido por meio da analise de solugdes contendo
concentragdes decrescentes do analito até o menor nivel determindvel com precisao e

exatiddo aceitaveis. Pode ser expresso pela equacao 4:

L _DPx10
C="7¢
Em que:

DP: ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibra¢do construidas contendo concentragdes do analito proximas ao suposto limite de

quantificacao.
IC: ¢ a inclinacdo da curva de calibracio.

Também pode ser determinado por meio do ruido. Neste caso, determina-se o
ruido da linha de base e considera-se como limite de quantificacdo aquela concentragao

que produza relacdo sinal-ruido superior a 10:1 (INMETRO, 2016)

Outro critério, recomendado pela EC/657/2002 (EC, 2002), ¢ por meio de uma
curva analitica. Neste caso, o branco ¢ fortificado com concentra¢des do analito proximas
ao limite permitido pela legislagdo. Ao analisar as amostras fortificadas plota-se o sinal
obtido, que corresponde a drea, contra a concentragdo do analito adicionada. A
concentragao correspondente ao coeficiente linear da reta mais 2,33 vezes o desvio padrao
¢ definida como LD, sendo 2,33 o valor-z (teste hipodtese utilizado em estatistica

descritiva) com nivel de confianga de 95%.

2.2.8 Exatidao

A exatiddo de um método analitico, ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Este método deve ser determinado
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apos o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo,
sendo verificada a partir de no minimo, 9 (nove) determinacdes contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentragdes: baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas cada. Através da relagdo entre a concentracio média determinada

experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente este método ¢ avaliado.

E importante ressaltar que a recuperagio estd relacionada com a exatiddo, pois
reflete na quantidade de um determinado analito, recuperado no processo, em relacao a
quantidade real presente na amostra. Este método analitico é expresso como um erro
sistematico percentual, inerente ao processo, que por sua vez, pode ocorrer pela perda da
substancia devido a baixa recuperacao da extragao, medidas volumétricas imprecisas ou

substancias interferentes na amostra.

2.2.9 Robustez

A medida da capacidade de o método ndo sofrer alteragdes devido a pequenas
variagdes que podem ocorrer nos parametros durante as analises, ¢ o que chamamos de

robustez.

Os testes de robustez sdo importantes para que o analista saiba quais fatores devem
ser controlados durante a execucdo de um método. Varios fatores devem ser avaliados:
pH, forca idnica, concentracdo da fase movel, temperatura da coluna, vazdo da fase
movel, diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes), procedimentos envolvidos
no preparo das amostras, etc. Se as alteracdes das condi¢des de analise produzirem
resultados dentro dos limites aceitaveis de seletividade, exatiddo e precisdo, o método
pode ser considerado robusto e tais variagdes podem ser incorporadas ao procedimento.
Porém, constatando-se a susceptibilidade do método a tais variagdes, estas deverdo ser
adequadamente controladas, ou precaugdes deverdo ser incluidas no procedimento

(CASSIANO et al.,2009).

Na avaliacdo da robustez de um método sdo aplicados experimentos estatisticos
conforme o tipo de influéncia de cada uma das variacdes na resposta do método estudado
(INMETRO, 2016). Constatando-se a susceptibilidade do método as variagdes nas
condigdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaugdes devem ser incluidas no

procedimento. Segundo RIBANI et al (2004), para o método cromatografico como
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CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o conteudo de metanol na
fase movel em + 2%, o pH da fase movel em 0,1 unidades de pH ou a temperatura da
coluna em + 5 °C. Se estas mudangas estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisdo
e seletividade aceitaveis, entdo o método possui robustez e tais variagdes podem ser

incorporadas ao procedimento.

2.2.10 Recuperacao e Incerteza de medi¢ao

O estudo da recuperacdo consiste na "fortificagdo" da amostra, ou seja, na adicao
de solucdes com diferentes concentragdes do analito de interesse seguida pela
determinacao da concentracdo do analito adicionado. Calcula-se a quantidade percentual

recuperada usando a formula 5:

Rec % — [ valor obtido — valor real | x 100 .
ech = valor real

Neste método, sdo realizados testes de significancia, utilizando o teste "t" de

Student de acordo com a seguinte formula 6:

_ (Rec —100)
- SRec
n—1

Na qual:

Rec: a média das recuperagdes obtidas para n repetigoes;
100: a recuperagdo percentual desejada;
n: numero de determinacdes (trabalha-se com no minimo 5 repeti¢des);

SRec: desvio padrdo das recuperagdes.

Se o valor de t obtido estiver enquadrado no intervalo estabelecido pelo valor
tabelado, para n -1 graus de liberdade em dado nivel de significancia, entdo o método sera
considerado exato. Além de efetuar o teste "t" de Student, existem valores criticos
aceitaveis de acordo com a concentracdo do analito em estudo. Esses valores sdo
estimados considerando-se que andlises de elementos majoritarios costumam apresentar

erros sistemdticos relativos muito inferiores aqueles obtidos para analitos em
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concentragdes muito pequenas. Tais valores, sugeridos pelo manual da Association of

Official Analytical Chemists (AOAC) sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Recuperagdo do analito em fungdo da concentracdo

Concentracao do analito (%)

Intervalo de Recuperacio Aceito (%)

>10
>1
>0,1
>0,01
>0,001 ->0,0001
>0,000001
>0,0000001

98 - 102
97-103
95105
90 - 107
80-110
60-115
40 - 120

Fonte: BRITO, 2001
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3. MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada para implementacdo do método de deteccio e

quantificagdo de MC-LR utilizando CLAE-EM, foi realizada pela otimizacdo dos

parametros e das condi¢des cromatograficas para validacdo do método. Inicialmente,

tanto os parametros cromatograficos, quanto os pardmetros do espectrometro de massas
foram otimizados com base nos estudos de DAHLMANN et al. (2003) e MACHADO
(2008). Os parametros utilizados no CLAE — EM estdo apresentados na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5. Descri¢ao dos parametros utilizados na analise por CLAE/EM

PARAMETROS

DESCRICAO

Pré —Coluna

Cartucho ULTRA C18 (3 x 2,1 mm)

Coluna

KINETEX CI18 (2,6 um x 100 mm x 2,1 mm)

Gradiente de concentraciao

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

Tempo total de analise

5 minutos

Volume de injecao da
amostra

100 pL

Gases utilizados

Hélio e Nitrogénio

Temperatura do capilar 350 °C
Voltagem do detector 5kV
Interface Electronspray ionization (ESI) - modo positivo

Tons monitorados

Microcistina LR: m/z = 995,5560 (M+1)" no modo
SIM

Intervalo de varredura m/z

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

Tempo de acumulacio de
ions no octapolo

Microcistina-LR: 100 milisegundos

Temperatura do Forno da
coluna

50°C

Fonte: Autor, 2017

Para definicdo do método de analise da MC-LR as condi¢des analiticas foram

executadas conforme etapas descrita a seguir.
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ETAPA 1: Implementaciao do método de deteccio e quantificacio de MC-LR
v' Otimizacio dos parimetros

A otimizagdo ¢ necessaria para ajuste dos parametros dependente da fonte de
ionizacdo ¢ do composto com o objetivo de maximizar a resposta do instrumento em
relacdo ao composto. Nesta andlise avaliou-se a necessidade de concentrar ou diluir a

amostra-padrao para que fosse possivel a deteccdo do analito.

v' Otimizacio das condi¢des cromatograficas

A avaliacdo da fase movel foi realizada sob duas combinagdes de componentes
organicos com o intuito de avaliar a sensibilidade na deteccdo de MC-LR. A primeira
tentativa foi realizada usando o metanol e a segunda usando acetonitrila. Nos dois ensaios

foram adicionados 0,1% de acido formico.

v Validacio

Os parametros incluidos no procedimento de validagdo do método foram
selecionados com base na literatura analisada e principalmente pelos 6rgaos ANVISA, na
Resolugao n°® 833 de 2003, e pelo INMETRO, no documento DOQCGCRE-008, de 2016.

ETAPA 2: Obtencio do analito em estudo

Apos a extracao (lise celular e subsequente a liberagao das toxinas intracelulares
para o meio de cultura) da cultura de Microcystis aeruginosa, o procedimento de
separacdo da parte solida e conservagao da parte liquida (sobrenadante) do cultivo lisado,
foi realizado com auxilio de uma centrifuga, marca Fanem - modelo 206, com rotagao de
3.500 rpm e tempo de 10 min. O material centrifugado foi submetido a filtragao através
de membrana de microfibra de vidro com tamanho de poros 0,45 pm, para remover os

fragmentos das células lisadas.

ETAPA 3: Concentracao e semipurificacao da microcistina-LR

No procedimento de concentragdo e semipurificagdo da microcistina-LR, a

amostra (apos de submetida a segunda etapa) do cultivo de microcistina-LR foi colocada
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em um cartucho de octadecilsilano tipo C18 e aspirada através dele pela aplicagdo de um

pequeno vacuo, auxiliado por um manifold.

O cartucho tipo C18 utilizado foi previamente condicionado (lavado) com 6 mL
de solu¢do de metanol, seguido de 6 mL de &4gua deionizada (Figura 1). Este
condicionamento foi realizado com a vazdo de 5 mL/min. O manifold permite a passagem
do cultivo (percolagdo da amostra) (Figura 1) com um gotejamento continuo na vazao de
5 mL/min, recomendada para que ndo ocorra perda dos analitos por carreamento. Com o
término da passagem das amostras de dgua pelos cartuchos deixard a bomba a vacuo ainda

ligado por cerca de 10 minutos para a secagem destes.

Em seguida, o analito concentrado no cartucho foi eluido (Figura 1) em 5 mL de
metanol e acidificado com 0,1% de 4acido formico, sob fluxo continuo de
aproximadamente 0,3 mL/min. Ap6s a eluigdo com metanol, o eluato (extrato

concentrado) foram recolhidos em frascos de vidro ambar e armazenados na geladeira.

Figura 1. Etapas envolvidas na EFS.

- 3 4

I "‘} =: @E

&

E

1-Condicionamento; 2- Percolacio da amostra; 3- Lavagem; 4 — Eluicio

Do volume final, recolheu-se uma aliquota para determinagao da concentragao de
microcistina-LR em CLAE-EM, sob as condi¢des do método validado conforme Tabela
5. O extrato concentrado foi conservado em freezer até o momento de sua utilizagao nos

ensaios experimentais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a validagdo do método para a deteccao e quantificagao de
microcistina-LR, compreendem a otimizagao dos parametros do detector de massas e das

condicdes cromatograficas, e em seguida a validagdo dos parametros do método analitico.

A otimizacdo visou o ajuste dos parametros relativos a fonte de ionizacdo do
detector para maximiza¢do da resposta do instrumento, e para definir as condi¢des
cromatograficas. Duas composicoes da fase movel foram testadas: 4gua e metanol, e 4gua
e acetonitrila. Os parametros analisados para a validacdo dos métodos quantitativos
foram: especificidade - seletividade, linearidade, precisdo, limite de deteccdo, limite de

quantificacdo, intervalo e exatiddo, que a seguir serdo apresentados.

4.1.1 Especificidade - seletividade

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sindnimo de seletividade,
define a capacidade do método em detectar o analito de interesse na presenga de outros
componentes da matriz. J4 a seletividade refere-se a capacidade de detecgdo de

substancia.

O método foi considerado seletivo, pois obedece as recomendacdes da Resolucao
- RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA, que considera a seletividade através da
coleta do composto de interesse por técnica cromatografica, ou com métodos e técnicas
que sdo especificos para a estrutura da substancia de interesse como, por exemplo,
espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no

infravermelho ou bioensaios especificos.

4.1.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico consiste em obter resultados proporcionais
a concentragao do analito na amostra, dentro de um intervalo especifico. Este parametro
pode ser determinado por estudos de graficos de calibracdo, seguidos de um tratamento
estatistico (CASS e DEGANI, 2001). Os métodos estatisticos sdo usados para determinar
o coeficiente de correlagdo (r), intersec¢do com o eixo X, coeficiente angular e desvio
padrao relativo (ANVISA, 2003).
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Para construgdo da curva de calibragdo, foram feitas injecdes em CLAE/EM de
nove padrdes de concentracdo de microcistina- LR. Para cada padrdo, foram feitas 6
repeticdes no mesmo dia, sendo este procedimento executado trés vezes, em trés dias
diferentes. Dessa forma, cada padrdo foi injetado para analise 18 vezes. Com os dados da

Tabela 6 foi construida a curva de calibracdo (Figura 2) para microcistina — LR.

Tabela 6: Concentragdes dos padrdes e valores médios das injegdes

Concentracao (ng/L) Média para as 6 repeti¢oes por dia, durante 3
dias.
0,1 212
0,5 993
1 1692
2,5 3613
5 6315
10 12419
15 19442
30 38549
50 64933

Figura 2: Curva de calibracido para microcistina-LR

y=1290,9x + 96,857
70000 R?=10,9998

60000 H
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30000 H
20000
10000 H

0 h T T T T 1
0 10 20 30 40 50
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A curva analitica obtida foi considerada linear, pois o coeficiente de correlagao (r)
foi de 0,99, indicando que a resposta do detector, nos intervalos analisados, € proporcional
as concentracdes dos padrdoes de MC-LR. De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria um coeficiente de correlagdo igual ou superior a 0,99 ¢ aceitavel.
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4.1.3 Precisao

Baseando-se sobre o grau de dispersao de resultados quando o método ¢ aplicado
em varias amostras, em um mesmo laboratorio, com o mesmo modo de preparo da e
utilizando os mesmos equipamentos, a precisao ¢ dividida em trés categorias (ANVISA,
2003; INMETRO, 2016): repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisao intermediaria
(precisdo inter-corrida) e reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial) e a concordancia

dos resultados obtidos em laboratorios diferentes ou instrumentacao diferentes.

No presente estudo, a precisdo foi avaliada pela determinacdo da repetibilidade
(precisao intra-corrida) por concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo
de tempo, com o mesmo analista € mesma instrumentacdo. A Tabela 7 apresenta os

valores de injecdes utilizados para o calculo da precisao.

Tabela 7: Injegdes para o célculo da precisdo

Concentracao 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7°
(ug/L)
1 1086 968 1028 1455 998 1009 870
5 3421 3754 3709 3255 3996 3556 3579
10 6109 5644 6324 6381 6326 6026 5716
30 21712 | 21699 | 21697 | 21058 | 20614 | 20431 | 21533
50 44178 | 46672 | 26593 | 42474 | 44101 | 44654 | 47827

Sabendo que a precisdao de um método analitico pode ser expressa como o desvio
padrao ou desvio padrdo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas.

Assim temos:

ppr = 2P & 100%
~ CcMd 0

Em que:
DP: ¢ o desvio padrao
CMd: a concentra¢ao média determinada.

A Tabela 8 apresenta o valor médio e o desvio padrdo para cada concentragdo

dessa série de injecdes para os dados da Tabela 7.
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Tabela 8: Média e desvio padréo da série de injecoes
Concentracao (ng/L) Média DP DPR (%)
1 1059 186,5 17,6
5 3610 239,8 6,6
10 6075 299,1 4,9
30 21249 548.8 2,6
50 42357 7172 16,9

A Figura 3 apresenta os dados referentes a curva de calibragdo obtida pela adi¢ao

das concentragdes (1,5,10, 30, 50 pg/L) em uma matriz real.

Figura 3: Curva de calibra¢do em matriz real
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Comparando com a precisdo calculada com os padrdes que geraram a curva da

Figura 2 (padrdes em agua ultra-pura), obtive-se os resultados apresentados (Tabela 9).

Tabela 9: Médias e desvio padrdo de cada concentragdo da série de injecdes para os dados da
que plotaram a curva da Figura 2.

Concentracao (ng/L) Média DP DPR (%)
1 1167,28 70,92 6,1
5 2830,36 191,32 6,7
10 4798,86 208,64 4,3
30 9396,71 343,71 3,6
50 14596,86 845,90 5,8
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Foi observado valores inferiores de 20% de desvio padrao relativos em relagdo as
concentragoes estudadas. Desta forma, todas as faixas de concentracdo descritas
apresentaram precisao aceitdvel. A ANVISA (2003) recomenda valores de coeficiente
de variagdo (CV) iguais ou inferiores a 20%. Como todos os valores de CV obtidos foram

menores que 20% (Tabela 8), o método proposto pode ser considerado preciso.

4.1.4 Limite de deteccao (LD)

A menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, sob condigdes experimentais estabelecidas constitui o
limite de detecgdo. No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absor¢do atdmica),
a estimativa do limite de detecgdo pode ser feita com base na relacao de 3 vezes o ruido

da linha de base. Podendo ser determinado pela seguinte equacao:

_ DPvu

= ——X
LD T8 3

Em que: DPu ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3
curvas de calibra¢do construidas contendo concentragdes proximas ao suposto limite de

quantificacdo. IC: ¢ a inclinacdo da curva de calibragdo. Assim:

16,75
"~ 1290,9

x3=0,038pg/L

4.1.5 Limite de quantificacido (LQ)

O limite de quantificagdo ¢ definido como a menor concentracao do analito, que
pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitaveis, sob as condi¢des

experimentais adotadas.

Logo, o limite de quantificacdo ¢ estabelecido por meio da analise de solucdes
contendo concentracdes decrescentes do analito até o menor nivel determinavel com
precisdo e exatiddo aceitaveis, que pode ser expresso pela equagao:

_DP><10

==
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Em que: DPa ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3
curvas de calibracao construidas contendo concentracdes do analito proximas ao suposto
limite de quantificagdo, ¢ IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo. As equagdes obtidas

em trés dias diferentes foram:

y =985,08x - 22,923 R*>=0,9998
y=1398,7x - 50,992 R*> = 0,9992
y=1107,8x + 80,656 R* = 0,9998

O desvio padrao do valor de b para as trés equagdes ¢: 121,9 ¢ IC: 12929 para a
curva de calibracao final.

Assim:

121,9

12909 < 10

LD=0, 94 png/L (para a curva de calibracdo de 1 — 50 pg/L). Enquanto para curva
de 0,1 -50 pg/l, temos:

0= 16,75
1290,9

x10; LQ=0,13

Um outro método de se calcular LQ e LD ¢ descrito por HARTMANN et al (1998)
e LANCAS (2004), no qual LD ¢ a concentracdo do analito que produz um sinal trés
vezes maior que o ruido, e LQ corresponde a menor quantidade de um analito que pode
ser quantificada com exatiddo, que equivale a nove vezes o valor do ruido da linha de
base. De acordo com INMETRO (2016), para a validacdo de um método analitico, €
normalmente suficiente fornecer uma indicagao do nivel em que a detecgao do analito

(sinal analitico) pode ser distinguida do ruido.

RIBANTI et al. (2004) relatam que apesar da relagdo sinal/ruido ser o método mais
utilizado para técnicas analiticas em geral e técnicas analiticas de separagdo, como as
cromatograficas e eletroforéticas, a medi¢dao do ruido ¢ considerada as vezes subjetiva.
Picos maiores aumentam a relagdo sinal-ruido, resultando em valores de LD e LQ mais
baixos, pois a determinacao ¢ feita somente pela intensidade do sinal do detector e ndo

pela éarea, afetando dessa forma tanto o LD quanto LQ.
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Logo, das dez injecOes realizadas, obteve-se valores aproximadamente dez vezes
maiores que o desvio padrdo do sinal gerado. Empregando-se um branco sao aceitos como
LQ, ou seja, aproximadamente trés vezes o LD. A regulamentagdo da ANVISA
recomenda que o LD seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base, e 0 LQ ¢

atribuido, em cromatografia, a picos com sinal/ruido maior que 10.

Os valores obtidos de LD e LQ referentes as respostas de area obtidas nos

cromatogramas estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Calculos de limite analitico na matriz de estudo 1

INJECAO SN LD LQ
1 20,00 60 180
2 18.26 5478 164,34
3 1171 35.13 105,39
4 26,83 80,49 241,47
5 11,88 35.64 106,92
6 14,60 438 1314
7 16,60 49.8 1494
8 13,97 41,01 125.73
9 1533 45,99 137.97
10 17.22 51.66 154,08

Os valores obtidos de LD e LQ sdo referentes as respostas de area obtidas nos
cromatogramas. Os valores de concentracdo respectivos podem ser obtidos substituindo
esses valores de area (y) na equagao do grafico da curva de calibragdo y = 1290,9x +

96,857, obtendo-se os valores da Tabela 11 a seguir.

Tabela 11. Calculos de limite analitico na matriz de estudo 2

INJECAO S/N LD LQ
1 20,00 0,03 0,09
2 18,26 0,03 0,10
3 11,71 0,05 0,14
4 26,83 0,01 0,04
5 11.88 0,05 0,14
6 14.60 0,04 0,12
7 16,60 0,04 0,11
8 13,97 0,04 0,13
9 15,33 0,04 0,12
10 17.22 0,04 011
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Como os valores médios obtidos pelo método sinal/ruido de LD e LQ foram 0,07
e 0,11, respectivamente. E pelo método da curva de linearidade obtive-se LD = 0,04 e LQ

= 0,13, foi possivel observar que os valores foram reativamente proximos.

4.1.6 Intervalo

De acordo com as recomendacdes do documento DOQCGCRE-008, de 2016 do
INMETRO, o intervalo do método analitico corresponde a faixa do maior ao menor nivel
que possa ser determinado com precisdao e exatiddao, usando a linearidade do método.
Geralmente, os analistas seguem o caminho inverso. Primeiro, selecionam o intervalo de
trabalho (baseado no nivel de concentragdo do analito que desejam estudar) e depois

determinam se a relagdo sinal versus concentracao ¢ linear.

De acordo com as curvas obtidas para dois intervalos de contragao: 0,1-50, e 1-50
determinados pelo LD e LQ, a relagdo de proporcionalidade entre a concentracdo do
analito na amostra e a resposta do cromatogramas foram praticamente as mesmas, como

observado nas fung¢des a seguir:
Equacdol: da curva de 0,1 -50 pg/L
y =1290,9x + 96,857 R*=0,9998
Equacdo 2: dacurvade 1 -50 pg/L
y =12929x + 31,693 R*=0,9998

A determinagdo quantitativa do analito, deve ter alcance de 80% a 120% da
concentragdo tedrica do teste. (Neste caso, foi adotado o valor da concentragdo maxima
permitida pela portaria de controle da toxina na dgua). Considerando o valor estabelecido
pela portaria n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011, que dispde sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrao de

potabilidade, a concentracdo ¢ de 1 pg equivalente microcistina-LR.

19/, x 80% = 0,8

M9/ x 1200 = 1,2
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Como os valores de intervalos exigidos 0,8 — 1,2 pg/L estdo dentro da faixa de
linearidade da curva, que vai de 0,1 — 50 pg/L, o método analitico apresenta intervalo

especificado necessario para a analise.

4.1.7 Exatidao:

A exatidao se refere a quao proximo um valor de uma medida estd do valor
verdadeiro, e pode ser calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca (ANVISA,
2003).

Para avaliar o parametro de exatiddo, realizou-se calculos de média, coeficiente

de variacdo, e T de Student. Na Tabela 12 estdo apresentados os respectivos valores.

Tabela 12: Valores de média, coeficiente de variagdo e T de Student

Concentracio | 1° 2° 3° Média S CV% t t
(ug/L) calculado J tabelado
10 97,68 1 100,23 | 98,71 98,87 1,28 | 1,30 | -0,62085 [ 4,303
30 94,62 | 93,72 | 95,83 94,72 1,06 | 1,12 -3,524 | 4,303
50 98,61 | 98,66 | 102,03 | 99,76 1,96 | 1,96 | -0,08417 | 4,303

Para as trés faixas de concentragdo desta determinacdo, 10, 30 e 50 pg/L, a

concentra¢ao média pode ser obtida.

10 + 30 + 50
Cm = —————=30ug/L

Transformando essa concentracio meédia para concentracdo percentual
massa/volume, obtém-se 3x10® kg/L, que equivale a 0,000003%. Observando a Tabela
6, de recuperacdo do analito em fungdo da concentracdo, temos que 0,000003% >
0,000001, equivalendo a uma faixa aceitavel de recuperagio entre 60 — 115 %. E possivel
observar na Tabela 4, que a média das recuperagdes, para cada uma das trés concentragdoes

atenderam o intervalo de recuperagdo aceito.
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Observando o teste T, onde de acordo com a literatura, para um intervalo de
confianga de 95% e n-1 graus de liberdade, o valor de t calculado deve enquadrar-se no
intervalo estabelecido pelo valor tabelado, em um dado nivel de significancia, entdo o
método sera considerado exato. Para 95% de confianga, temos 0,05 bilateral de uma
distribui¢dao normal 3-1 =2 graus de liberdade. Assim, obteve-se o t tabelado, pela Tabela
t de Student bicaudal. E esta comparagao pode ser feita pelo acompanhamento da Figura

4 a seguir.

Figura 4: Fungdo de densidade de probabilidade T de Student

Fonte: BERTHOUEX etal., 2011

A area em vermelho representa os valores de t calculados aceitos para que os
dados sejam considerados exatos. O t tabelado foi de 4,303, ou seja, esse valor € o limite
maximo (seja negativo ou positivo, devido a distribui¢do bicaudal) que o valor de t
calculado pode assumir. Nos valores obtidos da Tabela 21 ¢ possivel observar que todos
os valores t calculados foram inferiores ao valor t tabelado, e assim, os testes podem ser

considerados exatos.

5, CONCLUSAO

e Os parametros avaliados foram considerados satisfatorios para validagdo do
método para determinagao de microcistina-LR pois os resultados avaliados estdo
dentro dos valores sugeridos na literatura. Obteve-se linearidade para
microcistina-LR na faixa de 0,1 a 50 pg L-! (r > 0,99). Os ensaios de recuperacao

estdo dentro dos critérios estabelecidos para a faixa trabalhada, com recuperagao

46



entre 60 e 115%. O método também apresentou repetibilidade aceitavel, com

coeficiente de variacao inferior a 20%;

e A técnica de CLAE/EM se mostrou bastante sensivel para deteccdo e
quantificacdo de microcistina-LR, obtendo-se valores de LD e LQ abaixo do valor
méximo permitido na 4gua de consumo humano (<1 pg L-') segundo prescrito

pela legislacdo brasileira;

¢ Foi verificado que o teste de % de recuperagdo em fungao da concentragdo média,
e o teste T de Student apresentaram concordancia sobre a afirmagao da exatidao

da validacgao.
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Capitulo 2

DEGRADACAO DE MICROCISTINA — LR NO TRATAMENTO DE AGUA DE
ABASTECIMENTO EM SISTEMA CONVENCIONAL SEGUIDO DE
FOTOCATALISE HOMOGENEA (UV/H:203)
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RESUMO

A potabilizagdo de aguas eutrofizadas com alta densidade de cianobactérias e toxinas
dissolvidas pela tecnologia convencional ndo assegura que a agua produzida esteja dentro
dos valores maximos permitidos de 1 pg.L"' de microcistina (Portaria 2914/2011).
Processos adicionais sao necessarios, ¢ o uso de POA é método considerado eficaz na
solucdo deste problema. Neste contexto, este capitulo apresenta a remoc¢do de
microcistina—LR em sistema convencional de tratamento de agua seguido de fotocatalise
homogénea (UV/H20;) considerando a eficiéncia de um reator fotocatalitico de baixo
custo na oxidagdo deste micropoluente. O experimento foi realizado em escala piloto e
seguiu trés etapas sequenciais. Na primeira etapa foi definida a melhor condigdo de
coagulagdo através de diagramas de coagulagdo em fungdo cor aparente remanescente.
Foram realizados ensaios em Jar test variando as faixas de pH inicial (6,5 a 8,5) ¢ as
dosagens (12,5 a 75 mg.L") do coagulante Sulfato de Aluminio (Al2(SOx)3). (14-18) H>O.
Na segunda etapa foi realizado o tratamento convencional da dgua de estudo que seguiu
os processos de coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo e filtracdo. ApOs o tratamento
convencional, a dgua de estudo foi conduzida ao reator fotocatalitico, para execugao dos
ensaios de oxidagdo da MC-LR, que constituiu a terceira e tltima etapa do estudo. No
reator fotocatalitico foram realizados 6 ensaios adicionando diferentes dosagens 5, 25,
50, 100, 500 e 1000 mM de H>Oz, e tempos de exposicdo de 0 a 60 min. A etapas de
coagulacao, floculacdo e sedimentagao do método convencional mostraram-se eficientes
na remogao de cor verdadeira (80%) e turbidez (97%) para dosagem de sulfato de
aluminio de 50 mg.L! e pH de coagulagio de 6,8. Dos seis tratamentos realizados no
reator, apenas aquele de concentragdo de 1000 mM (UV/H:20>) atingiu o valor maximo
permitido pela Portaria 2419/2011 apds 15 minutos de oxidacdo. Aos 60 minutos do
processo houve uma remogao de 83,3% da microcistina, para esta mesma dosagem de
H,0» que atingiu o valor aproximado de 0,5 pg/L' de MC-LR. O método empregado para
andlise da oxidagao da microcistina-LR por CLAE — EM, mostrou-se altamente sensivel
e rapido na detecgdo de fragmentos resultantes da oxidagao de (UV/H>02) comprovando
a eficacia do tratamento. A oxidagdo gerou 5 compostos com formulas quimicas de
C49H7aN10012, C40Hs3N10011, C20H47N9O10, CoH14N204, C¢H12N4O, para a massa/carga
de 995, 860, 681, 213 e 160 respectivamente.

Palavras-Chave: Processo Oxidativo Avangado. Microcistina-LR. Fotolise (UV/H20»)
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ABSTRACT

The potability of eutrophic waters with high density of cyanobacteria and toxins dissolved
by the conventional technology does not ensure that the water produced is within the
maximum allowed values of 1 pg.L"! of microcystin (Ordinance 2914/2011). Additional
processes are required, and the use of POA is a method considered effective in solving
this problem. In this context in this chapter, it was evaluated the removal of microcystin-
LR in a conventional water treatment system followed by homogeneous photocatalysis
(UV / H207) considering the efficiency of a low cost photocatalytic reactor in the
oxidation of this micropollutant. The experiment was carried out on a pilot scale and
followed three sequential steps. In the first step, the best coagulation condition was
defined through coagulation diagrams in function of remaining color. Jar assays were
performed by varying the initial pH ranges (6.5 to 8.5) and the dosages (12.5 to 75 mg.L"
1) of the Coagulant Aluminum Sulphate (Al2(SO4)3). (14-18) H>O. In the second stage the
conventional treatment of the study water was performed, following the coagulation,
flocculation, sedimentation and filtration processes. After the conventional treatment, the
study water was conducted to the photocatalytic reactor, constituting the third and final
stage for the execution of the oxidation tests. In the photocatalytic reactor 6 assays were
performed adding different dosages 5, 25, 50, 100, 500 and 1000 mM H>0O», and exposure
times from 0 to 60 min.The coagulation, flocculation and sedimentation stages of the
conventional method were efficient in the removal of true color (80%) and turbidity
(97%) for aluminum sulfate dosage of 50 mg.L-1 and coagulation pH of 6,8. Of the six
treatments in the photocatalytic reactor, only the one of 1000 mM concentration (UV /
H>0») reached the maximum value allowed by Ordinance 2419/2011 after 15 minutes of
oxidation. At 60 minutes of the process, 83.3% of the microcystin was removed for the
same dosage of H>O,, which reached approximately 0.5 pg / L' of MC-LR. The method
used to analyze the microcystin-LR oxidation by HPLC-MS was highly sensitive and
rapid in the detection of fragments resulting from the oxidation of (UV /H20), proving
the efficacy of the treatment. Oxidation generated 5 compounds with chemical formulas
of C49H7aN10012, C40He3N 10011, C20H47NoO10, CoH14N204, CsH12N4O, for mass / filler of
995, 860, 681, 213 and 160 respectively.

Keywords: Advanced Oxidative Process. Microcystin-LR. Photolysis (UV /H205)
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1. INTRODUCAO

O aumento do lancamento de nitrogénio e fosforo provenientes de diversas
atividades antropicas nas bacias hidricas, tem modificado as caracteristicas dos corpos
d’agua. Uma consequéncia do aporte maior desses nutrientes no corpo d’agua é o
crescimento acelerado de microrganismos produtores, predominantemente as
cianobactérias pela capacidade de assimilagdo de tais nutrientes. A alteragdo que ocorre
nesse ambiente enriquecido € parte do processo de eutrofizacdo que interfere na qualidade
da dgua dos mananciais e caracteriza-se por elevada densidade de algas e cianobactérias

(10°-108 cel/mL).

A presenca desses microrganismos em tais condigdes, dificulta e aumenta o custo
do tratamento da agua para o consumo humano, pois, comumente, produzem substancias
que conferem sabor e odor a agua, além de se tornar produtoras de toxinas (cianotoxinas)
de acordo com indeterminadas alteragdes ambientais, capazes de causar prejuizos a saude

humana dependendo da dosagem do tempo de exposi¢ao (AZEVEDO et al., 2002).

Estudos demonstram a eficiéncia do tratamento de remogao de cianobactérias por
ciclo completo, adotado na maioria das Estagdes de Tratamento de Agua que incluem a
coagulacdo quimica, floculagdo, sedimentacdo e filtracdo rapida. Entretanto, diversos
autores confirmam e ressaltam a possivel lise de células de cianobactérias e consequente
liberacdo de cianotoxinas, que sO ird ser removida mediante tratamento especifico
(LIBANIO, 2010). A aplicacdo de tecnologias inovadoras pode ser solucio alternativa
para o tratamento das aguas destinadas ao consumo humano, na redugdo ou eliminagdo

da contaminagdo destes micropoluentes.

O processo fotocatalitico homogéneo UV/ H2O; origina a formagao de radicais
hidroxila obtidos através da fotolise do perdxido de hidrogénio pela radia¢do ultravioleta.
O radical "OH ¢ um forte agente oxidante, muito reativo e de reduzida seletividade, sendo

eficiente para degradagdo de diferentes poluentes, dentre eles as microcistinas.

Nesta perspectiva, este capitulo apresenta a avaliacdo da eficiéncia de um reator
fotocatalitico de baixo custo para degradacdo de microcistina-LR em agua de

abastecimento, utilizando o processo (UV/H20y).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Avaliar a eficiéncia de um reator fotocatalitico de baixo custo para degradagao
de microcistina-LR em dgua de abastecimento, utilizando o processo
UV/H20.

2.2 ESPECIFICOS

e Identificar as condi¢des Otimas de coagulacdo, utilizando sulfato de
aluminio sob diferentes valores de pH, para remogao de cor e turbidez na

agua de estudo;

e Verificar a influéncia de diferentes concentracdes de H>O: e de tempo, na

degradacdo de microcistina —LR em reator fotocatalitico;

o Identificar os subprodutos formados apo6s o processo de oxidagao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Qualidade e eutrofizacio dos corpos hidricos

A crescente demanda e multiplos usos de recursos hidricos nas ultimas décadas,
combinada com as preocupacdes sobre as alteragdes no ambiente, t€ém estimulado
numerosas pesquisas de avaliagdo da qualidade de agua dos reservatérios superficiais

destinados ao abastecimento humano.

O crescimento demografico e a urbanizacdo intensificaram as atividades
antropicas como a agricultura, a industria, a mineragdo. O descarte de residuos solidos,
esgoto sem tratamento ou inadequadamente tratados, efluentes industriais e agricolas,
produtos quimicos como fertilizantes, sdo despejados diretamente nos corpos aquaticos
alterando as caracteristicas fisico-quimicas, bioldgicas e consequentemente limitando
seus usos (ESTEVES, 2011). Estas agdes favorecem o desequilibrio do ecossistema
aquatico, ocasionando a transformacdo de ambientes oligotroficos ou mesotroficos em
eutroficos. Esse processo chamado de eutrofizacdo, resulta no aumento da atividade
primdria dos corpos de agua e se expressa principalmente através do crescimento
excessivo de componentes fitoplanctonicos, tais como microalgas, cianobactérias e

macrofitas, sendo comumente denominados de floragdes ou “blooms” (WU e XANG,

2012).

Estudos em reservatorios brasileiros tém demonstrado a ocorréncia de ambientes
em condigdes de eutrofia e hipertrofia. Ambientes com concentragdes de P-total entre 50-
660pg/L, pH levemente a altamente alcalino (7,0 a 9,0); baixa profundidade (2,8 a 14
metros), temperatura da agua relativamente alta (acima de 20 °C) e razdo N/P total entre
2 e 19 sdo ambientes adequados para proliferacdo e manutencdo de floracdes de
cianobactérias (SANT’ANNA & AZEVEDO, 2000).

As floragdes de algas e cianobactérias exteriorizam-se como densas massas verdes
nas camadas subsuperficiais do espelho de dgua e causam sombreamento nas camadas
inferiores, que impede a entrada de luz na coluna de 4gua e aumenta os processos de
decomposi¢do anaerdbia da matéria organica com a consequente deplecdao de oxigénio
dissolvido que por sua vez causa mortandade de peixes e liberacdo de substancias toxicas
(DIGNUM et al., 2005; WEIRICH et al., 2014).
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3.2 Cianobactérias e cianotoxinas

Denominadas antigamente por cianoficeas ou algas azuis, as cianobactérias sao
microrganismos procariontes (desprovidos da membrana nuclear que reveste o material
genético), classificadas no dominio Bactferia na classificagao Carl Woese, que apresentam
caracteristicas semelhantes (bioquimica e estruturalmente) as bactérias Gram-negativas
(CALIJURI et al., 2006; MADIGAN et al., 2012).

Compreendendo aproximadamente 150 géneros com mais de 2.000 espécies
identificadas, evidéncias moleculares e quimicas indicam que as cianobactérias surgiram
na Terra ha cerca de 2,8 bilhdes de anos e foram responsaveis pela oxigenagao do planeta.
A capacidade de producao de oxigénio molecular (O2) na Terra originalmente anaerobia,
abriu caminho para a evolucdo das células aerobias que poderiam utilizar o gas oxigénio
0> como aceptor final de elétrons (CODD et al., 2005). Logo, as cianobactérias foram,
provavelmente, responsaveis pela maior transformagdo evolutiva impulsionou e que
precedeu o desenvolvimento do metabolismo aerébio e subseqilente surgimento das

plantas superiores e animais, sendo essenciais para a formacgdo da atual biosfera

(WHITTON, 2000).

As cianobactérias possuem alta capacidade de adaptagdo, tornando-as
colonizadoras de diversos ambientes, como solos ¢ rochas, e até mesmo nos mais
extremos, como as superficies de neve em altas atitudes no Alasca (PINHO, 2014). Por
sua vez, os ecossistemas aquaticos sdo os habitats de sua maior ocorréncia, visto que a
maioria das floragcdes possuem crescimento 6timo em ambientes dulcicolas, com pH

neutro a alcalino e temperatura entre 15 e 30 °C (SOARES et al., 2013).

Exibindo uma diversidade morfologica e heterogénea, estes microorganismos se
apresentam de forma unicelular, colonial e filamentosa. As espécies que apresentam
formas unicelulares possuem células esféricas, cilindricas ou ovoides. As formas
filamentosas sdo tipicas da maioria dos géneros deste grupo, que dependendo da espécie,
pode crescer aderida, com filamentos livres (denominados tricoma) ou formando uma
camada com aspecto de uma malha entrelagcada, com filamentos variando de retilineos a
espirais. Seus tamanhos celulares variam, apresentando de 0,5-1 pm a 40 um de diametro
para espécies unicelulares, enquanto as filamentosas com mais de 30 um (PERCIVAL et
al., 2004).
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As propriedades fisiologicas diversificam de género para género, o que significa
que as diferentes espécies também apresentam estratégias adaptativas distintas. Dentre
essas estratégias, as principais sdo a capacidade de ajuste da flutuabilidade na coluna
d’agua (vesiculas de gés), a formagdo de escumas, a de armazenamento de fosforo e

fixagao de nitrogénio atmosférico, habilidade de dorméncia e baixo indice de predagao.

Os heterocitos sao células muitas vezes cruciais para a classificacdo taxondmica
de cianobactérias. Caracterizados por serem estruturas especiais que atuam na fixagao de
nitrogénio atmosférico, contribuindo para sua adaptacdo no ambiente e funcionam como
reservas para células adjacentes. Alguns géneros filamentosos como Anabaena, Nostoc,
Scytonema e Hapalosiphon apresentam esta estrutura, o que favorecerd vantagens
competitivas com outros organismos, ou mesmo em situagoes adversas (SHARMA,
2013). Entretanto, vérias outras espécies apresentam uma proteina granular chamada
cianoficina que ¢ uma reserva de energia - produto de armazenamento de nitrogénio que,
quando se torna deficiente no ambiente, ¢ clivado e utilizado como fonte de energia
(WHITTOM et al., 2012; MADIGAN et al., 2012).

Muitas espécies toxicas de cianobactérias apresentam vesiculas de gas ou
aerdtopos que lhes permitem regular sua flutuabilidade na coluna d'4gua, de forma a
encontrar o melhor ambiente para seu desenvolvimento. Os aerdtopos se tornam mais
abundantes quando a luz ¢ reduzida e o crescimento do organismo ¢ mais lento. Do
contrario, quando a luminosidade ¢ muito elevada, o acimulo de fotoassimilados
(produtos da fotossintese) torna as células turgidas e provoca o colapso de uma porgado

das vesiculas e consequentemente a perda da flutuabilidade (VISSER et al., 2005).

Devido a essa capacidade de flutuagdo na coluna d'agua, alguns géneros de
cianobactérias formam grandes massas colonias que se acumulam na superficie da dgua.
Sua proximidade com a superficie da 4gua traz como beneficio a maior incidéncia de luz
e, dessa forma, maior taxa de fotossintese e estoque de maiores quantidades de
carboidratos. Além disso, a grande extensdo das colonias reduz a disponibilidade de
nutrientes para outros microrganismos competidores, reduzindo seu crescimento, que
oferece protecdo contra a predagdo (PAERL; HUISMAN, 2009). Mas, para o ambiente
aquatico, a perda da diversidade altera o ecossistema e ao longo da coluna de dgua sdo
geradas condi¢des anaerdbias que impedem a vida de peixes e outros individuos aquaticos
que precisam de oxigénio; sao favorecidos os processos de fermentagdo ou putrefagao

biologica com producdo de gases toxicos (PANOSO et al.,2007).

57



3.2.1 Cianotoxinas

A maior preocupacao no que diz respeito as cianobactérias em corpos d’agua ndo
sdo as floragdes em si, mas sim a capacidade que algumas espécies tém de produzir
metabolitos secundérios toxicos - cianotoxinas. Existem estudos que indicam que na
mesma florag@o, pode haver tanto linhagens produtoras de toxinas como ndo produtoras,
sendo que, até o presente momento, nao ha qualquer informagao que explique o porqué
deste fato (SCHEMBRI; NEILAN; SAINT, 2001).

Os fatores que levam a formacgao da toxina ainda nao sdo conhecidos. Ha fortes
indicios de correlacdo entre a formagdo desta e a sazonalidade, radiagdo solar,
temperatura da superficie da 4gua, pH e porcentagem de saturagdo de oxigénio (HAIDER
et al., 2003). As cianotoxinas, em sua maioria, sdo liberadas no meio aquatico com a
morte celular, ocasionando danos na biota aquatica, desde intoxicagao até a morte de
animais e seres humanos (CODD et al., 2005; KARDINAAL et al,, 2005; IBELINGS et
al.,, 2007). Sao classificadas de acordo com sua estrutura quimica — apresentando
peptideos ciclicos, alcaloides e lipopolissacarideos, ou conforme seu efeito toxicologico
(ou sua biotoxicidade), sendo denominados dermatotoxicos, neurotoxicos ou

hepatotoxicos (CALIJURI et al., 2006; APELDOORN et al., 2007).

Hepatotoxinas

As hepatotoxinas constituem um grupo de cianotoxinas notavelmente estudada
nos ultimos anos devido ao seu efeito nocivo que pode acometer diversos 6rgaos e tecidos
de mamiferos e outras espécies de animais trazendo consequéncias fisiologicas e dano
celular dos hepatocitos (METCALF et al., 2012). Os principais tipos de hepatotoxinas

sdo as nodularinas, as cilindrospermopsinas e as microcistinas.

Microcistinas

As microcistinas sdo as hepatotoxinas mais relatadas na literatura cientifica
(NICHOLSON & BURCH, 2001; MEREL et al., 2013; SARMA, 2013). Ocorréncias de
microcistinas foram reportadas em grande parte do mundo, nomeadamente em varios
paises da Asia, América do Norte, Leste da Europa e Norte de Africa (FRISTACHI &
SINCLAIR, 2008).
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Classificadas como heptapeptideos ciclicos, os quais possuem em comum a
estrutura ciclica, contendo cinco aminoacidos fixos, (-D-Alal-X2-D-MeAsp3-Y4-
Adda5-D-Glu6-Mdha7), sendo D-Alanina (posi¢ao 1), acido D-metil-aspartico (posi¢ao
3), Adda (3-amino-9-metoxi-2-6,8-trimetil-10-fenil-4,6- acido diendico) (posicao 5),
Acido D-glutdmico (posi¢do 6) e N-metildehidroalanina (Mdha) (posi¢do 7), e dois
aminoacidos variaveis nas posi¢des 2 (X) e 4 (Y), normalmente L-aminoacidos (BOTES
et al., 1984; MSAGATI et al., 2006) que contribuem para as diferentes isoformas
(SIVONEN & JONES, 1999; WELKER & VON DOHREN, 2006). A estrutura geral da

microcistina-LR esta apresentada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura geral da microcistina — LR
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Fonte: METCALF et al., 2012

A primeira identificacdo quimica desta hepatotoxina foi feita por BISHOP et al.
(1959), que a isolou de uma cultura de Microcytis aeruginosa, dai a origem do nome. A
nomenclatura das microcistinas foi proposta por CARMICHAEL et al. (1988) e
compreende um heptapeptideo monociclico extremamente estavel e resistente a agentes
quimicos, hidrélise ou oxidagdo em pH proximo de neutro podendo permanecer ativa
mesmo em temperaturas acima de 100 °C (SEINOHOVA et al., 2012).

Um dos aspectos mais relevantes das microcistinas € o unico aminoacido C20 (3-
amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-trimetildeca-4,6-diendico) abreviado como Adda
(Figura 5), que embora ele sozinho ndo seja toxico, a estereoquimica e a hidrofobicidade
da sua cadeia desempenham um papel fundamental na atividade biologica de MC-LR.
(ANTONIOU et al., 2008). No entanto, a por¢do Adda é relatada como a principal

responsavel pela toxicidade da microcistina e a alteracdo da sua estrutura ¢ um passo
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fundamental para a reducdo da toxicidade das toxinas que a possuem. (ANDERSEN et
al., 2014).

Existem mais de 90 analogos de microcistina diferenciadas pela constituicao dos
L-aminoacidos, nas posicdes “2” e “4” apresentando massa molar diferenciada (SCOTT
et al.,, 2012). Dentre os analogos toxicos mais frequentes destacam-se: MC— LR
constituida dos aminodcidos leucina e arginina; MC—RR (arginina-arginina); MC-LA
(leucina-alanina) e MC—YR (tirosina-arginina). A massa molecular das moléculas destas
microcistinas variam de 1.038,20; 1.045,19; 995,17 € 910,06 para MC-RR, YR, LR ¢ LA

respectivamente, conforme se apresenta na Tabela 1.

Tabela 1: Principais variaveis da microcistina.

Variavel Massa Posicao 4 Posi¢ao 2 Carga em pH
molar (M) 6,0-8,5
MC-YR 1045,19 Arginina Tirosina 0 (--&tt)
MC-RR 1038,20 Arginina Arginina -1 (--&+)
MC-LR 995,17 Arginina Leucina -1 (- &)
MC-LA 910,06 Alanina Leucina 2(-)

Fonte: HO et al., 2011

As microcistinas possuem habilidade limitada em atravessar membranas na
auséncia de um transporte ativo, sua entrada nos hepatocitos se da por meio dos
transportadores de acidos biliares, causando inibi¢ao das enzimas fosfatases 1 e 2A, com
consequente hiperfosforilagdo das proteinas e desorganizacdo do citoesqueleto. Esta
desorganizacao leva a retragcdo dos hepatdcitos, o que, por sua vez, acarreta na retragao
dos capilares e aumento dos espagos intercelulares, ao passo que o sangue passa a fluir
por estes espacos formados, o que é capaz de provocar lesdes teciduais e hemorragia

hepatica (PEGRAM et al. 2008, JI et al. 2011).

Estas toxinas ndo atuam somente como promotoras, mas também como agentes
iniciadores de tumores por sua capacidade genotdxica, como apresentada pela
microcistina-LR (ZEGURA et al., 2011). Contudo, ndo se sabe ainda quais sdo os
mecanismos envolvidos na indugao tumoral, pois ha falta de modelos celulares para
estudos de toxicidade in vitro. Nos casos de exposicdo recreacional, podem ocorrer

irritagdes cutaneas e problemas gastrintestinais, a exemplo de complicacdes no figado.
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Plantas aquaticas e terrestres também podem sofrer efeitos ao serem expostas a
microcistinas, uma vez que nelas também ha a presenca das fosfatases 1 e 2A.
Bittencourt-Oliveira et al. (2014) descreveram varios relatos de redugao de biomassa em
plantas aqudticas expostas a estas toxinas, assim como redu¢do na produgdo das
fosfatases, estresse oxidativos, reducdo na atividade fotossintética e até apoptose celular

em plantas terrestres.

Outro aspecto relacionado a contaminagdo de plantas com microcistinas esta
ligado a sua capacidade de bioacumulagdo nestes organismos, e possivel biomagnificagado
na cadeia trofica. Deste modo, plantas irrigadas com agua contaminada se tornam mais
uma preocupagdo em relacdo a satde publica, revelando outra fonte de exposicao as
toxinas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil, o primeiro caso comprovado de presenga de microcistinas ocorreu em
um lago eutr6fico na cidade de Sao Paulo, onde Microcystis aeruginosa foi coletada e
isolada de uma florag¢do ocorrida em junho de 1988. Observou-se que a cepa produzia
duas variantes de microcistinas: LR e outra nova para a ciéncia (LF) - (AZEVEDO et al.,
1994). Posteriormente, linhagens toxicas de Microcystis aeruginosa foram reportadas em

diversas regides brasileiras (SA et al., 2010).

Estudos realizados por Macedo (2009) nos 20 principais acudes do Estado no
ambito do Programa de Longa Duragao (PELD Caatinga) demonstraram a ocorréncia de
cianobactérias potencialmente toxigénicas em 18 deles, com predominio de Plankthotrix
agardhii, Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii e em 16,
especialmente no periodo seco. Em 13 agudes foi observado a presenga de microcistina
em concentragdes inferiores a 0,5 ug.L-! em 2 deles e em 11 os valores foram superiores
a 1,0 pg.L"!. Considerando os mesmos 20 reservatorios, VASCONCELOS et al. 2011
observou que em 2006 as floracdes de cianobactérias se apresentavam em 3% deles
enquanto que em 2009 a porcentagem de agudes com floragdes aumentou para 62%. Os
autores atribuem o aumento da eutrofizagdo nos seis anos decorridos aos impactos

antropogénicos crescentes nas bacias estaduais.

3.3  Legislacao: padroes e limites nacionais para cianotoxinas

No Brasil, o primeiro relato de intoxicagdo por cianotoxinas ocorreu em 1988,
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quando, ao que tudo indica, cerca de 200 pessoas foram contaminadas por microcistina
(MC) advinda de uma floracdo de cianobactérias presente na dgua do reservatorio de
Itaparica, na Bahia, levando 88 pessoas ao obito (TEIXEIRA et al.,1993). A segunda
tragédia em territorio nacional foi relatada em Caruaru, no estado de Pernambuco, onde
se registrou a presenca de MC na 4gua utilizada para a lavagem dos aparelhos de
hemodialise do Instituto de Doengas Renais e também a presenca de cilindrospermopsina
(CYN) no carbono e resinas desses aparelhos. Esta dgua foi retirada da represa Tabocas,
onde havia floragdo de cianobactérias. Este triste episodio resultou na morte de 52
pacientes dos 101 que sofreram intoxicagdo (CARMICHAEL et al., 2001).

Esses incidentes contribuiram para alteragdes dos padrdes de potabilidade com
recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) culminando com a insercao de
compostos novos como parametro de controle da qualidade para agua de consumo
humano, tendo em vista os riscos aos diversos efeitos toxicos que esses compostos
representam para a saide publica. Seguindo os guias da OMS, no mundo todo, a
determinacdo de microcistina (MC) ¢ mais um pardmetro obrigatorio de controle da
qualidade da 4gua para consumo humanos e ainda diversos paises ja incorporaram outras
cianotoxinas; no Brasil a situacdo ¢ semelhante e a microcistina passou a ser um
parametro obrigatorio de andlise na 4gua de consumo, na Portaria 1469/2000 do
Ministério da Saude, que foi sucedida pela Portaria 518 de 29 de margo de 2004 e por sua
vez foi substituida pela Portaria 2914 de 12 de dezembro de 2011

A Portaria 2914/2011 do Ministério da Satde dispoe sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade determina o Valor Maximo Permitido (VMP) de 1 pg.L! de MC, sendo que
este valor inclui o somatorio das concentragoes de todas as variantes de microcistinas na
4gua 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 de microcistinas no
reservatorio quando o niimero 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-se realizar andlise 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.
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3.4  Tecnologias de tratamento de agua e remoc¢io de cianotoxinas

O sistema de tratamento de 4gua instalado numa ETA tem como objetivo produzir
agua de qualidade adequada para consumo humano, ou seja, que cumpra a legislagdo em
vigor, com os menores custos de implantacdo, manutengdo e operacdo possiveis.
Denominado “convencional” ou de ciclo completo que inclui as etapas de coagulagao,
floculagdo, sedimentagio, filtragio em areia e desinfeccio (LIBANIO, 2010). Esse
tratamento possibilita a remocdo de grande parte das células intactas de algas e
cianobactérias, porém ¢ ineficiente para remocdo de cianotoxinas dissolvidas (DI
BERNARDO et al., 2010).

Dados do IBGE (2008), apontam que no Brasil a maior parte do volume de agua
potavel distribuida (69,2%) ¢ tratada utilizando o processo convencional empregado em
maiores proporc¢des nas Regidoes Nordeste, Sudeste e Sul. Na Regido Norte o tratamento
convencional ¢ feito em menos da metade (40,8%) da agua distribuida sendo que 31,7%
do tratamento da 4gua ¢ feito por processos ndo convencionais e 27,4% por simples
desinfec¢do. Verificou-se ainda, que o tratamento convencional ¢ mais utilizado nos
municipios com mais de 100 mil habitantes. No entanto, nos municipios com menos de
20 mil habitantes o tratamento ¢ apenas uma simples desinfecc¢ao. As etapas do tratamento

aplicada normalmente em uma ETA, serdo a seguir apresentados.

3.4.1 Coagulacio e floculagio

O termo coagulagdo ¢ normalmente aplicado ao mecanismo de desestabilizagao
de particulas coloidais, promovido por agitacao da 4gua de modo a dispersar o coagulante.
O objetivo principal de um processo de coagulacdo ¢ através de um coagulante promover
a agregacao de coloides em suspensao, de modo que adquiram densidade suficiente para
precipitar, em tempo util, num decantador, num flotador, ou para serem capturados num

processo de filtragdo e assim serem removidos (BRITO et al. 2012).

Nas ETAs do Brasil, o coagulante mais utilizado ¢ o sulfato de aluminio devido
sua praticidade, preco de aquisigdo e a operacionalidade, todavia, a principal desvantagem
diz respeito ao residual de aluminio total em dgua, concentragdes acima da norma (0,2
mg/L) podem produzir ressuspensdo na dgua e causar danos a salide humana e grupos

vulneraveis (como portadores de doencas renais) (FREITAS, 2001).
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O pH de coagulacao ¢ influenciado pela alcalinidade, dosagem do coagulante e
pelas caracteristicas fisicas e quimicas da solucdo, representando um parametro
importante por estar relacionado em diversos processos quimicos como a precipitagao de
ions e metais pesados, assim como na solubilidade de nutrientes, atua diretamente na
fisiologia das diversas espécies aquaticas e na prevaléncia das espécies hidrolisadas do
coagulante quando a coagulacdo se efetua com sais de aluminio ou de ferro, independente
do mecanismo predominante (LIBANIO, 2010).

A floculagdo ¢ uma operagdo complementar ao processo de coagulagdo. Na
floculagdo, as particulas formadas pela adicdo do coagulante se aglomeram, formando
flocos de dimensdes mais significativas. Em escala de bancada, a floculagao ocorre no
proprio equipamento de jar teste. Na escala real, a floculagcdo ocorre nas cdmaras de

floculagao, ou floculadores.

Pela cinética da floculacdo, quanto maior o gradiente de velocidade, maior serd a
chance de ocorrer contato entre as particulas, o que ¢ necessario para possibilitar a
agregacao dos flocos, visando o aumento do tamanho. Contudo, gradientes de velocidade
maiores também provocam maior ruptura dos flocos ja formados. Portanto, na unidade
de floculagdo ocorrem dois fendmenos que se opdem: a agregacao e a ruptura dos flocos.
Na pratica, tem-se observado que o valor do gradiente de velocidade médio 6timo diminui
a medida que aumenta o tempo de floculagio (PADUA, 2006). A Tabela 2 apresenta

valores recomendados para os parametros hidraulicos da floculacao.

Tabela 2: Valores recomendados para os parametros hidraulicos da floculagio

Tempo de Mistura Lenta (Tml)

Hidraulico | Mecanizado
20 min < Tml < 30 min | 30 min < Tml < 40 min
Gradiente (G)

10s-1<G<70s-1

Fonte: BRAGA, 2014.

3.4.2 Sedimentacio — Decantacio

Durante este processo, podem ser removidas areias, matéria particulada e flocos
quimicos provenientes de processos de coagulagdo-floculacdo. As particulas em

suspensao na agua tendem a sedimentar por acao da gravidade. Contudo, a velocidade de
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sedimentagdo ¢ afetada pelo tamanho, forma e massa volumica das particulas, bem como
pelas propriedades fisicas da 4gua. O termo decantacdo ¢ aplicado, normalmente, quando
0 objetivo ¢ a obtengao de um liquido clarificado, enquanto o termo sedimentagdo ¢ usado
quando se pretende concentrar lodos (BRITO et al, 2012). A seguir, estdo descritos os

principais tipos de decantadores usualmente utilizados e encontrados nas ETAs.

3.4.2.1 Decantador convencional de escoamento horizontal

Sdo os tipos de unidades mais comumente utilizados no Brasil e em viérios paises,
respondendo por 60 a 70% da éarea da estagdo de tratamento. Frequentemente, os
decantadores convencionais de escoamento horizontal apresentam-se na forma retangular
em planta, mais podendo ser facilmente ajustado ao lay-out das estagdes (LIBANIO,
2008).

3.4.2.2 Decantador convencional de escoamento vertical ascendente

Os decantadores convencionais de escoamento vertical ascendente, geralmente,
sao unidades industrializadas, providas ou ndo de equipamentos para remocao de lodo.
Quando a entrada ¢ feita na zona de lodo, tais unidades sdo denominadas “decantadores
de manto de lodo” e trabalham com taxas de escoamento horizontal, pois a agua bruta
deve apresentar turbidez sempre superior a 50 uT, o que nem sempre acontece (DI
BERNARDO e SABOGAL PAZ, 2008).

3.4.2.3 Decantador de alta taxa

Por possibilitarem maior TAS (Taxa de Aplicagdo Superficial), os decantadores
de alta taxa permitem reduzir o espago fisico ocupado pelas ETAs. Entretanto, quando ¢é
necessaria a aplicagdo de produtos quimicos que necessitam maior tempo de contato, os
decantadores de alta taxa podem ser inadequados, em virtude do tempo de detengdo neste
tipo de unidade em geral ser inferior a 60 minutos, enquanto nos decantadores

convencionais é de 2 a 4 horas (PADUA, 2006).
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3.4.3 Filtragao

A filtragdo € uma combinagao de processos fisicos, quimicos e, em alguns casos,
biologicos, que viabiliza a separagdo de particulas suspensas, coloidais, e de
microrganismos presentes na dgua. Ocorre em meio granular no qual as particulas sdo
retidas nos vazios do meio granular sendo resultado da interagdo dos mecanismos de

transporte, aderéncia e desprendimento (LIBANIO, 2010).

Para realizacdo deste processo, os filtros geralmente sdo compostos de areia
apresentando granulometria diferenciada ficando sobreposta na camada suporte que ¢é

geralmente constituida de cascalho e pedregulho.

Quando ndo ha a coagulagdo quimica ¢ essencial a utilizagdo da filtracao lenta,
com ou sem unidades de pré-tratamento em funcdo das caracteristicas da agua bruta,
como por exemplo a FiMe — filtragdo em multiplas etapas (pré-filtragdo dinamica,
filtragdo grossa em pedregulho e filtracdo lenta em areia), e aquelas que utilizam a
coagulagdo quimica, pode-se exemplificar o tratamento em ciclo completo (coagulacdo,
floculagdo, decantagdo ou flotacdo e filtragdo rapida descendente), filtragdo direta
descendente e ascendente, dupla filtragao e floto-filtragdo (DI BERNARDO & DANTAS,
2005).

Entre as tecnologias disponiveis de tratamento de agua com uso de coagulante, a
filtragdo direta € a que apresenta o menor custo de implantacao, pois, além de dispensar
algumas unidades operacionais, utiliza também menor quantidade de coagulante, o que
resulta em uma menor produgao de lodo (DI BERNARDO et al. 2003). A filtragao direta
descendente (FDD) ¢ uma tecnologia de tratamento de agua que ndo necessita da

sedimentac¢do ou flota¢do e pode ser realizada apenas de duas formas (PROSAB, 2003):

Filtracdo direta descendente sem pré-floculagdo: apresenta um sistema com

unidades de mistura rapida e direciona a 4gua coagulada para o filtro.

Filtracao direta descendente com pré-floculacio: apresenta unidades de

mistura rapida, de floculag¢do, decantagdo e de filtro.

De acordo com DI BERNADO et al. (2003), comparada ao tratamento de ciclo
completo (coagulagdo, floculagdo, decantacdo ou flotacdo e filtracdo), a filtragao direta
descendente apresenta as seguintes vantagens: (1) Custo de construgdo de 30% a 50%

menor; (2) Reducao dos custos de operacdo e manuten¢do, uma vez que se tem menor
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consumo de coagulante e de energia elétrica; (3) Sao eliminados os equipamentos de
remocdo de lodo dos decantadores e, também, algumas vezes, os equipamentos de
floculagao; (4) Menor producdo de lodo; (5) Facilidade no tratamento de agua bruta com

baixa cor, turbidez e algas, e que ndo apresentam variagdes bruscas de qualidade.

Dentre as desvantagens, destacam-se: (1) Necessidade de controle mais rigoroso
da dosagem de produtos quimicos aplicados, principalmente quando ndo se tem a pré-
floculagdo; (2) Dificuldades no tratamento de 4gua bruta com turbidez ou cor verdadeira
altas; (3) Tempo de detengao total da 4gua no sistema ¢ relativamente curto para oxidacao
de substancias organicas presentes na agua que chega ao sistema; (4) Tempo de detengdo
em todo o tratamento ¢ bastante curto, necessitando de agdo rdpida nas mudangas de

dosagens de produtos quimicos durante a mudanca da qualidade da 4gua bruta.

Para o desempenho efetivo da filtragdo direta descendente ¢ de extrema relevancia
a realizacdo de estudos prévios, para definir as condi¢des de coagulagao (tipo e dosagem
dos produtos quimicos), as condi¢des de mistura rapida (tempo e gradiente de velocidade)
e a eventual necessidade de unidades de pré-tratamento, como também para se conseguir

uma maior precisao na especificagao do material filtrante.

3.4.4 Desinfeccao

A desinfecgao consiste na destruicdo ou morte de microorganismos, entre eles os
patogénicos, através de um agente quimico (cloro, ozonio, iodo, permanganato de
potéssio) ou de um agente fisico (calor, ou radiacdo ultravioleta). Torna-se necessaria
porque nao ¢ possivel assegurar a remoc¢ado total dos microorganismos pelos processos

fisico-quimicos usualmente utilizados no tratamento de agua.

O processo da desinfeccao depende basicamente da natureza do desinfetante e do
tipo e quantidade de organismos que se pretende inativar, além das caracteristicas
quimicas da 4gua como pH, temperatura, entre outras. Algumas espécies, como esporos,
cistos e virus, sao muito mais resistentes do que as bactérias e as formas de trofozoitos

dos protozoarios (RICHTER, 2009).

As estagdes de tratamento de dgua geralmente usam cloro gasoso como agente
desinfetante. Uma das grandes caracteristicas do cloro ¢ formar compostos que permane-

cem na agua, proporcionando um residual desinfetante ativo e, assim, permitindo que haja
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inativacao de microorganismos ap6s o ponto de aplicagdo, por exemplo, seja ao longo das
tubulacdes da rede de distribuicdo ou mesmo nos reservatorios domiciliares dos pontos
de consumo (LIBANIO,2008). A adogdo por etapas de pré e pos-oxidagio tem
demonstrado resultados satisfatorios quanto a remogao de cianobactérias, mas apresentam
problemas pela facilidade em promover a lise celular desses organismos, permitindo a

liberagdo das cianotoxinas (SENS et al., 2006).

Dessa forma, torna-se necessario uma tecnologia de tratamento de agua
complementar que possa atuar em conjunto visando a otimizagdo do processo. Varias
tecnologias tém se destacado nos ultimos anos na remog¢ao de microcistina-LR, entre elas,
oxidagao quimica (CHANG et al., 2015), microfiltragao (SORLINI et al., 2013; HUANG
et al., 2015), ultrafiltragdo (LEE et al., 2008), nanofiltracdo (TEIXEIRA et al., 2005),
osmose reversa (VILLACORTE et al., 2015), adsor¢do utilizando carvao ativado (HO et

al., 2011) e os Processos Oxidativos Avangados.

35 Processos Oxidativos Avan¢cados (POAS) no tratamento de agua

Segundo ANTONOPOULOU et al.,, 2014, a combinagdo de um processo
oxidativo avangado (POA) com processos fisico-quimicos convencionais aplicados ao
tratamento de agua de um reservatorio, possibilita uma solugdo tecnologica eficaz e
segura para obtengdo de dgua potavel. A eficiéncia de remocdo de cianobactérias e
cianotoxinas pelos processos oxidativos convencionais ¢ altamente dependente dos
produtos quimicos utilizados, variando suas concentragdes durante o tratamento de agua
de acordo com a quantidade das cianotoxinas entrando no sistema de tratamento. Os
parametros fisicos da 4agua, tais como o pH ou pardmetros operacionais e o tempo de

contato influenciam na eficiéncia do processo (JURCZAK et al., 2005).

Os processos oxidativos avangados (POAs) constituem uma classe especial de
técnicas de oxidagdo apontadas como promissoras, produzindo radicais livres de
hidroxilas (OH.), os quais sdo tradicionalmente considerados como espécies ativas,
responsaveis pela reacdo rapida de moléculas organicas, dando inicio a uma série de
reacOes de degradagdo que podem culminar em espécies inoculas, tipicamente dioxido de
carbono e agua (JARDIM; TEIXEIRA, 2004; RIZZO et al., 2009; MAHMOUD;
FREIRE, 2007; OLLER et al., 2011), ou seja, transformando-os em subprodutos menos
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toxicos e possibilitando até a completa mineralizacdo desses subprodutos (SHARMA et
al., 2012; FOTIOU et al., 2014).

Os POAs dividem-se em sistemas homogéneos e heterogéneos, onde o radical
hidroxila ¢ gerado com ou sem irradiag@o. Os processos com a presenca de catalisadores
s6lidos sao chamados de heterogéneos e aceleram a velocidade da reagdo até atingir um
equilibrio quimico sem sofrerem alteragdo quimica (NOGUEIRA, 2007), os demais sdo
conhecidos como homogéneos. Na Tabela 3 ¢ apresentado a classificagdo dos sistemas

tipicos de processos oxidativos avangados.

Tabela 3. Classificacdo dos sistemas tipicos de processos oxidativos avancados.

Sistemas Homogéneos Sistemas Heterogéneos
Com Radiacio Sem Radiacao Com Radiacio I Sem Radiacio
H.O,/UV O3 Feixe de elétrons Eletrofenton
0;/UV Fe?"/H,0; (Fenton) Ti0,/0,/UV Processos
Foto-Fenton 03/H20: Ti0/H,O/UV eletroguimicos
(H20/Fe**/ UV) 03/OH
03/H.0/UV

Fonte: FIOREZE et al., 2014.

Estas técnicas avancadas para o tratamento de poluentes, apresentam iniimeras

vantagens (CHIRON et al., 2000; ANTONOPOULOU, et al., 2014), dentre elas:

v Apresentam-se como principais aplicagdes no tratamento de agua e
efluentes, remediagdo de solos e agua subterraneas, desinfec¢ao e remog¢ao
de odores;

v Pode ser aplicado de forma isolada - principalmente na utilizagdo para
degradacao de substancias de dguas pouco contaminadas, como € o caso,
por exemplo, de aguas poluidas com compostos organohalogenados
(hidrocarbonetos clorados) e defensivos agricolas;

v No caso de efluentes com grau de polui¢do mais elevado ou complexo, o
dispéndio na etapa de oxidagdo pode ser consideravelmente reduzido
através de uma combina¢do com outras etapas de tratamento como, por

exemplo, o biologico e/ou coagulagao/floculacdo/sedimentagao;
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Apresentam rapidas velocidades de reacao, além da oxidacdo nio seletiva,
0 que permite que varios contaminantes sejam tratados a0 mesmo tempo
pelo mesmo reagente;

Caracterizam-se serem um tipo de tratamento destrutivo, ou seja, o
contaminante ndo ¢ simplesmente transferido de fase, mas sim degradado
através de uma seqiiéncia de reagdes quimicas;

A sua inespecificidade viabiliza a sua utilizacdo para a degradagdo de
substratos de qualquer natureza quimica, sendo destaque a degradagao de
contaminantes refratarios e toxicos, cujo tratamento bioldgico pode ser
viabilizado através da oxidagdo avangada parcial;

Oferecem variadas maneiras possiveis para a producdo de radicais OHe
além de outros radicais, permitindo assim uma melhor conformidade com

os requisitos especificos de um determinado tratamento;

Dentre as condigdes que limitam sua aplicabilidade, se destacam (DOMENECH
et al., 2001; FREIRE et al., 2000):

v
v

Nem todos os processos estdao disponiveis em escala adequada;

Os custos podem ser elevados, principalmente devido ao consumo de
energia;

Ha formagdo de subprodutos de reacdo, os quais em alguns casos sdo
toxicos;

Apresentam restri¢des de aplicacdo em condi¢des de elevada concentragao

dos poluentes;

Os contaminantes organicos podem ser oxidados pelo radical hidroxil de acordo

com diferentes mecanismos basicos. Estes mecanismos dependem da estrutura do

contaminante organico, sendo estes: a) abstracao de atomo de hidrogénio; b) transferéncia

eletronica; e ¢) adicao eletrofilica (BRITO & SILVA, 2012; NOGUEIRA et al., 2007).

3.5.1 Processo Oxidativo Avancado UV/ H20:

Segundo ANDREOZZI et al. (2000) e ANDREOZZI et al. (2003), unindo-se o

mecanismo de degradacao por fotolise com radiagdo UV ao mecanismo quimico oxidati-
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vo com H20,, o tratamento hibrido H2O./UV fornece, em geral, uma degradacdo maior

do que a obtida com a aplicacdo dos processos separadamente.

O peroxido de hidrogénio, por ser um oxidante enérgico, a reagao indireta ¢ muito
mais eficiente porque o potencial de oxidagdo do radical hidroxila (E°=+2,80 V) ¢ mais
elevado que o do perdxido de hidrogénio molecular (E°= +1,78V). Assim, o emprego do
peroxido de hidrogénio combinado com a radiacdo ultravioleta (UV) (reag¢do indireta)

gera o radica hidroxila que ¢ um agente quimico com alto poder de oxidagdo (eq. 1).

H,Oyr +hv — 2 «OH 1

A fotolise do peroxido de hidrogénio ¢é capaz de gerar radical hidroxila que pode
ser sequestrado pelos compostos organicos para ocorrer a oxidagdo e recombinar com
outras espécies de radical hidroxila, formando peroxido de hidrogénio ou iniciando uma

reacdo de degradagdo em cadeia (ARAUJO et al., 2006), como mostra as equagdes

abaixo.
* OH + H2 02 — HO + HO> * 2
HOz++ H2 02 — H,0 + O+« OH 3
2HO;z *— H0; + O2 4
HOz ++HO *« - H: O+ O 5

As reagOes descritas acima se referem ao comportamento dos radicais hidroxila,
onde a equagdo (2), demonstra a quebra de uma molécula de H>O,, gerando dois radicais
hidroxila na reacdo de fotolise, mas existe uma forte possibilidade de ocorrer a
recombinagdo desses radicais formando peroxido de hidrogénio novamente. Ja as
equacdes (3) a (4) descrevem o consumo de OHe e a diminui¢do da velocidade da reagdo
de oxidagao dos poluentes (TAMBOSI et al., 2010).

E importante destacar que a taxa de adigio de H,O» pode influenciar na
mineralizagdo, pois possui variagcdo da sua estabilidade de acordo com as caracteristicas
do meio, como pH, temperatura ¢ a presenca de espécies reativas. O pH com valores
baixos entre 2 e 5 e também entre 3 e 5 sdo preferidos para o processo de tratamento com
H>0»/UV, por ndo apresentar efeitos de capturadores de radicais, especialmente ions
como carbonatos e bicarbonatos (GOGATE e PRANDIT, 2004).

71



Os radicais organicos sdao formados a partir da oxida¢do de compostos organicos
por abstracdo de hidrogénio, causada pelos radicais hidroxil (Equagao 6) (NOGUEIRA
et al., 2007; MARTINS, 2011). Posteriormente, o radical peroxido ¢ formado através da
adi¢do de oxigénio molecular (Equagdo 7), ¢ o intermedidrio que inicia as reagdes
térmicas em cadeia levando a degradag@o a CO», 4gua e sais organicos (BRITO & SILVA,

2012). Este tipo de reagdo ocorre geralmente com hidrocarbonetos alifaticos.

OH +RH— R+ HO 6
R+ O, — RO, 7

A adigdo eletrolitica ocorre em compostos organicos que contém ligacdes w, sendo
que os resultados dessas reagdes sdo os radicais organicos. (NOGUEIRA et al., 2007,
MARTINS, 2011). Essas reagdes ocorrem geralmente com hidrocarbonetos insaturados

ou aromaticos (Equagao 8).
R R R R
>:< +ooH [ > >—% OH
R R R R

Os ions cloretos podem ser formados quando ocorre uma rapida descloragdo de

clorofendis (Equacao 9).

a HO_ d
Nt

(8]
/)‘\ S ~ g B
H J+ OH [ = [f\ = — L . ]+ HCl
Sy // \j-/’/ \f;/'
WOH OH OH 9
As reacdes de transferéncia eletronica ocorrem em hidrocarboneto clorado. A

transferéncia de elétrons ¢ normalmente encontrada em reagdes entre radicais de ions

hidroxila e inorganicos (Equagao 10) (NOGUEIRA et al., 2007; BRITO, 2012).

OH +RX — RX"+OH 10
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O processo UV/ H>O; pode ser aplicado no tratamento e purificagdo das dguas de
abastecimento e aguas residudrias, sendo utilizado em processos de degradacdao de
compostos recalcitrantes ¢ também para eliminar a coloragdo persistente de efluentes pos

tratamento biologicos, permitindo a degradagdo de uma série de contaminantes.

Dentre os contaminantes estudados utilizados neste processo podem-se citar:
pesticidas e herbicidas, contaminantes farmacéuticos, aditivos para gasolina como o
MTBE (methyl tertiary butyl ether), corantes téxteis, cianotoxinas entre outros. As

principais vantagens e desvantagens desse sistema estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Vantagens e desvantagens do processo fotocatalitico UV/H0s.

Vantagens Desvantagens
Solubilidade do H,O, em agua Custo do processo
Geragao de radicais OH por molécula de H>0O» funciona como “capturador” de
H>O; fotolisada radicais de hidroxilas
Estabilidade quimica Taxa de oxidacdo quimica do poluente é

Procedimento de operagdo simples limitada pelg tgxa‘de fqrm agao das

radicais hidroxilas

Inexisténcia de problemas de transferéncia
de massa

Baixo coeficiente de absortividade do

H>0,, em 254 nm

Fonte: SOUZA, 2014.

Alguns autores e colaboradores como CORNISH et al., (2000), Svrcek & Smith,
2004, QUIAO et al., (2005), LI et al., (2009), HE et al., (2011), ZONG et al., (2013), HE
etal., (2015) e WANG et al., (2015) utilizaram este processo no tratamento e purificagdo

das aguas de abastecimento e obtiveram excelentes resultados.

4. MATERIAL E METODOS

4.1  Local da Pesquisa

O estudo experimental foi desenvolvido no Laboratorio de Quimica Sanitaria e

Ambiental (LAQUISA), localizado na Estagdo Experimental de Tratamento Biologico de
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Esgotos Sanitarios — EXTRABES, que foi concedida a Universidade Estadual da Paraiba

(UEPB), situado no bairro do Tambor, municipio de Campina Grande — PB, Brasil.

4.2 Cultivo de Microcystis aeruginosa

A cepa de Microcystis aeruginosa (Word Data Center Microorganisms 835) foi
conservada na sala de cultivo de cianobactérias - LAQUISA em quantidades satisfatorias

para a execucdo dos ensaios.

Inicialmente as células de Microcystis aeruginosa foram repicadas em volumes
pequenos de 10 mL em tubos de ensaios e posteriormente em volumes maiores de 250
mL até chegar em um volume 2 L. As culturas foram mantidas em sala climatizada (24
°C) com fotoperiodo de 12 h sob iluminagao de intensidade luminosa em torno de 1200
LUX, fornecidas por lampadas fluorescentes de 40W e 12 h sem iluminagdo. Os cultivos
acima de 2000 mL foram aerados com auxilio de compressor de ar utilizados na aeragao

de aquario (Figura 2).

Figura 2: Cultivo da Cepa Microcystis aeruginosa

Fonte: Autor, 2017.

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

A esteriliza¢do da vidraria ¢ do meio de cultura utilizado seguiu as etapas: (1)
imersdo da vidraria em solucdo de acido cloridrico (5%) durante 24 h; (2) autoclavagem

a 121 °C e pressao de 1 atm durante 20 min e (3) radiagdo UV durante 30 min do meio,
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respectivamente. O repique foi realizado em camara de fluxo laminar com toda vidraria
ja esterilizada. A composicdo de cada uma das solucdes que fazem parte do meio de

cultura ASM-1 ¢ apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Composi¢do das solu¢des do meio de cultura ASM-1

Solucdes Estoque Nutrientes Quantidade (g)
Solucio A NaNOs 8,5000
MgSO4 + 7TH20 2,4500

MgCl, + 6H,O 2,0500

CaCl, + 2H,O 1,4500

Solucao B KH>PO4 8,7000
Na;HPO4 + 12H>O 17,8000

Solu¢ao C H3;BOs 28,4000
MnCl; + 4H,0 13,9000

FeCl, + 6H,O 10,8000

ZnCl, 3,3500

CoCl; + 6H,0 0,1900

CuCl; + 2H,O 0,0140

Solucio D EDTA titriplex 18,6000

Fonte: Autor, 2017.

Os repiques foram realizados a cada 15 dias, quando o cultivo apresentava o
crescimento exponencial, na ordem de 10%cel.mL!. A densidade celular foi quantificada
através da contagem de células utilizando microscopio invertido e aplicando-se 0 método
de sedimentagio de UTHERMOHL (1958).

4.3  Extracdo da microcistina-LR

Apds a cultura atingir a fase exponencial, com densidade celular na ordem de 10°
cel.mL"!, a microcistina-LR foi extraida pelo método de congelamento/descongelamento
do cultivo por trés vezes consecutivas, de modo que ocorresse a lise celular e subsequente
a liberagdo das toxinas intracelulares para o meio de cultura (BROOKE et al., 2006;
WANG et al., 2007).

44 Coleta da Agua Bruta (AB)

A agua bruta (AB) utilizada para constituicao da agua de estudo (AE) com a qual

se realizaram os experimentos foi proveniente do Reservatorio Saulo Maia, localizado no
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municipio de Areia — Paraiba. O municipio de Areia (Figura 3), integra o bioma dos
Brejos de Altitude do Planalto da Borborema, apresenta o clima tropical chuvoso, quente
e umido com chuvas de outono-inverno. “As Koppen”, com precipitagdo média anual de
1.200mm e temperaturas médias anuais de 21° C, o relevo apresenta vales profundos e
estreitos dissecados, estd localizado na microrregido do brejo paraibano, entre as
coordenadas geograficas 6°51°47” e 7°02°04’S, e 35°34°13” e 35°48°28”W, numa area
de 269,4Km?, sua populagdo ¢ de aproximadamente 23.829 habitantes e sua densidade
demografica ¢ de 88,42 hab./Km? (CPRM, 2005 e IBGE, 2015).

Figura 3. Mapa de localizacdo do reservatorio de estudo.
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Fonte: AESA, 2017.

Apods a coleta, a agua bruta (AB) foi transportada em bombonas de pléstico para
o LAQUISA e armazenada em caixa de fibra de vidro com capacidade de 500 L, ndo

exposta a luz solar, e preservada em temperatura ambiente.

4.5 Preparacio da agua de estudo (AE)

Para a preparacdo da agua de estudo (AE) foi necessario quantificar a
microcistina-LR na suspensdo de células lisadas utilizando o método detecgdo e
quantificagdo de MC-LR por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a

Espectrometria de Massas (CLAE-EM), conforme descrito no capitulo 1. Com base nos
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resultados dessa quantificagao, verificou-se que a média de concentragdo de microcistina-

LR apos a lise era de 44 ug.L™!.

Inicialmente foram preparados 12 L de 4gua de estudo (AE), para isto, utilizou-se
9,2 L da 4gua bruta do reservatorio Saulo Maia com adi¢@o 2,8 L do cultivo lisado de
Microcystis Aeruginosa para obter concentracdo final na 4gua de estudo de 10 pg.L'!' de
MC-LR. No entanto, ndo foi possivel obter essa concentragao devido ao efeito de matriz
da amostra em estudo. Por ser uma agua que apresenta concentragdo elevada de matéria
organica adicionada a restos de células de cianobactérias. Logo, a matriz da amostra
apresentou componentes que interferiram no desempenho da medicao, esses interferentes

reduziram o sinal, comprometendo o resultado.

Realizou-se a caracterizacdo da agua de estudo para os pardmetros de pH,
temperatura, alcalinidade total, dureza total, turbidez, cor aparente, cor verdadeira,
carbono organico total, clorofila-a e microcistina -LR conforme métodos preconizados
por APHA (2012), exceto carbono organico total e microcistina — LR, conforme

mostrados na Tabela 6.

As medigdes de pH, turbidez, cor aparente, cor verdadeira, clorofila-a foram
realizadas com os seguintes equipamentos: pHmetro (Tecnal Tec 3MP), turbidimetro
(DLT-WYV) e espectrofotometro (COLEMAN 35-D) respectivamente.

Tabela 6. Parametros analisados na caracterizac¢do da égua de estudo ¢ métodos utilizados.

PARAMETROS METODOS APHA, (2012).
pH Eletrométrico 4500 B
Temperatura Eletrométrico 4500 B
Alcalinidade Total (mg.L ' CaCOs) Titulométrico 2320 B
Dureza Total (mg.L! CaCOs) Titulométrico 2340 C
Turbidez (uT) Nefelométrico 2130 B
Cor aparente e verdadeira (uH) Espectrofotométrico 2120 C
Clorofila (mg/L) Metanol a frio 10200 H
COT (mg/L) TOC DIFF
Microcistina — LR (ug/L) CLAE - EM

Fonte: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).
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O carbono organico total (COT) foi determinado com o método TOC DIFF em
um analisador de carbono da marca Analytik Jena MC 3100. Os padrdes para a curva
analitica para determinagdo do COT foram feitos com solugdo de biftalato de potassio,
utilizados padrdes de concentragdo de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/L verificado na (Figura
4).

Figura 4. Curva analitica para determinagao do COT.
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4.6  Procedimento Experimental

A Funasa, por meio do Departamento de Engenharia de Satde Publica (Densp),
financia a implantacao, ampliacao e/ou melhorias em sistemas de abastecimento de 4gua
nos municipios com populagdo de até 50.000 habitantes. Esta agdo tem como objetivo
fomentar a implantagdo de sistemas de abastecimento de 4gua para controle de doengas e
outros agravos, com a finalidade de contribuir para a reducdo da morbimortalidade —
provocada por doencas de veiculag@o hidrica — e para o aumento da expectativa de vida
e da produtividade da populagao (FUNASA, 2012).

Nesta perspectiva o sistema experimental de estudo (Figura 5) foi constituido em
escala piloto compreendendo as etapas do Tratamento convencional (coagulagdo
(Elaboragdo de diagramas de coagulagdo) / floculagdo/ sedimentacdo/ filtragdo) e
processo oxidativo avangado - UV/H;0O, para tratamento de 4gua como microcistina —
LR.
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Figura 5. Sistema experimental
para tratamento de 4gua com microcistina —LR

2 4
i
Legenda:
1- Recipiente da agua de estudo
2- Filtro de Areia
3- Recipiente da agua filtrada
4- Reator fotocatalitico

Fonte: Autor, 2017.

4.6.1 Etapal: Construcio dos diagramas de Coagulacao

Com a Agua de Estudo (AE) constituida pelo cultivo lisado de Microcystis
Aeruginosa diluida em agua bruta, foram realizados ensaios de coagulagdo, floculagdo e
sedimentagdo em Jar test para determinar o pH otimo e as melhores condigdes de
coagulagdo e sedimentacdo. O equipamento utilizado ¢ da marca PoliControl e
apresentou gradientes de velocidade até 1000 s™'. Os pardmetros de controle utilizados na

coagulagao/floculagdo e sedimentagdo estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Parametros de controle utilizados nos ensaios de coagulacdo, floculagio e

sedimentacio.
PARAMETRO VALOR
Tempo de Mistura rapida (Tmr ) 60 s
Gradiente médio de mistura rapida (Gmr ) 120 5!
Tempo de floculagao (TTt) 20 min
Velocidade de sedimentacdo (Vs ) 1,40 cm.min-!

Fonte: SANTIAGO (2008).
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Foram realizados ensaios variando as faixas de pH inicial (6,5 a 8,5) e as dosagens
(12,5 a 75 mg.L'") do coagulante Sulfato de Aluminio (Al2(SOa4)3). (14-18) H,0. Esses
ensaios objetivaram identificar a eficiéncia de remocao de cor aparente em fungao das

dosagens utilizadas.

4.6.2 Etapa II: Tratamento Convencional

Com a dosagem 6tima de Sulfato de Aluminio (50 mg.L') e pH inicial (7,5) de
coagulagao definido pelo diagrama de coagulacdo, deu-se inicio a realizacdo dos ensaios
que simularam o tratamento convencional da 4gua. Foi adicionado 24 mL de Sulfato de
Aluminio em 12 L da 4gua de estudo (AE), que seguiu as etapas coagulacao, floculacio

¢ sedimentacao.

O processo de filtragao foi realizado com um filtro de areia, confeccionado em tubo
de plastico PVC apresentando cerca de 1,0 m de comprimento ¢ 0,1 m de didmetro
interno, com sistema de retrolavagem (Figura 6). O filtro foi operado em fluxo
descendente com taxa de filtragio de 143,25 m>*m?d, preenchido com meio filtrante
composto por 40 cm de areia disposto, com granulométrica entre 0,42 ¢ 0,6 mm e 10 cm
de pedregulhos em coluna (Tabela 8), objetivando manter a pressdo necessaria, para

produzir melhores resultados em termos da qualidade da agua filtrada.

Figura 6. Filtro de areia

10 cm
L Tabela 8. Caracteristicas do filtro de areia
& CARACTERISTICA VALOR

Tamanhos dos graos de 0,42-0,6 mm

: areia
100 cm | Taxa de filtragdo 143m*/m*d
i 40cm i
i { Altura da camara 40 cm
| 10 cm L = £l
i Lo filtrante

Fonte: Autor, 2017.

Fonte: Autor, 2017
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4.6.3 Etapa III: Processo Oxidativo Avancado (POA) utilizando UV/ H20:

Apds o tratamento convencional, a agua de estudo (AE) foi conduzida ao reator
fotocatalitico para realizagdo dos ensaios de oxidagdo. O reator era composto de um cano
de PVC, um tubo de quartzo e uma lampada UVC (A). O tubo de quartzo foi acoplado
no interior do reator (B) por um orificio situado na extremidade superior, a lampada
funcionou emitindo radiagdo através do tubo de quartzo dentro do reator (C) (Figura 7).
As dimensodes do reator apresentam 51 cm de altura e 7,5 cm de didmetro. Na parte
superior foi feita uma abertura em circulo com didmetro de 4,5 cm para entrada do tubo
de quartzo que apresentou 50 cm de altura e 4,4 cm de didmetro. A lampada utilizada, foi
do tipo germicida, com 15 w de poténcia ¢ comprimento de 48 cm, conforme também se

observa na Figura 7.

Figura 7: Estrutura do reator fotocatalitico. Em (A) Dimensdes da estrutura externa do reator,
(B) Dimensoes do tubo de quartzo e lampada UV (C) reator com tubo de quartzo e lampada UV.

B . C
P=15W
=3 &
51 cmi |
: L 50 cm L 48 cmi
_ v

'._1_1' E .
-z | 4.4 cm
o CII L

Fonte: Autor, 2017.

O reator operou em sistema de “fluxo continuo”, em que a dgua de estudo foi
adicionada diretamente no reator e conduzida por mecanismo de recircula¢do com auxilio
de uma bomba de pulso. O efluente tratado foi recolhido por uma valvula superior e

realizado o monitoramento dos parametros descritos na Tabela 9 a seguir.
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Tabela 9: Parametros monitorados na operagao do reator fotocatalitico

PARAMETROS METODOS APHA, (2012).
pH Eletrométrico 4500 B
Turbidez (uT) Nefelométrico 2130 B
Cor aparente e verdadeira (uH) Espectrofotométrico 2120 C
Potencial Redox (mV) Eletrométrico 2510 B
Peroxido Residual (H20,) Espectrofotométrico (RAMOS, et al., 2016)
COT (mg/L) TOC DIFF
Microcistina — LR (ug/L) CLAE - EM

Fonte: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

5.  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  Caracterizacao da agua bruta (AB) e agua de estudo (AE)

A 4gua bruta coletada no reservatorio Saulo Maia e dgua de estudo (AE) foram
previamente caracterizadas antes de todos os ensaios. As médias dos resultados estdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Caracterizacdo da agua bruta e 4gua de estudo.

PARAMETROS AB AE
médias

pH 7,4 7,2

Temperatura (°C) 27 25,6

Alcalinidade Total (mg.L! CaCO3) 60,8 52

Dureza Total (mg.L' CaCOs) 23 30
Turbidez (uT) 20,5 26,9

Cor aparente (uH) 41,6 50

Cor verdadeira (uH) 20 25
Clorofila (mg/L) 49,03 60,65

COT ((mg/L) 3,06 9.9
Microcistina — LR (ug.L™) 3 3,6
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Com base nos resultados da Tabela 10, os valores para alcalinidade total, tanto

na 4gua bruta como na agua de estudo situaram acima de 50 mg L' CaCOs.

O pequeno acréscimo de turbidez, cor aparente e verdadeira foi favorecido
quando adicionado a agua bruta o extrato de células lisadas de Microcystis aeruginosa,
que apresenta uma concentragao bastante elevada de matéria organica, pigmentos € restos

celulares de cianobactérias.

A concentragdo do carbono organico total (COT) na agua de estudo (AE) foi 3
vezes maior que a agua bruta (AB), fato resultante também da adi¢@o de microcistina-LR.
O valor do COT indica a concentragdo de matéria organica natural no ambiente aquatico,
sendo resultado da presenca de compostos organicos que sao derivados principalmente

da decomposicdo de residuos de vegetais e animais (SILLANPAA et al., 2015).

A 4gua bruta (AB) apresentou uma concentragdo de microcistina —LR bastante
elevada em relacdo a Portaria 2914/2011, sendo um valor encontrado com frequéncia em
ambientes 1énticos eutrofizados e indica riscos sérios a saide humana. Devido ao efeito
de matriz do parametro de seletividade pelo método analitico de identificagdo por CLAE-
EM para MC-LR, a 4gua de estudo (AE) ndo apresentou aumento significativo com a

adi¢do de microcistina-LR.

5.2 Defini¢do das condi¢des 0timas de coagulacio

A partir dos seis ensaios de Jar Test realizados, aplicando-se os parametros
mencionados na Tabela 7, foram elaborados diagramas de coagulagao utilizando como

coagulante o Sulfato de Aluminio.

Sabe-se que para a escolha da melhor dosagem ¢ necessario obter uma menor
concentra¢do do coagulante, ajustado a um pH o mais proximo possivel do natural.
Assim, os ensaios foram realizados com pH inicial de 6,5, 7,5, e 8,5, avaliando dosagens
de 12,5 até 75 mg.L'! (em intervalos de 12,5 mg.L!) de Sulfato de Aluminio (Alx(SOa)s3).
(14-18) H20.

A remocdo de cor verdadeira, a partir dos dados apresentado no diagrama
através da Figura 8, mostrou faixas pontuais de remocdo com dosagem de Sulfato de

Aluminio com valores de 50 e 62,5 mg.L ! na faixa de pH inicial de 6,5 a 8,5. Dosagens
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entre 12,5 a 37,5 mg.L"! resultaram em valores (30 e 75 uH) de cor aparente remanescente
acima do VMP pela Portaria 2419/11. O percentual de remocdo da cor aparente foi de
100% para dosagem de 50 mg.L! do coagulante e pH inicial de coagulagdo de 7,5

respectivamente.

Figura 8. Diagrama de coagulagdo com sulfato de aluminio em fungdo da cor aparente para
agua de estudo.
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5.3  Ensaios de coagulacio, floculaciio, sedimentacao e filtracao

Sabendo que a eficiéncia da agao do coagulante depende da aplicacao da dosagem
apropriada e do pH de coagulacdo, que, por sua vez, dependem dos pardmetros de
qualidade da 4agua bruta, principalmente alcalinidade, pH e turbidez, entre outros, foram

repetidos os melhores resultados obtidos a partir do diagrama de coagulacdo (Figura 8).

Com dosagem de sulfato de aluminio (50 mg.L!) e pH inicial (7,5) de coagulacio
foi realizado novamente ensaios de coagulacdo, floculagdo, sedimentagdo. Apos este
processo a agua de estudo (AE) foi conduzida ao filtro de areia para realizacdo do
tratamento convencional da d4gua. Na Tabela 11 apresenta a caracterizagdo da agua de
estudo em relacdo a coagulacdo, decantagao e filtracio utilizada na repeticdo dos ensaios

com a melhor dosagem.
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Tabela 11. Pardmetros analisados durante o tratamento convencional da dgua

PARAMETROS AE AC AD AF
médias
pH 7,5 6,8 6,7 6
Alcalinidade Total 52 36,6 41,8 36,8
(mg.L"! CaCOs)
Dureza Total 30 38 40 32
(mg.L"! CaCO»)
Turbidez (uT) 26,9 44 4 18,4 0,8
Cor aparente (uH) 50 55 45 25
Cor verdadeira (uH) 25 30 24 5
Clorofila (mg/L) 60,65 22,56 16,85 10,03
COT ((mg/L) 9,9 4,15 3,42 2,88
Microcistina — LR (ug. L) 3,0 3,6 3,6 3,5

Legenda: AE: agua de estudo. AC: agua coagulada. AD: agua decantada. AF: agua filtrada

A Tabela 11 mostra que os valores médios dos parametros analisados
apresentaram variacdes significativas. O valor médio de turbidez na 4gua de estudo (AE)
foi de 26,9 uT e apds os processos de coagulacao, floculagao e sedimentagao, esse valor
reduziu para 18,4 uT (AD). Nas condi¢des de coagulagdo utilizadas, observou-se que a
remocao de turbidez foi superior a da cor verdadeira, indicando que, provavelmente, se

deve a presenca de algas ou outros componentes organicos passiveis de conferir cor a
agua.
Apbs a passagem pelo filtro de areia, a turbidez remanescente apresentou o valor

0,8 uT, o que promoveu um percentual de remocao de 97% para a dosagem de 50 mg.L"

! de sulfato de aluminio e pH de coagulacio de 6,8.

A filtragdo direta descendente surgiu principalmente da dificuldade em se tratar
aguas com turbidez e cor relativamente baixas. Devido a baixa quantidade de particulas
suspensas, ¢ necessaria uma grande dosagem de coagulante para a formagao de grandes
quantidades de precipitados do metal do coagulante (aluminio ou ferro). Nesse
mecanismo ocorre a neutraliza¢do das cargas das particulas presentes na dgua bruta, ndo
havendo necessidade de se formar flocos grandes e sim de desestabilizar as particulas

para que estas sejam mais eficientemente retidas nos filtros (SANTOS, et al., 2007).
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Houve diferengas significativas entre os valores de cor aparente e cor verdadeira.
Tal fato se da devido a um transpasse de células de microalgas, cianobactérias e matéria
organica, as quais ficam retidas no meio filtrante. Apo0s a filtragdo direta descendente o
efluente filtrado apresentou valores de cor verdadeira inferior a 15 uH em conformidade
com o padrao de potabilidade vigente, significando uma remocao de 80% para o valor
final de 5 uH.

A concentragdo de biomassa algal, representada pela clorofila-a apresentou
reducdo de 82,3 % ap6s o processo de filtragdo ¢ a matéria organica, determinado pelo

carbono organico total (COT) reduziu cerca de 70 % ao final do tratamento.

Nao foi satisfatoria a remogao da microcistina —LR pelos processos de coagulacao,
floculagio, sedimentagdo. O filtro de areia com taxa de filtragdo de 143 m’*/m?d também
ndo promoveu remocao deste contaminante, corroborando com diversos estudos, uma vez
que a literatura afirma que os tratamentos convencionais para potabilizacdo da agua se

mostram ineficientes para a remocao destes micropoluentes.

5.4  Processo Oxidativo Avancado (POA) utilizando UV/ H20:

Com finalidade de verificar a influéncia de diferentes concentracdes de H2O; e
tempo, na degradacdo de microcistina —LR. Ap6s o tratamento convencional, a dgua de
estudo foi conduzida ao reator fotocatalitico para execuc@o dos ensaios de fotocatalise

homogeénea utilizando (UV/H205).

No reator foram realizados 6 ensaios, aplicando-se dosagens de 5, 25, 50, 100,

500 ¢ 1000 mM de H2O; e tempos de oxidacdo de 0, 2,5, 5, 15, 30 45 ¢ 60 min.

A literatura descreve que o processo UV/ H»O, ocorre com maior taxa de
conversao em pH basico (ALVAREZ et al., 2016), desta forma, o pH inicial para todos
ensaios foi ajustado em 8 com adicdo de solu¢do de NaCl 0,1 N. Os parametros
monitorados apds o tratamento da dgua foram: pH, potencial redox, concentracdo de
microcistina —LR, concentragdo de perdxido residual, carbono organico total e cor, que

serdo descritos a seguir.
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5.4.1 Potencial Hidrogenionico (pH)

Conforme observa-se na Figura 9, houve variagao significativa do pH em fungao
do tempo avaliado. Apds 30 min de oxidagdo, os ensaios utilizando as maiores dosagens
(100, 500 e 1000 mM de H>0O3) no reator fotocatalitico obtiveram pH 4cido. A dosagem
de 1000 mM de H>O, adicionada na agua de estudo, apresentou maior eficiéncia de

reducao do pH em 60 min.

Figura 9. Variacdo do pH em funcdo do tempo de oxidac@o em reator fotocatalitico
utilizando (UV/H,05)
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Estes resultados sdo proximos aos do estudo realizado por LI et al., 2009, no qual
se observou alta taxa de degradacdo de MC-LR quando uma concentragdo de 3 mM de
H>O; foi utilizada. Os autores relataram que em condi¢des de pH neutro e acido foram

mais apropriadas para a degradacao da MC-LR.

5.4.2 Potencial Redox (mV)

O potencial redox € um importante indicador para reagdes de oxidagdo, uma vez
que, ele indica a tendéncia de reagao redox no meio. SOUSA (2010) descreve que, quanto
maior o potencial redox no meio reacional, maior serd a capacidade deste meio para

oxidag@o de matéria organica.
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Na Figura 10, verifica-se que as reagoes da fotolise de peroxido de hidrogénio
apresentaram o valor maximo de geragdo de radicais OH® aos 60 min de reagdo com
dosagem de 1000 mM de H,O».

Figura 10. Variagdo do potencial redox em fun¢do do tempo de oxidagdo no reator
fotocatalitico utilizando (UV/H,0»)
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O decréscimo do potencial redox ocorreu nos primeiros minutos avaliados nas
dosagens de 25 e 50 mM de H>O». Este fato deve ter sido ocasionado devido ao consumo

dos radicais hidroxilas nas reagdes de oxidag¢ao, diminuindo o potencial redox do meio.

5.4.3 Microcistina — LR

O reator fotocatalitico mostrou-se eficiente na degradacdo de microcistina — LR.
Contudo, dos seis tratamentos realizados, apenas com a adi¢ao de 1000 mM de H,O- na
dgua, apds 15 minutos de oxidacdo (Figura 11) conseguiu atingir o valor de 1 pg/L’!
exigido pela Portaria 2419/2011. Aos 60 min do processo oxidativo a fotolise (UV/H205)
promoveu uma remocao de 83,3% da microcistina, para esta mesma dosagem de H>O»

que apresentou o valor final de aproximadamente 0,5 ug.L"' de MC-LR.
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Figura 11. Variacdo da concentracdo de microcistina-LR em fung¢do do tempo de oxidagdo no
reator fotocatalitico utilizando (UV/H»0»)
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Em estudo similar, HE et al., 2011 utilizaram uma concentragao inicial de 1 mM
de MC-LR e obteve uma remocio de 93,9%, sob influéncia de radiacdo UV de 80 mJ/cm?

e uma concentracao de H>O> de 882 mM.

Estes mesmos autores, em 2015 investigaram a degradacdo das variantes LR, RR,
YR e LA de microcistina presentes em agua por processos apenas UV, UV/H2O,, UV /
S»052 e UV / HSOs. Foi constatado que a fotdlise direta (254 nm) limitou a degradacio
de MCs, enquanto que a adicdo de um oxidadante melhorou significativamente a
eficiéncia de degradagio com uma ordem de UV /H>0>> UV /S,052> UV /HSOs para
3 ug/L'! de MC-LR e 1 mM de H>O. A remogio de MC-LR por UV/ H,0; pareceu ser
mais rapida. Ainda, foi demonstrado neste estudo que os aminodcidos varidveis na
estrutura das MCs influenciaram ndo apenas a cinética de degradacdo mas também os

mecanismos de reagao preferiveis para a oxidacao.

Comparando a eficiéncia de remog¢ao de microcistinas pelos processos H>O>/UV
e TiO> /UV/ H2O,, CORNISH et al. 2000, constataram que o processo HoO»/UV foi capaz
de degradar a microcistina-LR embora a uma taxa muito mais lenta do que a encontrada
para TiO2 /UV/ H20;. Os resultados indicaram que apenas 18% de mineralizagdo ocorreu
com o sistema TiO2 /UV/ H>0,. Em concentracdes mais elevadas, verificou-se que o H>O»

concorre com a MC-LR para locais de superficie no catalisador.
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5.4.4 Peroxido Residual

SIVRACEK & SMITH (2004), utilizando processo (UV/H,0O,) avaliaram fatores
como diferentes dosagens de H20O», concentracdo de matéria organica e alcalinidade em
agua com MC-LR. A degradacdo de toxina foi superior a 90% em 30 min, o que originou
uma elevada concentragdo de H>O: residual, que ndo ¢ desejavel para agua potavel, sendo
necessario um controle constante deste oxidante. Os autores relatam que deve ser
adicionada uma quantidade suficiente de H»O;, de forma que seja absorvida em

aproximadamente 30% de radiagdo UV, com comprimentos de onda entre 200 e 300 nm.

No estudo, ao fim dos 60 min de oxidacdo (Figura 12), as leituras de peroxido
residual para as dosagens avaliadas, indicaram valores abaixo do limite de quantificagao

do método, que ¢ 2,17 mg/L, equivalente a 0,016 mM.

Figura 12. Variacao do peroxido residual em fungdo do tempo de oxidacdo no reator
fotocatalitico utilizando (UV/H20,)
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5.4.5 Carbono organico total (COT) e Cor Verdadeira

Durante os ensaios de degradacdo, a concentragdo de matéria organica (MO) foi
monitorada por andlise de carbono organico total (COT) que permitiu avaliar a

capacidade de oxidagdo de matéria organica.
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Como esperado, com aumento da concentragdo de H>O; adicionada no reator, a
matéria organica remanescente foi reduzida gradativamente. O COT da dgua de estudo
apresentou uma concentragdo inicial de 9,9 mg/L (Tabela 11) e apdés 60 min de
degradagdo no reator, o tratamento T6 [1000mM (UV/ H>O;)] reduziu a 0,98 mg/L
(Figura 13), ocasionando assim, uma remog¢ao de 90,1% de COT. Em resultados de HE
et al., 2011, a presenca de alcalinidade com concentragdo (89,6-117,8 mgCaCOs/L") e
MO de ~ 9,5 mg/L — representada pelo COT, contribuiram para uma diminui¢ao

significativa na taxa de degradagdo de MC-LR.

A cor verdadeira também foi monitorada apds cada ensaio realizado. Conforme
Figura 13, verificou-se que o tratamento oxidativo promoveu uma remogao de 100% ao
final do T6. Segundo MARTIN et al., 2001 o processo UV/HO» é eficiente na remogio
de cor em dguas contaminadas, sendo relacionado a sua remog¢ao com a reducgao do COT.
Isto realmente pode ser observado, pois nos experimentos quando houve a redugdo de Cor
também reduziu a concentragdo de COT, demonstrando ser um processo realmente eficaz

de degradacao de compostos organicos.

Figura 13. Concentracao de Carbono Organico Total e Cor Verdadeira para as dosagens de

utilizadas no reator fotocatalitico
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5.5  Subprodutos formados nos processos da oxidacio da Microcistina-LR
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A microcistina-LR ¢ uma molécula relativamente grande e apresenta varios
grupos funcionais em diversas posicdes e cada grupo apresenta suscetibilidade para

rompimento das ligacdes gerando os subprodutos da degradacao (SILVA, 2015).

A reagdo do radical hidroxila com a MC-LR pode ocorrer através de varias vias
incluindo o anel benzeno, ligagdes dieno e abstracdo de atomos de hidrogénio alifaticos.
A degradacdo dos radicais hidroxila induzida pela MC-LR ocorre predominantemente
através da oxidag¢dao do grupo Adda, o que resulta na perda de atividade bioldgica da
molécula (SONG et al., 2009).

No estudo, a degradagao da MC-LR foi confirmada através de varredura no modo
“FULL MS2” realizada no espectrometro de massas possibilitando a identificagao dos
fragmentos da molécula. Os fragmentos identificados apresentaram massa/carga (m/z) de
69; 87; 135, 159; 213; 286; 374; 445; 553; 558; 682; 778; 866; 967 € 995 e se mostraram
presentes com pequenas variagdes de intensidade relativa nos 6 tratamentos realizados. A
Figura 14 apresenta o espectro da fragmentacao da molécula de microcistina — LR obtido
no tratamento T6 representado pela dosagem de 1000 mM de H>O», 0 qual promoveu a

remocao de 83% da toxina estudada.

Figura 14. Espectro da fragmentagdo da MC-LR obtido no Tratamento T6.
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Os subprodutos formados apo6s a oxidagdo gerou 5 compostos com formulas
quimicas de C49H74N10012, C40He3sN10011, C20H47N9O10, CoH14N204, CcH12N4O, para a
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massa/carga de 995,860, 681, 213 e 160 respectivamente. Foi verificado ainda que a
maior parte dos intermediarios tinha a estrutura ciclica intacta e ao decorrer da degradacdo
os intermediarios foram sendo linearizados e os peptideos com massa molar mais baixos

puderam ser identificados pela clivagem da por¢ao MeAsp e L-Arg.

Em inferéncia, ZONG et al., 2013 observaram os subprodutos formados apods a
oxidagdo de MC-LR exposta a também a UV/H,0», e obtiveram sete tipos de MC-LR-
OBPs, com as formulas quimicas de Ca9H74N10013, Ca9H76N10014, Ca9H78N10016,
C49H76N10015, C37H58N 10012, C33H54N10012 € C34H54N10012. O anel aromatico e o dieno
conjugado em Adda e a ligacdo C-C em Mdha foram os principais locais alvo de

oxidacao.

WANG et al., 2015 avaliaram os efeitos combinados da radiagao UV-C e H,O»
em Microcystis aeruginosa sobre suas estruturas fisiologicas e morfologicas bem como
sua toxicidade. Com concentragdes de 60, 150, 240 e 300 mM de H>O; associado a uma
lampada UV-C de mercurio de baixa pressao (253,7 nm) nos tempos 20, 40, 80 e 120
minutos, respectivamente. A radiagdo UV-C atuou diretamente sobre os componentes da
membrana intracelular. O H>O» induziu um forte efeito oxidativo sobre os lipidios da
membrana, promovendo sua degradacdo. Foi comprovado eficiéncia na remocdo de MC-
LR extracelular e intracelular, demonstrando que este tratamento ¢ um método adequado
para o controle da floragdo de cianobactérias em relacdo a destruicdo e eficiéncia de

purificagao.

6. CONCLUSAO

e A coagulacdo, floculagdo e sedimentagdo mostraram-se eficientes, com remocao
em 80% de cor verdadeira e 97% de turbidez para dosagem de 50 mg.L! de
Sulfato de Aluminio ¢ pH de coagulagao de 6,8.

e Nao foi satisfatoria a remogao da microcistina—LR pelos processos de coagulacao,

floculagdo, sedimentagdo. O filtro de areia apresentando taxa de filtracdo de 143

m’/m?d também nao promoveu remogao deste contaminante.
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e A dosagem de peroxido de hidrogénio influenciou o processo de oxidacao, tendo-
se obtido melhores eficiéncias de remog¢dao em uma determinada concentragao de
oxidante. Com uma aplica¢ao de 1000 mM de H>O, em 60 min de irradiagao UV
em um reator cilindrico, o processo UV/H,O; apresentou eficiéncia de remogao
de 100 % de cor verdadeira, 90% de COT e 83,3% de microcistina — LR,

evidenciando a degradagao da toxina em estudo.

e O método empregado para analise da oxidagao da microcistina-LR utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas
mostrou-se uma técnica altamente sensivel e rapida na deteccdo de fragmentos
resultantes da oxidacgdo de (UV/H20,) comprovando a eficacia do tratamento. Os
principais fragmentos apresentaram m/z de 69, 87, 135, 159, 213, 186, 374, 445,
553, 558, 682, 778, 866, 967 e 995.
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Capitulo 3

REMOCAO DE MICROCISTINA-LR DE AGUA DESTINADA A
ABASTECIMENTO PUBLICO, UTILIZANDO REAGENTE FENTON,
SEGUIDO DE COAGULACAO, SEDIMENTACAO E FILTRACAO
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RESUMO

Este capitulo apresenta a avaliagdo em escala de bancada da oxida¢do da microcistina—
LR presentes em agua destinada a abastecimento publico utilizando reagente Fenton,
seguido de coagulacdo, sedimentacdo e filtracdo. Para tanto, a agua de estudo foi
preparada com 0,5 L de extrato semi-purificado de MC-LR obtido pela extra¢do em fase
solida (por cartucho C18) acrescido em 1,6 L de 4gua bruta, que correspondeu a
concentragdo final aproximada de 4 pg.L' de MC-LR. Nos ensaios de oxidagdo,
coagulacao/floculagdo e sedimentacao as dosagens de peroxido de hidrogénio foram trés
vezes o requerido na estequiometria (3E) da reagdo Fenton sendo esta relagdo usada para
todas as dosagens do sulfato ferroso. Pode-se verificar que o reagente Fenton apresentou-
se como 6timo oxidante e coagulante. A concentracdo da microcistina-LR remanescente
apresentou valores inferiores a 1,0 pg.L' em dosagens (10, 15 e 20 mM Fe?*: 3 H,0,) e
tempo de oxidacgao de 10 min, garantindo um efluente com concentracgdo inferior ao valor
méaximo permitido exigido pela Portaria 2914/11 do Ministério da Satide. A melhor
dosagem utilizada na dgua em estudo foi de 20 mM de Fe'? + 60 mM de H.O» que
contribuiu para a redugao de todos os parametros de cor, turbidez, microcistina — LR
analisados. O método empregado para analise de microcistina-LR apos a oxidagao foi a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas, que se
mostrou uma técnica rapida na deteccdo de fragmentos resultantes da oxidagdo no
processo reagente Fenton comprovando sua eficiéncia. A maior parte dos intermediarios
identificados no estudo, tinha a estrutura ciclica intacta e ao decorrer da degradacdo os
intermediarios foram sendo linearizados, os peptideos com massa molar mais baixos
poderam ser identificados pela clivagem da por¢ao MeAsp e L-Arg.

Palavras-chave: Cianotoxina. Microcistina — LR. POA.Tratamento de 4gua. Fenton.
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ABSTRACT

This chapter presents the bench scale evaluation of the oxidation of microcystin-LR
present in water intended for public supply using Fenton reagent, followed by
coagulation, sedimentation and filtration. To do so, the study water was prepared with 0,5
L of semi-purified extract of MC-LR obtained by extraction of solid phase (in C18
cartridge) plus 1,6 L of raw water, which corresponded to the final approximate
concentration of 4 pg.L"! of MC-LR. In the oxidation, coagulation / flocculation and
sedimentation assays the hydrogen peroxide dosages were three times as required in the
stoichiometry (3E) of the Fenton reaction and this ratio was used for all ferrous sulfate
dosages. It can be verified that the Fenton reagent presented as a good oxidant and
coagulant. The concentration of the remaining microcystin-LR had values lower than 1.0
ug.L-1 in dosages (10, 15 and 20 mM Fe 2*: 3 H,0») and oxidation time of 10 min,
guaranteeing an effluent with a concentration below the maximum value Permitted by
Ministry of Health Ordinance 2914/11. The best dosage used in the study water was 20
mM Fe" 2 + 60 mM H>O», which contributed to the reduction of all parameters analyzed.
The method used for the analysis of microcystin-LR after oxidation was the High
Performance Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry, which proved to be
a rapid technique in the detection of fragments resulting from oxidation in the Fenton
reagent process, proving its efficiency. Most of the intermediates identified in the study
had the cyclic structure intact and in the course of the degradation the intermediates were
being linearized, the peptides with lower molar mass could be identified by the cleavage
of the MeAsp and L-Arg portion.

Keywords: Cyanotoxin. Microcystin-LR. POA.Water Treatment. Fenton.
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1. INTRODUCAO

O processo de eutrofizacdo pode levar, dentre outras consequéncias, ao
desenvolvimento excessivo de microalgas e cianobactérias, favorecendo o aparecimento
de floragdes ou blooms. Tal fendmeno ¢ uma preocupacdo mundial, dada a capacidade
das cianobactérias em produzir metabodlitos secundarios capazes de conferir sabor e odor
a agua (como MIB e geosmina) e toxicidade para organismos vivos (cianotoxinas)
(PADUA, 2009).

A presenga das cianotoxinas nos corpos hidricos trazem inconvenientes de satude
publica e uma série de problemas nas estacdes de tratamento convencionais como
dificuldades nos processos de coagulacdo e floculagdo, com o consequente aumento na
dosagem de produtos quimicos, ocasionando reducdo na eficiéncia de sedimentagdo e
ainda diminui¢do da taxa de filtragdo dos filtros de areia que ficam rapidamente

colmatados pela alta concentracao de células e de particulas em suspensao.

Considerando que mais de 95% das cianotoxinas produzidas sdo intracelulares
(NEWCOMBE, 2002), a maior preocupagdo reside em evitar que as mesmas sejam
liberadas para a 4gua, o que pode ocorrer naturalmente, em virtude do estado de
senescéncia dos microrganismos ou artificialmente, muitas vezes associada a aplicagdo
de algicidas (LAVOIE et al., 2007; WESTRICK et al., 2010). Quando a liberagdo da
toxina ¢ inevitavel, torna-se necessaria a adocao de processos capazes de permitir sua

degradacdo ou a retengdo dessas substancias durante os processos de potabilizagao.

As tecnologias avancadas de oxidagdo apresentam grande eficiéncia na
degradacado e desintoxicacdo de cianotoxinas em relacdo aos tratamentos convencionais
(PANTELIC et al., 2012). O processo Fenton utiliza ions ferrosos (Fe?") ou férricos
(Fe*) como catalisadores, em meio 4cido, para promover a decomposi¢ido de H,O: e,
assim, gerar radicais hidroxila (HO®). Este tem a capacidade mineralizar a matéria
organica liberando subprodutos simples como H>O e CO> minimizando as cargas
poluidoras e sua toxicidade, além de apresentar vantagens como alta eficiéncia, baixo

custo e baixa produgao de residuos.

Este capitulo apresenta um estudo sobre a eficiéncia da oxidacao da microcistina—
LR presentes em agua destinada a abastecimento publico, utilizando Reagente Fenton,

seguido de coagulagdo, sedimentacgao e filtracdo em teste de bancada.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a eficiéncia da oxida¢do da microcistina—LR de dgua destinada a
abastecimento publico, utilizando Reagente Fenton, seguido de coagulagao,

sedimentagao e filtracdo.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a melhor dosagem de Reagente Fenton para remogao de turbidez, cor

aparente e verdadeira e microcistina-LR;

e Detectar os fragmentos moleculares remanescentes da oxidagao da microcistina —
LR.

106



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Descoberto pelo engenheiro quimico Henry John Horstman Fenton (1854-1929),
o processo Fenton ocorre através da decomposicao do peroxido de hidrogénio (H20z)
catalisado por ions ferrosos (Fe2+) em meio acido gerando radicais hidroxila (OHe)
(Equagao 1), que tem potencial de oxidacao de 2,8 V (TEIXEIRA ¢ JARDIM, 2004;
CHOI, 2014).

Fe?"+ H,0, —» Fe*"+OH + OH™ 1

O radical hidroxila reage fortemente com a maioria das substancias organicas
através da abstracdo de hidrogénio ou da adicao eletrofilica de ligacdes duplas. O radical
peroxila pode também ser formado através da reagdo entre os radicais livres com o
oxigénio molecular, dando inicio a uma sequéncia de reagdes de degradacdo oxidativa,
que pode levar a completa mineralizacdo do contaminante. O radical HO»- livre e sua
forma conjugada O>- também contribuem para a degradacdo dos compostos
contaminantes, porém estes radicais apresentam reatividades menores do que os radicais

os hidroxilas livres (CHIRON et al., 2000).

Varias reagdes secundarias podem ocorrem durante a reagdo Fenton. O ion férrico
pode ser regenerado voltando ao ciclo através da reducao do ion ferroso gerando também

um radical hidroperoxila (HO>") e um préton (H'), (Equagéo 2).

Fe’™ + H,0, — Fe?™ + HO»" + H' 2

Os ions ferrosos estdo presentes como complexos em solucdo aquosa, em
condicdes de baixo pH, na auséncia de ligantes. A posicdo na série de potencial de
oxidacdo do radical hidroxila ¢ inferior apenas a do fltior (TEIXEIRA et al., 2004). A
reacdo de oxidagdo do ion férrico com o radical hidroxila produz ion ferroso e um ion

hidroxila como mostra a Equacdo 3.

Fe?' + HO" — Fe*' + OH 3
O perodxido de hidrogénio pode ser produzido voltando ao ciclo através da reagao

entre dois radicais hidroxila (Equagao 4).
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HO+ HO' — HO, 4

Quando o perdxido de hidrogénio estd em concentragdes altas pode reagir com o
radical hidroxila produzindo 4dgua e radical hidroperoxila causando efeito negativo na
degradacdo dos poluentes (GULKAYA et al., 2006) (Equacao 5).

H,O; + HO" — HO;" + H,O 5

O pH ¢ um parametro relevante na reagdo Fenton, por estar diretamente
relacionado com a velocidade de degradagdo de compostos organicos. O valor do pH
eficiente na degradagao de compostos organicos situa-se entre 2,5 e 3,0 (BOKARE et al.,
2014). Valores de pH acima de 3,0 contribuem para a formagao de precipitado de Fe
(OH); diminuindo drasticamente sua interagdo com perdxido de hidrogénio e,
consequentemente, a producao de OH" (KANG, 2002). Em solugdo alcalina (pH 11) o
radical hidroxila e o perdxido de hidrogénio reagem para formar um 6xido e um ion de
peroxido (ASGHAR et al,, 2015). A relagdo entre as espécies quimicas predominante do

ion Fe™ e o pH sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Relacdo do pH da solucdo e as espécies de ferro.

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

2,0 [Fe(H20)°OH] ")

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

Fonte: BOKARE etal., 2014

A velocidade de degradacao também diminui em pH abaixo de 2,5, apesar das
espécies de Fe'? permanecerem soliveis, pois altas concentracdes de H' podem

sequestrar radicais hidroxila (Equacdo 6) (BOKARE et al, 2014).

OH +H'+e — H,O 6
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O ion Fe** formado na reagdo (Equagdo 1) reage com ions OH oriundos da
reducdo do perdxido de hidrogénio e da dissociacdo da agua e formam as espécies
hidrolisadas de ferro (III), as quais encontram-se em equilibrio com o precipitado de
hidréxido férrico (Fe (OH)3), realizando a coagulagdo. A coagulagdo, nesse caso, so ¢
efetivada devido a geragdo dos complexos de hidroxido de ferro, como também a
formagdo de oxi-hidroxidos apds o ajuste de pH caso seja necessario, formando ou
aumentando o tamanho dos flocos e facilitando a precipitagdo das particulas. Nesse caso,
com a utilizagao de reagente de Fenton, as substancias organicas refratarias sdo removidas

em duas fases, tanto na oxidagcdo como na coagulagao.

O processo de coagulagdo, o qual ¢ fundamentado pela formagdo de espécies

hidrolisadas, conforme as equagdes de 7 a 11 (WU et al., 2011).

[Fe (H20)6]*" + H2O <> [Fe (H20)sOHJ*" + H30" 7
[Fe (H20)sOH]*" + H,O < [Fe (H20)4(OH)2] + H;0* 8
2[Fe (H20)sOH] " < [Fe (H20)s(OH)2]*" + 2HO» 9
[Fe (H20)3(OH)2]*" + H20 < [Fe2(H:0)7(OH)3]*" + H;0" 10
[Fe2(H20)7(OH)s]** + [Fe (H20)sOHJ*" < [Fea(H20)7(OH)4]® + 2H,0 11

E importante considerar que a substitui¢do do sulfato de aluminio (coagulante
mais utilizado nas ETAs do Brasil) pelo sulfato ferroso pode trazer beneficios quando se
leva em consideragao o residual de aluminio, pois 0 mesmo pode causar sérios problemas
a satde humana, pela bioacumulagdo no organismo podendo provocar fraturas por
osteoporose, doenca de Alzheimer, Parkinson, hiperatividade em criancas e dificuldade
de aprendizado. O sulfato ferroso por sua vez além de ndo estar associado a qualquer
problema de saude em seres humanos tem sido empregado no combate & anemia. Outro
ponto positivo € que o sulfato ferroso ¢ um dos sais de ferro mais barato existente no

mercado (DE JULIO, 2006).

Além disso, outras vantagens dos processos de oxida¢do de Fenton, e que os
tornaram tao populares, sdo: (1) os radicais oxidantes sdo gerados a pressao e temperatura
ambiente, dispensando a utilizacdo de instalacdes de reatores complexos, (2) a
simplicidade do processo, bem como a sua flexibilidade permitem fécil implementagado

como um sistema individual ou hibrido, além de facilitar sua integracdo com outros
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processos ja existentes no tratamento de a4gua, como a coagulacao, filtragdo e oxidagdo
biologica. (3) A velocidade elevada com que ocorre a reacdo entre o ferro e o H2O»
provoca a ativagao do H>O: e a subsequente geragao de OHe, gerando o menor tempo de
reacgdo entre todos os POAs (BRITO, 2012).

A maior desvantagem ¢ atribuida a necessidade do pH acido para que as espécies
de ferro se encontrem dissolvidas. No entanto, a presenga da matéria organica pode ser
capaz de auxiliar em sua solubilidade. Complexos organicos de Fe*' sdo estaveis em pH
neutro, tornando capaz de ultrapassar a dependéncia do pH acido do processo foto-Fenton
tradicional. Complexos fotoativos de Fe*" sio formados por grupamentos carboxilatos e

policarboxilatos, sendo os mais comumente presentes em matéria organica dissolvida
(SPUHLER et al., 2010).

Os estudos experimentais utilizando o Reagente Fenton, em sua grande maioria,
ainda sdo realizados em escala laboratorial, com alguns poucos trabalhos em escala piloto.
FREITAS et al., (2013), (ZONG et al., (2009), BOBER et al., (2008), AL MONAMI et
al., (2007), BANDALA et al., (2004), YUAN et al., (2002) e GAJDEK et al., (2001),
descrevem a eficiéncia do processo Fenton na remog¢do microcistina-LR, obtendo
excelentes resultados. A eficiéncia na degradacao/destruicdo de contaminantes depende
de diversos fatores como: pardmetros operacionais, composi¢ao quimica da agua
(presenga de aditivos, sequestrantes), cinética da rea¢do, mecanismos de degradagdo e

geracdo de radicais livres, principalmente o radical hidroxila ("OH).

No Estado da Paraiba, alguns estudos também foram realizados. BURITI (2012)
avaliou em escala de bancada a remogdo de microcistina-LR de dgua destinada ao
abastecimento publico, utilizando o reagente de Fenton nos processos de floculagdo,
decantagdo e filtracdo seguidos de colunas de carvdo ativado granular com distintos
tempos de contato. Apos a coagulagdo, floculagdo e sedimentacdo a concentragdo de
microcistina-LR reduziu de 18,52 pg.L'! para 9,59 ug.L"!, nos tempos de 5, 10 e 15 min,
apresentando percentuais de remogdo de 30%, 48% e 48%, respectivamente. Apods a
filtragdo a concentracdo de microcistina-LR foi reduzida para um valor médio de 8,07
ug.L! equivalendo a um percentual de remocdo de 20%, ficando claro as limitagdes da
filtracdo em areia na remog¢ao de microcistina-LR. Para tanto, o uso das colunas de CAG
para a adsor¢ao da microcistina-LR remanescente no tempo de 2h, foi fundamental a fim
de atender ao Valor Maximo Permitido de 1 pg.L! estabelecido pela Portaria 2914/11 do

Ministério da Saude.
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ARAGAO (2014) aplicou o processo Fenton em escala de bancada com o objetivo
de remover microcistina-LR em agua de abastecimento. Foi utilizado uma concentragao
15 mg.L' de FeS04.7H20 e 5,50 mg.L'! de H202 para valores de pH de oxidagdo entre 2
e 7 com tempo de oxidagdo entre 5 e 30 min. A alta velocidade em que ocorre a reagdo de
Fenton, associada ao elevado potencial oxidativo dos radicais hidroxila gerados pela
mesma fazem com que uma grande quantidade do contaminante alvo possa ser removido
em poucos minutos. Deste modo, os resultados mostraram que a rea¢do de Fenton ocorre
com maior eficiéncia com valores de pH moderadamente 4acido. Em pH 6 e 7, houve
remogao de até 96,3% de microcistina-LR e em pH entre 2 e 5 houve remogao completa

de microcistina-LR em todos os tempos de oxidagao.

Testando diferentes faixas de pH (2,0, 4,5, e 7,0) e diferentes concentragcdes do
reagente Fenton (propor¢io de 1/3 de (Fe?*/H20,), SILVA (2015) avaliou a eficiéncia do
processo convencional, seguido de oxidagdo com o reagente Fenton na oxidacdo da
microcistina-LR. O reagente Fenton apresentou-se como 6timo oxidante e coagulante
tendo em vista a elevada eficiéncia da oxidagdo no tratamento de agua com elevada
concentracdo inicial de 10,24 pg.L!' de MC-LR. A concentragdo da microcistina-LR
remanescente apresentou valores de 0,07 pg.L! nas diferentes faixas de pH e nos tempos
de oxidacdo 5,0; 12,5 e 20 minutos. Além disso, apds sedimentagdo de 15 min, o reagente
Fenton possibilitou a remogao significativa de turbidez (0,07 uT), cor verdadeira (2,61
uH) e COD (7,7 mg. LY.

4, MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa e descricio geral

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

experimental seguiu as seguintes etapas:
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1. Cultivo da cepa toxica de Microcystis aeruginosa;

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

3. Preparacdo da dgua de estudo: 4gua do reservatorio de Saulo Maia +
extrato semi-purificado de Microcistina-LR obtido pela extracdo de fase
solida (por cartucho C18);

4, Execucdo de ensaio de oxidagdo, coagulacao, floculacdo e sedimentacao
com Reagente Fenton utilizando diferentes dosagens de Fe™* e H>O», pH
(8,5), tempo de coagulacdo (10min) e sedimentagdo (10min), seguido de
filtracdo;

5. Andlises dos parametros de controle: cor verdadeira, cor aparente,
turbidez, microcistina-LR e peroxido residual;

6. Andlise dos fragmentos moleculares da MC-LR remanescentes da
oxidacao.

4.2 Preparacio e caracterizacio da agua de Estudo (AE)

A 4gua de estudo foi preparada com 0,5 L de extrato semi-purificado de MC-LR
obtido pela extragdo de fase solida (cartucho C18) para 1,6 L de agua bruta,
correspondendo a concentragdo final aproximada de 4 ug.L!' de MC-LR.

Apos a adicao da microcistina — LR na 4agua bruta, realizou-se caracterizagao da
agua de estudo para os parametros de pH, alcalinidade total, dureza total, turbidez, cor
aparente, cor verdadeira e microcistina-LR conforme métodos preconizados por APHA

(2012), exceto microcistina — LR (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros de caracterizacdo da égua de estudo e métodos utilizados.

PARAMETROS METODOS APHA, (2012).
pH Eletrométrico 4500 B
Alcalinidade Total (mg.L"'CaCOs) Titulométrico 2320 B
Dureza Total (mg. L' CaCOs) Titulométrico 2340 C
Turbidez (uT) Nefelométrico 2130 B
Cor aparente e verdadeira (uH) Espectrofotométrico 2120 C
Microcistina — LR (ug.L7) CLAE - EM

Fonte: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).
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As medigdes de pH, turbidez, cor aparente, cor verdadeira, foram realizadas com
os seguintes equipamentos: pHmetro (Tecnal Tec 3MP), turbidimetro (DLT-WV) e
espectrofotometro (COLEMAN 35-D) respectivamente.

4.3.1 Ensaios de oxidacao utilizando reagente Fenton

Os experimentos de oxidagdo, coagulacdo, floculagdo ¢ sedimentagdo foram
realizados em um homogeneizador de solu¢des modelo (HMO1) que simulou as etapas
iniciais que fazem parte do ciclo completo de uma Estagio de Tratamento de Agua (ETA)
convencional. O processo de filtracao foi realizado por filtros de papel de laboratorio de
filtragem rapida, que reproduziu a retengdo de particulas ainda presentes apds as etapas

anteriores.

Antes de executar os ensaios, definiu o volume de hidroxido de sodio (NaOH)
para elevar o pH para 8,5. De acordo com a Equagao da reacdo Fenton, verifica-se que 1
mol de Fe™ reage com 1 mol de H>O,. Sabe-se que 1 mol de FeSO4 x 7H20 possui massa
de 278,02 g, correspondendo a uma massa de Fe™2 de 55,85 g. Uma dosagem de 15 mg.L-
I de FeSOs x 7H>O corresponde a 3,01 mgL' Fe'? (15 x 55,85/278,02), cuja
estequiometria estabelece uma dosagem de 1,83 mg.L™! de H>O (3,01 x 34,01/55,85).
Para uma dosagem de 3E, tem-se 5,5 mg.L! de H,0> (3 x 1,83).

Para os testes de oxidacdo, coagulacdo/floculacdo e sedimentacdo as dosagens de
peroxido de hidrogénio foram trés vezes o requerido na estequiometria (3E) da reacdo
Fenton sendo esta relagdo usada para todas as dosagens do sulfato ferroso (Tabela 3). A
solucdo de FeSO4 x 7H>0 foi preparada com concentragdo de 5% e a de H.O» com

concentragdo de 2000 mg.L".

A agua de estudo foi adicionada em tubos Falcon de 15mL com o reagente Fenton
1:3 (sulfato ferroso (FeSO4 x 7H>0) e o peroxido de hidrogénio (H20»)) e em seguida foi
ajustado o pH para 8,5. Para ajustar o pH de coagulagao foi utilizada uma solugao de
Cloreto de Sodio (NaCl) 0,1 N.

A Tabela 3 apresenta os diferentes valores de Fe** e H>O, que foram testados,

resultando em 14 tratamentos.
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Tabela 3: Dosagens de Fe?" e H,O, para cada tratamento testado.

Tratamento Dosagem de Fe*" Dosagem de Proporcao
(mM) H>0> (mM) (Fe** : H202)
T I 3 13
T2 1,25 3,75 1:3
13 1,5 4,5 13
T4 2 6 1:3
TS 2’5 7a5 1:3
T6 3 9 1:3
T7 3,5 10,5 1:3
T8 4 12 1:3
T9 4,5 13,5 13
T11 5,5 16,5 1:3
T12 10 30 13
T13 15 45 1:3

4.4 Parametros de controle

Os parametros de turbidez, cor verdadeira, carbono organico total e microcistina-
LR foram quantificados conforme métodos preconizados pelo Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), exceto microcistina — LR,

conforme mostrados na Tabela 2. A analise de perdxido residual seguiu o método de
RAMOS, et al., 2016.

Os subprodutos formados no sistema Fenton ap6s agdo sobre a microcistina - LR
foram identificados e quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Acoplada a Espectrometria de Massas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Caracterizacio da agua de estudo

A 4gua de estudo foi previamente caracterizada antes de todos os ensaios. Os

resultados estdo dispostos na Tabela 4
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Tabela 4: Caracterizagdo da agua de estudo.

Parametros Médias
pH 7,6
Alcalinidade (mg. L' CaCO3) 53
Dureza (mg. L'! CaCO3) 40
Cor Aparente (uH) 105
Cor Verdadeira (uH) 25
Turbidez (uT) 23
MC-LR (ug.L'h) 4

A agua de estudo apresentou pH levemente alcalino. A turbidez correspondeu a
um valor de 23 uT, o que representa aproximadamente 5x mais do valor exigido para dgua
potavel (Portaria 2914/2011 — MS). A cor aparente apresentou valor 7x maior (105 uH)
em relacdo ao Valor Maximo Permitido pela portaria citada. Com a adi¢do do extrato
semipurificado de MC-LR, a agua de estudo obteve concentragdo de MC-LR elevada de
4pg Lt

5.2  Ensaios de oxidacdo seguidos de coagulacio, floculacio, sedimentaciio e

filtracao

Durante os ensaios de oxidagao seguidos de coagulagdo, floculacdo, sedimentacao
e filtragdo foram avaliados os parametros fisico-quimicos e bioldgico da agua em estudo,

que serdo descritos a seguir.

5.2.1  Cor Aparente e Verdadeira

A Figura 1 apresenta os resultados de cor aparente remanescente apds 0S processos

de oxidagdo Fenton, decantacao e filtracdo.

O valor médio inicial da cor aparente na agua de estudo foi de 105 uH, contudo,
com a adi¢do do coagulante este valor alcangou 7250 uH (Figura 1) quando utilizou a
dosagem de 20 mM de (FeSO4.7H,0) ¢ 60mM de (H20,) no T14. Isto se deve ao fato de
que a reacdo de Fenton acontece de forma mais eficiente em valores de pH
moderadamente acido, fazendo com que uma maior parte do ferro se encontre na forma

complexada, caso contrario contribui para a elevacao da cor aparente.
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Figura 1. Cor aparente remanescente apds oxidacdo Fenton, decantacdo e filtragdo.
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E importante considerar que mesmo apés o processo de filtragdo em todos os
tratamentos avaliados a cor aparente ndo atendeu o valor ao VMP pela Portaria

2914/2011, apresentando médias de 100 uH.

A Figura 2 apresenta os resultados de cor verdadeira remanescente apds a
oxidagdo Fenton, decantacdo e filtragdo. O valor médio da cor verdadeira na agua de
estudo foi de 25 uH.

Figura 2. Cor verdadeira remanescente apds oxidagdo Fenton, decantagdo e filtragao.
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A cor verdadeira esta relacionada a presenga na dgua de substancias dissolvidas
ou coloidais na dgua, particularmente substancias himicas, que nao sao passiveis de
separacdo, através de processos unicamente fisicos. Uma remocao eficaz dessas

substancias depende da coagulagdo quimica e da filtragao (DI BERNADO, 2003).

Observou-se que o reagente Fenton foi eficiente na remogao da cor verdadeira. Os
valores obtidos apos a filtragdo para os 14 tratamentos estudados corresponderam a um
valor menor (aproximadamente 0,5 uT) (Figura 2) ao valor exigido pela Portaria 2914/11
do Ministério da Saude, que estabelece padrao organoléptico de potabilidade o VMP de
15 uH (BRASIL, 2011).

5.2.2 Turbidez

As impurezas presentes na agua, em fungao de sua natureza e dimensdes, podem
se apresentar na forma coloidal, dissolvida ou suspensa, conferindo turbidez as aguas
naturais. A predominancia de uma ou outra caracteristica pode influenciar
significativamente na coagulacdo, quer na dosagem de coagulante, quer no pH de
coagulacao (SANTOS, et al., 2007).

Na Figura 3 estdo apresentados os resultados de turbidez remanescente do

tratamento ap6s oxidacdo Fenton, decantagao e filtracao.

Figura 3. Turbidez remanescente apds oxidacao Fenton, decantagao e filtragao.
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A eficiéncia da etapa da filtragdo ¢ avaliada pela reducdo da turvacdo da agua.
Convém que a turvacdo na saida dos filtros esteja entre 0,06 — 0,10 uT. Se o resultado for
superior a 0,10 uT, normalmente deve-se a ndo eficacia das etapas anteriores,
nomeadamente a coagulagdo, floculagdo e flotacio (CASTRO, 2015). Os valores de
turbidez ap6s o processo de filtragdo em todas as dosagens estudadas, foram menores que
o valor exigido pela Portaria 2914/11 do Ministério da Satde que estabelece valor de
turbidez < 0,5 uT. O tratamento T14 com dosagem de 20 mM de (FeSO4.7H20) e 60mM

de (H20) promoveu uma remogao de 99%, apresentando turbidez final de 0,09 uT.

5.2.3 Microcistina — LR

Utilizando o pH 8,5 de coagulagdo para todos os tratamentos, foi verificado que
houve eficiéncia de remocdo de microcistina-LR para as dosagens mais altas de

(FeS0O4.7H;0): 3 de (H203), conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4. Microcistina - LR remanescente apos oxidacdo Fenton, decantacao e filtracao.
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A alta velocidade em que ocorre a reagdo de Fenton, associada ao elevado
potencial oxidativo dos radicais hidroxila gerados pela mesma, fazem com que uma
grande quantidade do contaminante alvo possa ser removido em poucos minutos. No
estudo, a MC-LR remanescente apds 10 min de oxidacdo, decantacdo e filtracdo, as
concentragdes detectadas nos tratamentos (T12, T13 e T14) foram inferiores a 1 pg.L’!

tornado a dgua dentro dos padroes de qualidade estabelecido pela legislagao atual.
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O T14 promoveu remogado de 96% de microcistina — LR atingindo concentragdo
de 0,15 ug.L'!. Estes resultados evidenciam o potencial de oxidagdo apresentado pelo
processo de Fenton e também pelo fato do H,O» também atuar como um agente oxidante,
porém, com um potencial oxidativo menor que o do radical hidroxila livre, o que faz com

que em condigdes ideais para a realizagdo da reagdo, ocorra uma elevada remocao do

contaminante.

5.2.4 Peroxido Residual

O uso do peroxido de hidrogénio como oxidante possui inimeras vantagens sobre
outros tratamentos quimicos como aqueles que utilizam cloro e 0zonio: ¢ comercialmente
disponivel, possui estabilidade térmica, pode ser estocado on-site, apresenta solubilidade
infinita em agua e ndo gera subprodutos em processos de desinfec¢do, como
organoclorados (PEIXOTO, 2013). O monitoramento dos niveis deste composto ¢
indispensavel, uma vez que, a presenga de peroxido residual pode causar sérios danos ao
meio ambiente, no caso de aguas residuais tratadas, ou sérios danos a satide da populagao,
no caso de agua destinada ao abastecimento publico.

Ap0s o processo de filtragao foi avaliada a concentrag@o de peroxido residual para
todas as dosagens estudadas. Conforme Figura 5, os tratamentos realizados obtiveram
concentragoes de peroxido residual de acordo com o esperado uma vez que, as maiores

dosagens utilizadas no T12, T13 e T14 apresentaram menores concentragdes desse

oxidante.

Figura 5. Concentragdo de Peroxido Residual apos o processo de filtragdo
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5.3  Subprodutos formados nos processos da oxidacao da microcistina-LR

Os fragmentos de degradagdo da molécula de microcistina- LR foram
identificados através de varredura no modo “FULL MS2” utilizando o espectrometro de
massas, € apresentaram 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 variacoes de

intensidade relativa nos 14 tratamentos realizados.

A identificacdo de alguns fragmentos foi realizada com base na literatura

pesquisada conforme mostra a Tabela 5.

Tabela S: Principais fragmentos identificados com sua respectiva m/z.

Subprodutos Fragmento sugerido Referéncia
identificados
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
135 Adda ANTONIOU et al., 2008
213 Glu — Mdha DAHLMANN et al., 2010
375 C11H140 — Glu — Mdha FASTNER et al., 2011
286 MeAsp — Arg FASTNER et al., 2011
866 Arg — Adda — Glu —Mdha — Ala—Leu  ZONGeet al., 2013
553 Mdha — Ala— Leu — MeAsp — Arg BENKE et al., 2015

Fonte: Autor, 2017

Por ser uma molécula relativamente grande e apresentar varios grupos funcionais
em diversas posigdes, em cada grupo apresenta suscetibilidade para rompimento das

ligagdes gerando os subprodutos da degradacao (SILVA, 2015).

Sabe-se que o processo de degradacdo mediado por radical hidroxila se inicia com
a incorporagdo de radicais hidroxila, usualmente 2, 3 ou 4, no grupamento Adda.
Posteriormente, rearranjos permitem a elimina¢do de grupos mais labeis (por exemplo,
Adda, leucina), assim como reagdes de ciclizagao intramolecular, que levam a formagao

de ciclos de menor massa molar.

A maior parte dos intermediarios identificados no estudo, tinha a estrutura ciclica
intacta e ao decorrer da degradacdo os intermedidrios foram sendo linearizados, os
peptideos com massa molar mais baixos podem ser identificados pela clivagem da por¢ao
MeAsp e L-Arg. Segundo SONG, et al., 2009, esses fragmentos podem ter sido gerados

pela clivagem de ligagdes peptidicas, uma vez que os numeros de massa/carga

120



correspondem a diferenca entre a molécula precursora (MC-LR m/z 995) e as porgdes

dos peptideos libertados.

Os intermedidrios formados durante o ataque da hidroxila através da reagdo
Fenton sobre a MC-LR apresentou melhor eficiéncia de degradacdo no T14. O espectro

da fragmentacdo da MC-LR obtido no tratamento T14 se apresenta na Figura 6.

Figura 6. Espectro da fragmentagdo da MC-LR obtido no Tratamento T14.
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No estudo, as vias degradadas foram o anel aromatico, o grupo metoxi do
aminoacido ADDA e ligacdo dupla do aminoacido MDHA. O ataque de radicais hidroxila
no grupamento Adda permite a eliminagdo de grupos quimicos pouco estaveis, assim
como reagdes de ciclizagdo intramolecular formando ciclos de massa molar menor. Os
locais mais propensos ao ataque da HO" sdo nas ligacdes duplas conjugadas devido a sua

posic¢ao na molécula (ANTONIOU, 2008).

O fragmento com a relagdo massa/carga (m/z) 135 ¢ caracteristico do aminoacido
ADDA presente na molécula e responsavel pela hepatotoxicidade sendo observado no
tratamento T14 em baixa intensidade. O fragmento Glu — Mdha, representado pela m/z
213 apresentou intensidade relativa de 12,4. E importante destacar que o fragmento (m/z)
445 apresentou elevada intensidade e segundo ZONG et al., (2015), este subproduto
representa 0 aminoacido [Ala — Leu — MeAsp + Larg + H'] e tém formula molecular
CisH27N304.

121



6. CONCLUSAO

Os valores de turbidez apds o processo de filtragdo em todas as dosagens
estudadas, foram menores que o valor exigido pela Portaria 2914/11 do Ministério
da Satde que estabelece valor de turbidez < 0,5 uT. O tratamento T14 com
dosagem de 20 mM de (FeSO4.7H>0) e 60mM de (H>O;) promoveu uma remocao
de 99%, apresentando turbidez final de 0,09 uT.

O Reagente Fenton apresentou-se como 6timo oxidante e coagulante tendo em
vista a eficiéncia da oxidacdo da microcistina-LR. A concentragdo da
microcistina-LR remanescente apresentou valores inferiores a 1,0 pg.L! em
dosagens (10, 15 ¢ 20 mM Fe?*: 3 H,0,) e tempo de oxidagio de 10 min,
garantindo um efluente com concentracao inferior ao valor maximo permitido

exigido pela Portaria 2914/11 do Ministério da Saude.

A melhor dosagem do reagente Fenton para a agua em estudo foi de 20 mM de
(FeS04.7H20) e 60mM de (H202) que contribuiu para reducdo em 96 % de
microcistina-LR. Este resultado evidencia o potencial de oxidagdo apresentado
pelo processo de Fenton e também pelo fato do H>O, também atuar como um
agente oxidante, porém, com um potencial oxidativo menor que o do radical

hidroxila livre.

O método empregado para anélise 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 detecgao de 14
fragmentos resultantes da oxidacdo através do reagente Fenton comprovando a

eficacia do tratamento.
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CONCLUSAO GERAL

Para determinagdo de microcistinas em CLAE, o processamento prévio da
amostra € essencial para a produc¢do de cromatogramas confidveis. A extragdo em fase
solida em cartuchos C18, ¢ amplamente utilizada para a concentragao de amostras de agua
e para eliminar contaminantes da matriz. No entanto, ¢ comum que uma parte substancial
do analito permanega na matriz ap6s a extracao, de modo que uma subsequente medicao
forneca um valor inferior & verdadeira concentragdo da substincia. Assim, toda amostra
que recebe tratamento de andlise (extragdo, concentracdo, etc) deve ter calculado

experimentalmente o erro ou perda do analito.

As propostas da integragdo entre os Processos Convencionais associados aos
Processos Oxidativos Avangados (POAs), foram baseadas na possibilidade da eliminagao
ou transformacdo de produtos resistentes a biodegradagdo em produtos com maior
potencial de biodegradabilidade. Quando o POA foi empregado como etapa inicial ou
final de um conjunto de um sistema de tratamento, seja ele em escala piloto ou em escala
de bancada, proporcionaram alteracdes nos parametros fisicos-quimicos e bioldgicos,
tornando a qualidade de agua tratada compativel com os limites estabelecidos pela
Portaria 2914/2011-MS.

A utilizagdo de um reator fotocatalitico pode ser uma alternativa viavel para o
tratamento de dguas contaminadas com microcistinas, por apresentar vantagens em
relacdo a seu custo de construcdo e por ser de facil operacionalidade, podendo ser
instalado em comunidades rurais, nas quais nao ha disponibilidade de dgua potavel para
consumo humano de boa qualidade. O uso do Reagente Fenton como agente oxidante,
em pouco tempo de contato tornou o processo de degradagdo muito mais eficiente,
efetuando uma maior degradacao (96%) de microcistina — LR. A velocidade elevada com
que ocorre a reagao entre o ferro e o H,O» provoca a ativagdo do H>O; e a subsequente

geracdo de OHe, gerando o menor tempo de reacdo entre todos os POAs.

E importante ressaltar que ambos os processos utilizados podem ser empregados
em Estagdes de Tratamento de Agua na potabilizagio de 4gua com concentragdes
elevadas de compostos organicos, uma vez que, foi observado reducdo significativa da
cor aparente, cor verdadeira, turbidez e microcistina-LR. Assim constituem praticas
alternativas sustentdveis e seguras para o tratamento de agua contaminadas com

compostos toxicos, entre eles a microcistina-LR, que por ndo ser completamente
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eliminada no tratamento convencional, podem permanecer na dgua distribuida e causar

inconvenientes de ordem de satide publica a populagao.
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