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RESUMO

Dentre os efeitos deletérios provocados pelo processo de eutrofizagcdo de &guas naturais, um
importante destaque, deve ser dado ao surgimento de floracbes de cianobactérias e a
consequente geracdo de cianotoxinas com potente efeito hepatotdxico (ex. microcistina-LR). A
presenca de linhagens de cianobactérias produtoras de cianotoxinas, tem efeitos negativos nos
corpos hidricos e em particular nos destinados a abastecimento publico, devido ao efeito nocivo
dessas substancias a satide humana e de animais. Os tratamentos convencionais de agua, se
mostram ineficientes para a remocdo total destas toxinas, portanto sdo necessarias novas
tecnologias alternativas, como 0s processos oxidativos avancados. No entanto, essas
tecnologias favorecem a formacéao de subprodutos desconhecidos. O presente trabalho buscou
avaliar os efeitos toxicol6gicos dos possiveis subprodutos formados da degradacdo de
Microcistina-LR por processos oxidativos avancados. Foram utilizados dados de 4 estudos de
caso que utilizaram dois processos oxidativos avancados: o UV/H20- e Fenton, para obtencéo
dos fragmentos de ions de m/z obtidos. Os estudos de caso utilizaram &dgua contaminada com
Microcistina-LR em diferentes concentracGes. Foi realizado a analise das amostras por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM). Os
softwares ChemDraw e ChemSketch foram empregados para formacdo das estruturas e
férmulas quimicas referentes a cada fragmento. Para identificar a toxicologia dos fragmentos
foram utilizadas as bases de dados Pubchem, Echa, Ecotox, TSCA e MolBase. Foram obtidos
33 fragmentos identificados nos 4 estudos de caso. Os primeiros subprodutos identificados
apresentaram uma estrutura molecular ciclica intacta e ao decorrer da degradacdo foram sendo
linearizados. Os fragmentos de m/z 967 e 553 tiveram toxicidade registrada pelas bases de
dados. O tratamento UV/H20- gerou subprodutos toxicos e moléculas grandes. O tratamento
utilizando Fenton apresentou o melhor desempenho sendo indicado para tratamento de

Microcistina-LR em aguas destinadas a abastecimento.

Palavras chaves: Microcistina-LR. Subprodutos. Toxicologia. Degradacéo.



ABSTRACT

Among the harmful effects caused by the process of eutrophication of natural waters, an
important highlight should be given to the appearance of cyanobacterial blooms and the
consequent generation of cyanotoxins with a potent hepatotoxic effect (eg microcystin-LR).
The presence of strains of cyanobacteria that produce cyanotoxins has negative effects on water
bodies and in particular those destined for public supply, due to the harmful effect of these
substances on human and animal health. Conventional water treatments are inefficient for the
total removal of these toxins, so new alternative technologies are needed, such as advanced
oxidative processes. However, these technologies favor the formation of unknown by-products.
The present work sought to evaluate the toxicological effects of possible by-products formed
from the degradation of Microcystin-LR by advanced oxidative processes. Data from 4 case
studies were used that used two advanced oxidative processes: UV / H202 and Fenton, to obtain
the obtained m / z ion fragments. The case studies used water contaminated with Microcystin-
LR in different concentrations. Sample analysis was performed using high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-EM). The ChemDraw and ChemSketch
software were used to form the structures and chemical formulas for each fragment. The
Pubchem, Echa, Ecotox, TSCA and MolBase databases were used to identify the toxicology of
the fragments. 33 fragments identified in the 4 case studies were obtained. The first by-products
identified showed an intact cyclic molecular structure and during the course of the degradation
they were linearized. The fragments of m / z 967 and 553 had toxicity registered by the
databases. The UV / H202 treatment generated toxic by-products and large molecules. The
treatment using Fenton presented the best performance, being indicated for the treatment of

Microcystin-LR in water destined for supply.

Keywords: Microcystin-LR. Byproducts. Toxicology. Degradation.
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1. INTRODUCAO

O acelerado crescimento populacional, vem causando ocupacdo desordenada de bacias
hidrogréaficas e contribuindo com o aumento de atividades antropogénicas, como urbanizacao,
industrializacdo e expansdo agricola, promovendo o langamento de nutrientes (nitrogénio e
fésforo) importantes para processo de eutrofizagdo nos reservatorios. Estas atividades resultam
no decréscimo da qualidade da dgua de rios, lagos e reservatorios, causando severos impactos

ambientais e socioecondmico no mundo todo.

Uma das principais consequéncias da eutrofizacdo é a floragdo excessiva de cianobactérias
ou “blooms” que interferem no equilibrio dos ecossistemas aquaticos, pois criam um biofilme
superficial, alterando a transparéncia do meio, conduzindo a desoxigenacao do corpo d’agua.
As cianobactérias sdo microrganismos produtores de cianotoxinas (endotoxinas) que ficam no
interior da célula podendo serem liberadas no ambiente aquatico por lise celular, ficando
dissolvidas na agua e tornando as floragdes extremamente perigosas para saude publica e para
a biota aquéatica (RAMOS, et. al., 2016).

A microcistina — LR, constitui a cianotoxina mais comumente encontrada em corpos
aquaticos eutrofizados. Seguindo diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a
Portaria de Consolidacdo N°5 de 2017 do Ministério da Saude, estabelece como Valor Maximo
Permitido (VMP) de 1,0 pug.L! para a soma das variantes de microcistinas em aguas destinadas
ao abastecimento publico (BRASIL, 2017).

As tecnologias de tratamento de agua que realizam o ciclo completo, referidas como
“convencionais” e que incluem a coagulagdo, floculacdo, sedimentacdo, filtracdo rapida, e
desinfecc¢do, sdo ineficientes para remoc¢do de micropoluentes organicos como as microcistinas
e outras cianotoxinas dissolvidas na agua (ROEGNER et. al., 2014), tornando necessario 0

emprego de métodos mais especificos para sua remogao ou destruigéo.

Os Processos de Oxidacdo Avancada (POA) que se baseiam na formacdo de radicais
hidroxila (*OH), estimulam interesses por alguns pesquisadores por ser uma tecnologia
promissora frente aos processos de tratamento convencional de &guas existentes, esses
processos podem operar em conjunto ou paralelo com o tratamento convencional na degradacéo
de micropoluentes (JACOBS et al. 2013; HE et al. 2015; MIRANDA, 2016).
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No entanto, os POAs podem apresentar a desvantagem de gerar subprodutos toxicos
resultantes da degradacdo de poluentes. Portanto, a avaliacao dos subprodutos de transformacao
e toxicidade ganha importancia ao ampliar o entendimento da eficiéncia geral dos POAs para a

degradacéo de poluentes ambientais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar os efeitos toxicolégicos dos subprodutos formados da degradacdo de

Microcistina-LR por processos oxidativos avancados.

2.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar os subprodutos gerados através dos processos oxidativos avancados UV/H20- e
Fenton aplicados ao tratamento de Microcistina-LR presentes em aguas destinadas ao
abastecimento publico.

o Identificar os efeitos toxicologicos dos subprodutos formados utilizando bases de dados.

e Verificar quais dos tratamentos geraram os subprodutos mais toxicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Eutrofizacéo

Em decorréncia do rapido crescimento demografico mundial (7,7 bilhdes em 2019 com
previsdo de 9,7 bilhdes em 2050) (NACOES UNIDAS, 2019), da acelerada urbanizacéo e de
outras atividades antrépicas como agricultura, industrias e mineracdo. Para satisfazer as
necessidades dessa populagdo, 0s corpos hidricos estdo submetidos, simultaneamente, a uma
maior demanda de agua e a deterioracdo de sua qualidade por serem receptores dos residuos
liquidos e solidos descartados no ambiente.

Entre as consequéncias desses impactos se destacam a eutrofizacao de rios, lagos e represas
e a contaminacgdo dessas aguas com substancias toxicas diversas que afetam a pele, o sistema
nervoso e diferentes érgdos causando desde dermatites, diferentes manifestacGes de autismo,
tumores, canceres e 6bitos (ZEGURA et. al., 2011; MOREIRA et. al., 2013; PANTELIC et. al.,
2013; WEIRICH et. al., 2014).

Em relatério produzido originalmente para a Organizacdo de Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) em 1968, o primeiro que apresentou uma sintese do
conhecimento cientifico sobre o processo de eutrofizacdo acelerada de aguas Iénticas, associou
o fenbmeno com a resposta trofica dos lagos a carga de nutrientes. Os estudos realizados para
quantificar essa relacdo permitiu elaborar o conceito de niveis aceitaveis e excessivos de carga
de macronutrientes (principalmente fosforo e nitrogénio) para o gerenciamento de lagos
(VOLLENWEIDER,1987). Desde entdo aumentaram as pesquisas acerca da frequéncia,
intensidade e dispersdo da eutrofizagdo e os estudos sobre componentes e diversidade
fitoplanctonicos das floragGes, sendo observada a predominancia de cianobactérias em
ambientes de 4gua doce acompanhada de aumentos nas concentracfes de fosforo de origem
antropogénica (CODD, 1995).

Atualmente a eutrofizacdo é um dos maiores problemas globais, intensificada pela elevacao
de temperatura global e o aumento da polui¢do antropogénica, que causa o enriquecimento
excessivo das aguas com matéria organica e macronutrientes inorganicos que estimulam o
crescimento exuberante dos produtores primarios como as plantas aquéticas e de componentes
do fitoplancton (microalgas e cianobactérias). Estas, em excesso, alteram 0 aspecto e a
qualidade das &guas que perdem seu valor paisagistico, dificultam a pesca e seu uso como
mananciais de agua potavel (ESTEVES, 2011; RIGOSI, et. al., 2014).
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O crescimento explosivo das cianobactérias (florescimento ou blooms) se manifesta no
reservatorio como manchas de cor verde intensa na agua que crescem e formam camadas densas
com elevadas concentracbes de células, em torno de 1,5x10° cel.mL?, que flutuam na
subsuperficie e provocam o sombreamento das camadas inferiores, dificultando a passagem da
luz ao longo da coluna de agua, limitam e até impedem a fotossintese, diminuindo a oxigenacao
da agua nas areas mais profundas (RABALAIS et. al., 2010; SINHA et.al., 2017). As
consequéncias sdo as alteracdes do equilibrio ecologico do ambiente hidrico (GER, et. al., 2014)
como a morte dos organismos aerobios, entre eles bactérias e peixes, e a predominancia de
organismos anaerébios associados aos processos de fermentacdo e putrefacdo da matéria
organica que produzem gases de odores desagradaveis que saem da agua para atmosfera (LE
MOAL et. al., 2019).

3.2. Cianobactérias

As cianobactérias sdo microrganismos procariontes autotréficos com metabolismo
fotossintético oxigénico, ou seja, desenvolveram um complexo sistema metabdlico capaz de
utilizar luz solar e &gua como fontes de energia para a fixacéo redutora de didxido de carbono
e a consequente biossintese de matéria organica (biomassa) para crescerem e se multiplicarem.
Nesse processo ha a liberagdo de oxigénio molecular (O2) para a atmosfera, produzido a partir
da quebra da molécula de 4gua (Equacdo 1), que néo € utilizado no seu metabolismo (KLUGE
et al, 2015; BOROWITZKA et al, 2016).

HO=2H"+1/2 0, 1

Surgiram na Terra ha cerca de 2,8 a 3 bilhdes de anos e ainda sdo 0s organismos
fotossintéticos mais importantes do planeta para ciclar carbono e nitrogénio. Sdo denominadas
cianobactérias e antigamente "algas verdes azuis" devido a cor verde escura. Foram 0s
primeiros organismos fototréficos produtores de O2 o qual ao ser liberado no meio ambiente
oxigenou o planeta Terra e formou a camada de oz6nio (Os) na atmosfera, que possui a
capacidade de filtrar as radiacGes solares e proteger os seres vivos contra os efeitos letais dessas
radiacOes que destroem a molécula de DNA (BOROWITZKA et al, 2016). Sua produgéo global
de O, é fundamental para a manutencdo da concentracdo de 20% de oxigénio molecular na
atmosfera terrestre atual que permite a vida de todos os seres aerébios (MADIGAN et. al., 2016;
ESTEVES-FERREIRA et. al., 2017).
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Distribuidas em diversos ambientes terrestres, agua doce, salobra e marinha, habitats
extremos como frio da Antartida, fontes termais e desertos, as cianobactérias apresentam densos
crescimentos em lagos ricos em nutrientes e algumas espécies podem produzir toxinas potentes,
cujas funcgdes ecoldgicas ndo estdo ainda bem conhecidas, mas alguns pesquisadores
consideram um possivel efeitos alelopaticos (MOREILRA et al, 2013).

3.3. Cianotoxinas

As cianotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos geneticamente determinados e
produzidos geralmente sob condicGes de estresse biotico e abidtico, sendo liberadas com a
morte ou lises das cianobactérias por serem, na sua maioria, endotoxina. De acordo com a
toxicidade em 6rgdos alvos, as cianotoxinas sdo classificadas em: hepatotoxinas que afetam o
figado (microcistinas, nodularina, cilindrospermopsina), neurotoxinas que afetam o sistema
nervoso (anatoxina-a, saxitoxina), e dermatotoxinas que agem sobre a pele. Os mecanismos
fisioldgicos da expressdo dos efeitos toxicos das diversas cianotoxinas sao diferentes porque
sdo produtos quimicos estruturalmente diversos que correspondem a trés grupos: peptideos
ciclicos (microcistina e nodularina), alcaléides (anatoxina-a, saxitoxina, cilindrospermopsina)
e lipopolissacarideos (PANTELIC et. al., 2013; BOROWITZKA et al, 2016).

Os primeiros registros de géneros de cianobactérias com efeitos toxicos datam da
metade do século passado (BISHOP et al, 1959). Os estudos sobre floragfes com cianotoxinas
incrementaram nos anos 1990, em especial focando as multiplas causas das floracGes toxicas
(CARMICHAEL, GORHAM (1981). Estudos dos ultimos anos evidenciaram algumas
cianotoxinas com efeitos genotdxicos e cancerigenas (ZEGURA et al., 2011; MOREIRA et. al.,
2013). Os mesmos autores relatam que foram identificados aproximadamente 150 géneros de
cianobactérias com mais de 2.000 espécies e dentre elas mais de 40 géneros com espécies

toxigénicas.

Intoxicacdes por cianotoxinas séo comumente observadas em criancas, adolescentes e
adultos jovens, causadas pelo contato com uma ou mais dessas toxinas por exposicoes
frequentes. O consumo ou contato continuo estdo associadas a doengas cronicas e cancer de
figado causados pelas hepatoxinas (WEIRICH et. al., 2014). Os humanos estdo expostos as
cianotoxinas através de varias rotas: pela via parenteral acidental, exposi¢cdo da derme e

inalacdo e oral. A via oral é a mais frequente pela ingestdo de agua contaminada, com efeitos
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que podem ser agudos ou cronicos, de acordo com a quantidade de toxinas na &gua e o tempo
de ingestdo (ZEGURA et. al., 2011). Estudos recentes indicaram que o nivel sérico de
microcistina-LR (MC-LR) esta positivamente ligado ao risco de carcinoma hepatocelular
humano (CHC) (LI et al, 2018; ZEGURA et. al., 2011).

Testes em laboratdrio in vitro (com células de ratos) e in vivo (ratos) sugerem fortemente
que a MC-LR induz hepatocarcinogénese ao estimular o aumento dos niveis de gankirina
(proteina codificada no cromossomo Xg22.3, altamente conservado ao longo do processo
evolutivo), e normalmente presente em altas concentracdes em pacientes com cancer (LI et al,
2018). Estas pesquisas evidenciam a importancia sanitaria de sua eliminacdo das dguas para
consumo humano e de seu controle no ambiente, considerando a satde humana e as possiveis
acOes negativas, ainda ndo bem conhecidas, sobre a biota dos ecossistemas terrestres e

aquaticos.

Recentemente observaram-se mais intensas e frequentes alteracbes do clima que se
expressam regionalmente com chuvas torrenciais com duragdo de poucas horas ou poucos dias
seguidas de secas severas que se prolongam por meses e até anos, como a Ultima que afetou o
nordeste do Brasil entre de 2012 e 2017 (MARENGO et al, 2017). Essas mudangas climaticas
ao influenciar os padrdes de precipitacdo e de estiagem impulsionam ainda com mais forga o
processo de eutrofizacdo (RIGOSI et al, 2014).

Chuvas intensas aumentam as descargas de nutrientes nos corpos d’agua junto com os
dejetos da bacia de drenagem e substancias toxicas que escoam dos campos destinados a
agroindustria, entre outras fontes. A seguir, a diminuicdo das chuvas e a elevada temperatura
causam aumentos da evapotranspiracdo e cuja consequéncia € o aumento do tempo de
residéncia da agua e a concentrancdo das cargas poluidoras, incluidos os nutrientes, que ficam
capturadas no resevatorio menos profundo e promovem as floracdes (PAERL; HUSSMANN,
2009; SINHA et.al., 2017).

No nordeste semiarido do Brasil, as floracGes tem-se tornado muito frequentes e com
duracdo mais longa associadas as mudangas do ciclo de chuvas e de secas. Verifica-se
atualmente chuvas fortes e de curta duragao seguidas por secas prolongadas, com distribuicdo
aleatdéria temporal e geografica, o que aumentou a vulnerabilidade dos reservatorios ao
favorecer o crescimento exuberante de cianobactérias, com o agravante de que o0s
florescimentos se tornaram permanentes em diversos ambientes com especies produtoras de

cianotoxinas (VASCONCELOS et al., 2011). Os mesmos autores relatam ocorréncia de
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floracdes de cianobactérias em reservatorios da Paraiba com aumentos sucessivos de frequéncia
entre 2006 a 2009: dos 20 maiores reservatorios de abastecimento do estado, 3% apresentavam
cianobactérias em 2006, em 2007 ja foram 20%, em 2008 foram 45% e 62% em 2009;
acompanhadas de crescente aciimulo de fdsforo total (medias de 30,50 g.L™* até 178,7 g.L™).

Ainda, ndo é raro encontrar codominancia de espécies produtoras de cianotoxinas em
mananciais da regido semiarida, estando confirmada sua bioacumula¢do em peixes como a
tilapia do Nilo, criada em grandes escala em tanques redes dentro dos acudes, transformando o
que deveria ser um alimento fonte de proteina e de renda para as comunidades de pescadores
em mais um problema ecoldgico e de satde publica. (PANOSO et al 2007 , LINS et al, 2016).
RevisOes da literatuta relatam estudos desde 1990 da acumulagdo de cianotoxinas em
vertebrados e invertebrados aquaticos, em mexilhdes e outros frutos do mar e de agua doce
assim como no zooplancton, e consideram suas possiveis consequéncias para a saude publica
(SIVONEN; CHORUS, 1999; IBERLINGS E CHORUS, 2007)

3.3.1. Ocorréncia e efeitos no ambiente

Um levantamento sobre os géneros de cianobactérias mais frequentes nos ambientes
Iénticos (maioria reservatorios) com floragfes no Brasil, em artigos publicados nos bancos de
dados Scielo, Scopus e ISI, entre os anos de 1990 e 2011, mostrou predominancia de
Microcystis, Cylindrospermopsis, Anabaena, Planktothrix, Aphanizomenon e Nodularia.
Microcystis e Anabaena, destacaram-se em periodos quentes e chuvosos, enquanto em periodos
secos a tendéncia foi a predominancia de Cylindrospermopsis (SOARES et. al., 2013).

Estudos no Nordeste brasileiro mostram a presenga dos géneros citados. Panoso e
colaboradores (2007), em cinco reservatorios do semiarido de Rio Grande do Norte, com
dominancia das espécies toxigénicas Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis spp.,
Aphanizomenon spp, Anabaena circinalis e Planktothrix agardii, e em trés deles confirmaram
presenca de cianotoxinas, com maior frequéncia de hepatotoxinas. Vasconcelos e colaboradores
(2011), na Paraiba citam a predominancia de Microcystis aeruginosa, Cylindrospermopsis
raciborskii e plankthotrix agardii. Estudos de Lins e colaboradores, (2016) confirmaram
floracdo permanente de cianobactérias em um dos reservatorios da bacia do rio Paraiba, com
dominéncia e codominancia de duas ou mais espécies assim como a presenca de duas ou mais
cianotoxinas.

Microcystis aeruginosa é muito frequente nas floraces no Brasil e no mundo. E produtora de

varios tipos de toxinas ( microscitinas) e recebe grande atencdo por estar geograficamente
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distribuida em todos os continentes e pela ocorrencia de intoxicagdes humanas comprovadas.
Em 1994 foi isolada por primeira vez no Brasil na Lagoa das Garcas, no estado de SdoPaulo,
pela equipe de pesquisadres da Universidade Federal de Rio de Janeiro (AZEVEDO et al,
1994).

Diversos géneros de cianobactérias também possuem linhagens produtoras de microcistinas,
em especial de microcistina-LR e compostos com significativo potencial hepatotoxico:
Oscillatoria, Planktothrix e Anabaena, sdo os produtores mais frequentes e a igual que
Microcytis pode liberar esta toxina em aguas destinadas ao consumo humano, provocando
diarréias e ate Obitos de animais e seres humanos (MOREIRA et. al., 2013)

O evento intoxicagdo humana mais grave com microcistina LR, ocorreu em uma clinica de
hemodialise na cidade de Caruaru-PE em 1996, onde 100 de 131 pacientes desenvolveram
insuficiéncia hepatica aguda, devido a contaminacdo com MC-LR na &gua de hemodialise; 52
pacientes foram a Obito numa semana desse ano e outros faleceram posteriormente
(CARMICHAEL et. al., 2001). Ha relatos antigos de intoxicacGes agudas que podem ser
associadas & cianotoxinas em 1931 e outros em Estados Unidos, Australia, Canada, China,
Suécia e Argentina ate 2009 (ARAUJO et al., 2018).

Essas ocorréncias juntamente com as frequentes descobertas de novas cianotoxinas permitiram
alocar, na época, as cianotoxinas na categoria de poluentes emergentes assim como farmacos
humanos e veterinarios, cosméticos e nanoparticulas, entre outros, produzidos com avangos
tecnoldgicos mais recentes (SUAVE, DESROSIERS, 2014),

Diante desses fatos, especialmente a tragedia de Caruaru, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) organizou grupos de estudos que objetivaram fornecer garantias a satde publica frente
aos riscos das cianotoxinas. Recomendou, para a dgua de beber ou seja na agua tratada ou
potavel, o valor maximo permitido (VMP) de microcistinas totais de 1 pg.L-1 e de saxitoninas
de 3 pg.L-1, valores que foram aceitos pelo Ministério da Saude brasileiro e publicado na
Portaria 518 de 2004, mantendo esse valor nas normativas posteriores, e atualmente, na Portaria
de Consolidagdo No 5 de 2017- MS (BRASIL, 2017).

3.3.2. Remocdao de cianotoxinas

A eliminacdo das cianotoxinas da &gua bruta durante o tratamento convencional nas
EstacOes de Tratamemto de Agua (ETAs) € dificil e, no geral, ndo sdo eliminadas todas ou n&o
sdo eliminadas completamente . Ja a presenca de dois ou mais toxinas aumentam as dificultades

do tratamento por serem moléculas com diferentes carateristicas quimicas que respondem de
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forma diferenciada &s etapas do processo aplicado. Ainda, a inclusdo de uma etapa adicional
com carbono ativado granular para eliminar as cianotoxinas evidencia alta eficiéncia para uma
Unica toxina (GUERRA et al, 2015) , mas quando duas ou mais toxinas estdo presentes ndo se
mostra uma técnica promissoria: testes com microcistina-LR e saxitoxina indicam que o
carbono ativado granular ndo possui ou ndo aparenta ter capacidade de adsorver ambas
cianotoxinas simultaneamente com a mesma eficiéncia, possivelmente por haver concorréncia
entre essas moléculas pelos poros das particulas de carbono ativado . Testes de bancada com
essas duas cianotoxinas mostraram adsor¢do maior e mais uniforme para saxitoxinas, o que
permitiria inferir, segundo os autores, que a adsor¢cdo de uma cianotoxina pode estar

influenciada pela presenca de outra (SILVA et. al., 2017).

3.4. Microcistina

As microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos com efeito hepatoxico (BOROWITZKA, et
al, 2016; MOREIRA et. al., 2013). A molécula da microcistina (Figura 1) apresenta sete
aminoacidos, possuindo uma por¢do invariavel que contém trés D-aminoacidos: p-eritro-f-
metil &cido aspartico, alanina e y-acido glutdmico (D-B MeAsp, D-Ala e D-Glu), dois L-
aminoacidos variaveis localizado na regido X e Y (Figura 1) e dois aminoacidos raros (Mdha e
Adda). O Mdha é o N-metildehidroalanina e o Adda, responsavel pelo carater toxico da
molécula é o  3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8,  trimetildeca-4,6-acido  diendico
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et. al., 2014; CHANG et. al., 2015).

Figura 1: Estrutura da Microcistina
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Sao conhecidas cerca de 80 variantes de MC sendo seis as mais comuns. (MC-LR, MC-
LA, MC-YR, MC-RR, MC-LF, and MC-LW). E entre elas, MC-LR (Figura 2) é a mais
abundante , com 46 a 99,8% da concentragao de todas as microcistinas nas floragdes (SHARMA
etal, 2012).

Figura 2: Estrutura Geral da Microcistina-LR
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Fonte: Miranda, 2016.

A toxicidade da microcistina varia de acordo com os dois L-aminodcidos variaveis,
podendo ser classificada em: alta (MC-LR, MC-LA, MC-YR), média (MC-WR) e fraca (MC-
RR). A variante LR além de ser mais comum nos reservatorios com flora¢des, & uma das toxica,
entre as demais (WELKER, VON DOHREN, 2006; DE LA CRUZ et. al., 2011; JEONG et. al.,
2017).

A estrutura peptidica ciclica das microcistinas as torna altamente estaveis e resistentes a
hidrélise quimica. Ainda algumas variantes podem reter sua toxicidade mesmo apo6s a fervura
(PANTELIC et. al., 2013). Além disso, sistemas de filtracdo doméstica como os filtros de barro
ou ceramica, amplamente usados no semiarido do nordeste do Brasil ttm uma capacidade de
remocdo relativamente baixa (abaixo de 50%) (JACOBS et. al., 2013; BARBOSA, 2016), o
que resalta a importancia do uso de tecnologias mais avangadas para a completa remogéo destes

contaminantes.
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3.5. Aplicacéo de Processos Oxidativos Avangados no tratamento de 4gua

Compostos organicos toxicos, presentes em adguas de mananciais, devem ser removidos ou
destruidos para proteger a satde publica e ambiental. Os métodos de tratamento fisicos usados
nos sistemas convencionais ndo podem remover na sua totalidade compostos organicos toxicos,
como as microcistinas e outros microcontaminantes de acdo perigosa para a satide humana e
ambiental. Em relagdo aos oxidantes convencionais, estes possuem capacidade de oxidar
alguns constituintes toxicos e nanocontaminantes, mas ha incertezas com relacdo a formacéo
de subprodutos téxicos em funcgéo da oxidacdo quimica convencional ndo destruir complemente
essas moléculas e considerando que esses procedimentos estdo fortemente influenciados pelas
concentra¢Bes das moléculas toxicas e as condi¢des de pH, temperatura e tempo de contato,
entre outras variaveis (CRITTENDEN et. al., 2012). Além disso, a eficiéncia desses processos,
diminui acentuadamente em ambientes com altos niveis de matéria organica, como as aguas
eutrofizadas, em sedimento e em lodos (PANTELIC et. al., 2013).

Métodos que usem técnicas avancadas de oxidacdo podem ser utilizados para a destruicdo
dessas moléculas, e em seu conjunto sdo denominados Procesos Oxidativos Avancados. Estes
se mostram como alternativas promissoras no tratamento de aguas, esgotos e outras matrizes
ambientais contaminadas com moléculas de elevada toxicicidade, devido ao seu elevado
potencial ndo seletivo de destruicdo ou de transformacdo em subprodutos menos toxicos, e
possibilitando até a completa mineralizacéo desses subprodutos, sendo apropriados para serem
aplicados &s cianotoxinas e a micropoluentes toxicos de diferentes origens. (SHARMA et al,
2012)

Os POAs transformam a maioria dos compostos organicos em COz, anions inorganicos e
agua através de reacGes de degradacdo que envolvem espécies transitdrias oxidantes,
principalmente o radical OH® em concentragGes elevadas, sendo este um forte oxidante com
capacidade de realizar a oxidagdo da maioria dos componentes organicos (METCALF; EDDY,
2016).

S&o processos limpos que ndo deixam residuos e que podem degradar diversos compostos
organicos em presenca ou ndo de outros, sejam em fase aquosa ou gasosa ou adsorvidos em
matrizes solidas. Nessas reacdes os radicais hidroxilas liberados mostram elevada eficacia na
destruicdo de poluentes porque sdo eletrolitos de elevado potencial de oxidagdo (2,8V) que
reagem rapido, ndo seletivamente, operando em temperatura e pressGes normais
(DOMENECH, et al, 2001; SHARMA, et. al., 2012).
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Os POAs sdo classificados em sistemas heterogéneos e homogéneos, de acordo com a forma

de gerar o radical hidroxila, com ou sem irradiacdo. Nos sistemas heterogéneos sdo usados

catalizadores semicondutores como o TiO2, ZnO, Fe;0Os, SiO2 e Al>O3 que aceleram a

velocidade da reagdo até atingir o equilibrio quimico, sem sofrerem alteracdo quimica enquanto

0s sistemas homogéneos envolvem o uso de oxidantes como 0zonio (O3), ferro e peréxido de
hidrogénio (H-02) (NOGUEIRA, 2007). Na Tabela 1, mostra-se a classificacdo tipica dos

principais POAsS.

Tabela 1: Classificacdo dos principais Processos Oxidativos Avan¢ados

COM IRRADIACAO SEM IRRADIACAO
HOMOGENEOS  H,0,/UV Fe?*/H,0, (Fenton)

O3/UV 03/H202

Foto-Fenton Os/OH"

O3/H202/UV

Feixe de elétrons

HETEROGENEOS TiO,/0,/UV Eletro-Fenton

TiO2/H0/UV

Fonte: HUANG et al, (1993); Fioreze et. al., (2014)

Estas técnicas avancadas para o tratamento de poluentes, possuem inimeras vantagens

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

Apresentam-se como principais aplicacfes no tratamento de agua e efluentes,
remediacdo de solos e agua subterraneas, desinfeccdo e remocéo de odores;

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

No caso de efluentes com grau de polui¢do mais elevado ou complexo, o dispéndio na
etapa de oxidacdo pode ser consideravelmente reduzido através de uma combinagéo
com outras etapas de tratamento como, por exemplo, o biologico e/ou
coagulacao/floculacdo/sedimentacao;

Apresentam rapidas velocidades de reacao, aléem da oxidacdo ndo seletiva, o que permite

que Vvarios contaminantes sejam tratados ao mesmo tempo pelo mesmo reagente;
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e A sua inespecificidade viabiliza a sua utilizacdo para a degradacdo de substratos de
qualquer natureza quimica, sendo destaque a degradacao de contaminantes refratarios e
toxicos, cujo tratamento bioldgico pode ser viabilizado através da oxidacdo avancada
parcial;

e Oferecem variadas maneiras possiveis para a produ¢do de radicais OHe além de outros
radicais, permitindo assim uma melhor conformidade com os requisitos especificos de

um determinado tratamento;
Dentre as limitagdes, se destacam (DOMENECH et al., 2001; FREIRE et al., 2000):

e Nem todos 0s processos estdo disponiveis em escala adequada;

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

e Ha& formacéo de subprodutos de reacéo, os quais em alguns casos sao toxicos;

e Apresentam restricdes de aplicacdo em condi¢cdes de elevada concentracdo dos

poluentes;

Os contaminantes organicos podem ser oxidados pelo radical hidroxila de acordo com
diferentes mecanismos basicos. Estes mecanismos dependem da estrutura do contaminante
organico, sendo estes: a) abstracdo de atomo de hidrogénio; b) transferéncia eletrénica; e c)
adicdo eletrofilica (NOGUEIRA et al., 2007; BRITO & SILVA, 2012;).

Atualmente os POAs vém sendo utilizados no tratamento de dgua (PARK et. al., 2018),
efluentes domésticos (MIKLOS et. al., 2018), industriais (ABBAS & ABBAS, 2019;
RAJORIYA et. al., 2018), petréleo (FERNANDES et. al., 2018), corantes (REHMAN et. al.,
2018), compostos organicos volateis (FERNANDES et. al., 2019), farmacos (HAVLIKOVA
et. al., 2016; THANEKAR et. al., 2018), desreguladores endécrinos (INCE, 2018), lixiviado
(DA COSTA et. al., 2018), entre outras substancias de natureza organicas que séo dificeis de

serem removidas pelo tratamento convencional.

3.5.1. Formacdao de subprodutos

Uma grande preocupacdo com o tratamento por oxidacdo é a formacdo de subprodutos ou
produtos intermediarios, que podem resultar numa poluicdo secundaria. Influenciada por
compostos organicos coexistentes e qualidade da agua, a mineralizagdo completa da
Microcistina se torna invidvel, podendo ocorrer formacdo de subprodutos resultantes desta
oxidagédo (ZONG et. al., 2013).
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Devido a complexidade da molécula de microcistina-LR, é dificil propor uma mecanismo
de degradacdo (JACOBS et. al., 2013). De acordo com Antoniou e colaboradores (2008), a
maioria dos intermediarios de degradacdo aparece nos primeiros 2 minutos de tratamento e
alguns sdo eliminados apds aproximadamente 120 min. Os intermediarios poli-hidroxilados
séo inicialmente formado ( m/z > 1000) por adi¢do ou substituicdo de hidroxila aos grupos
insaturados dos residuos de Mdha e Adda. A ligacdo C8-C9 do residuo Adda pode ser
facilmente quebrada por residuos de peptideos, o que resulta na formacdo de fragmentos com
uma razao m/z de aproximadamente 850. Como mais residuos de peptideos intramoleculares

séo eliminados, pode ocorrer ciclizagdo, que forma ciclos com menor massa (m/z de 700).

AL MOMANI e JARRAH (2010) avaliaram os principais intermediarios da degradacéo e
a toxicidade de solucdo tratada por processo ozonio. Os subprodutos identificados foram
relacionados a dose de ozbnio. A alta concentracdo de ozénio disponivel degradou as toxinas
em subprodutos menores e levou a uma abertura do anel. Por outro lado, em dose baixa de
ozonio, foram detectados intermediarios maiores. Também se verificou que a toxicidade da
solucdo tratada estava relacionada ao 0zonio disponivel na solucdo aquosa; uma alta dose de

0zonio levou a clivagem da cadeia lateral Adda da toxina e reduziu a toxicidade.

Liu e colaboradores (2016), investigaram as vias de reacdo envolvidas no processo
UV/H>0- na degradacdo de Microcistina. Classificaram os subprodutos em dois grupo: grupo
1, consistindo de peptideos do anel contendo uma porcdo Adda; e grupo 2, consistindo
peptideos do anel sem a fracdo Adda. Dado que a estrutura de dieno conjugado de Adda na
MC-LR € essencial para a inibicdo das proteinas fosfatases 1 e 2A, determinaram que 0s

produtos com residuos peptidicos sem uma porcdo Adda sejam desintoxicados.

Jeong e colaboradores (2017), utilizaram permanganato de potassio (KMnQg) por 60 min
seguida da adicdo de carvao ativado em p6 na oxidacdo de Microcistina. Varios subprodutos
toxicos com uma cadeia Adda intacta foram observados durante a reacdo, mas desapareceram

completamente apds 60 min.

Os POAs podem ser usados para degradacgdo e mineralizacéo parcial de poluentes, a fim de
economizar custo, mas isso tem a principal desvantagem de gerar produtos de transformacéao
gue sdo mais toxicos do que seus compostos originais (KARCI et. al., 2018). Neste ponto, a
avaliacdo dos produtos de transformacdo e toxicidade ganha importancia ao ampliar o

entendimento da eficiéncia geral dos POAs para a degradacao de poluentes ambientais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencgéo dos fragmentos

Os dados dos fragmentos ions formados no periodo reacional de degrada¢do da MC-LR de
m/z foram obtidos de trabalhos realizados por Da Silva (2015), Miranda (2016) e Albuquerque

(2017), divididos em 4 estudos de caso descritos abaixo:

Estudo de caso 1: Avaliou a eficiéncia do Reagente Fenton na oxidagdo de dgua desclorada
contaminada com Microcistina-LR seguido das etapas de coagulacdo, floculacdo e
sedimentacdo. Os experimentos de oxidacdo, coagulagdo, floculacdo e sedimentacdo foram
realizados em JarTest simulando as etapas iniciais que fazem parte do ciclo completo de uma
Estacio de Tratamento de Agua convencional. A concentrago inicial de MC-LR foi de 10 pg.L-
! Os valores de pH utilizados no estudo foram 2, 4.5 e 7, as concentracdes de Fe** de 5, 17.5 e
30mg.L? e os tempos de sedimentacdo de 5, 12.5 e 20min. Em todos os tratamentos as

concentragdes detectadas foram inferior a 1 ug. L™t (DA SILVA, 2015).
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Estudo de caso 2: Avaliou a eficiéncia da oxidagdo da microcistina—LR de &gua
destinada a abastecimento publico, utilizando Reagente Fenton, seguido de coagulacéo,
sedimentacdo e filtragdo. Os experimentos de oxidacdo, coagulacéo, floculacédo e sedimentacédo
foram realizados em homegeneizador de solu¢Ges modelo (H1M1) simulando as etapas iniciais
que fazem parte do ciclo completo de uma Estacéo de Tratamento de Agua convencional. A
concentragdo inicial de MC-LR foi de 4 pg.L™. O valor de pH utilizado foi de 8,5. As dosagens
de Fe?* : H,0O, foram utilizadas na proporgdo 1:3 respectivamente, correspondendo a 14
tratamentos com valores de 1, 1.25, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 10, 15, 20mM de Fe?*. Os
tramentos 12, 13 e 14 obtiveram concentragdes detectadas inferior a 1pgL*
(ALBUQUERQUE, 2017).

Estudo de caso 3: Investigou a degradacdo de microcistina-LR em solucdo aquosa
aplicando processo oxidativo avangado (UV/H20.). Os experimentos de irradiacdo com
concentracdo inicial de MC-LR ocorreram em camara fotocatalitica (0,46 m de alturae 0,70 m
de comprimento e 0,40 m de largura) na qual foram acopladas trés lampadas germicidas de
15W cada, que emitem radiagdo UV no comprimento de onda de 254 nm e um sistema de
agitacdo mecanica. Os experimentos ocorreram em placa de Petri com volume de 50 mL com
uma distancia de 11 cm das lampadas. A intensidade da radiacdo foi medida com um radidémetro
com comprimento de onda de 254 nm (Coleparmer instrument Co. Chicago, I11, 60648, séries
9811). A concentracdo inicial de MC-LR foi de 10 pug.L™. A concentragdo de H,O- utilizada
foi de 4mM e os tempos de reagdo foram de 0O, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 45 e 60min. A
concentragdo de 0,7 ug.L* de MC-LR foi alcangada com 15 minutos de reacdo (MIRANDA,
2016).

Estudo de caso 4: Avaliou a eficiéncia de um reator fotocatalitico de baixo custo para
degradacdo de microcistina-LR em agua de abastecimento, utilizando o processo UV/H;0;.
Apos o tratamento convencional, a agua de estudo (AE) foi conduzida ao reator fotocatalitico
(51 cm de altura e 7,5 cm de diametro ), composto de um cano de PVC e tubo de quartzo que
apresentou 50 cm de altura e 4,4 cm de diametro e uma lampada UVC com 15 w de poténcia e
comprimento de 48 cm, para realizacdo dos ensaios de oxidacao. A concenracdo inicial de MC-
LR foi de 3.6 ug.L. As concentragdes de H,O utilizadas foram de 5, 25, 50, 100, 500, e 1000
mM e os tempos de reagédo foram de 0, 2.5, 5, 15, 30, 45 e 60 min. O tratamento com 1000 mM
de H20, apds 15 min atingiu valor de 1 pg.L?, aos 60 min apresentou valor de 0,5 pug.L*
(ALBUQUERQUE, 2017).
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Para a identificacdo do composto alvo e dos subprodutos formados nos experimentos, se
utilizou o Espectro de Massa (LCQ FLEET) triplo quadrupolo da marca Thermo Scientific de
interface Electron-Spray lon (ESI). O lon Max Electrospray lonization (ESI) foi aplicado no
modo de ionizagdo positiva. Os sistemas foram controlados pelo software Xcalibur. Para uma
melhor seletividade das amostras, foram realizados no modo de aquisi¢do por Monitoramento
de fon Especifico com intervalo de varredura de 800 a 1100 m/z para MC-LR em 995,55
(M+1)+. A voltagem do Spray foi de 5kV para o modo positivo.

Para deteccdo da MC-LR remanescente no espectrometro de massa foi necessario o
emprego de técnica de concentracdo da amostra. Inicialmente um volume de 60 mL da amostra
foi filtrada em membrana de acetato de celulose (Millipore®) de porosidade de 0,45 pum e
posteriormente o volume filtrado foi concentrado em cartucho octadecil C18 para retengdo da
microcistina-LR. Antes de utilizar o cartucho (C18) realizou-se o processo de condicionamento
utilizando 5 mL de metanol e 5 mL de 4gua. Apds concentrar aamostra, o filtrado foi descartado
e o concentrado que ficou adsorvido na fase sélida no cartucho, foi recolhido e eluido com 5

mL de metanol.

4.2. ldentificagao estrutural

Apo6s a coleta de dados dos fragmentos identificados nos experimentos, foi utilizado o
programa ChemDraw (software de desenho quimico) para formacg&o das estruturas e formulas
quimicas e obtencdo da massa exata e massa molecular de cada fragmento previamente
identificado por espectroscopia de massas utilizando o Espectro de Massa (LCQ FLEET) triplo
quadrupolo da marca Thermo Scientific de interface Electron-Spray lon (ESI). Estes dados
foram obtidos pelos nimeros de ions correspondentes a diferenca do ion precursor -
microcistina-LR de m/z 995. Ou seja, os fragmentos foram identificados por tentativas de
clivagem alterando a massa especifica do peptideo em estudo ou apenas identificando o
fragmento do peptideo intacto. Com as estruturas quimicas montadas, o programa ChemSketch
(software de desenho quimico) foi utilizado para obtencdo da nomenclatura referente a cada

estrutura.

4.3. Toxicologia dos subprodutos

Para identificacdo dos efeitos toxicologicos dos subprodutos foram utilizados as seguintes

bases de dados:
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e Catalogo de toxicologia da Open Chemistry Database, acessado através da PubChem.
O sistema é mantido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), um
componente da National Library of Medicine, que faz parte dos U.S. National Institutes
of Health (NIH).

e TSCA inventario de substancias quimicas da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos.

e A Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos (ECHA), a principal forga promotora entre
as autoridades reguladoras da implementacdo da legislacdo inovadora da UE em matéria
de produtos quimicos.

e Molbase Enciclopédia, € o banco de dados mais abrangente e inovador de produtos
quimicos disponiveis comercialmente na China.

e Base de dados ECOTOX database (USEPA, 2017).

Por meio de buscas nestas bases de dados, foram encontrados registros numéricos de
Pubchem Cid (nimero de identificacdo da substancia no site Pubchem), CE (numero de
registro na Comunidade Européia) e CAS Number (registro numérico de padrdo mundial

para substancias quimicas identificadas na literatura) referente a cada fragmento estudado.

5. RESULTADO E DISCUSSOES

5.1. Fragmentos obtidos

Na CLAE-EM as moléculas da amostra sdo convertidas em ions, que sao subsquentemente
separados de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z. A molécula protonada de
MC-LR (C49H74012N10) de massa (M + H)+1 = 995, foi selecionada em um segmento de modo
de aquisicdo por monitoramento de ions especifico (SIM). A identificacdo de subprodutos
formados pelas reagdes UV/H>O, e Fenton foi realizada pelas anélises de espectrometria de
massas (EM) de acordo com a sensibilidade do LCQ Fleet — MS/MS, no monitoramento dos

valores de m/z.

Em estudos realizados por Da Silva (2015), Miranda (2016) e Albuquerque (2017)
utilizando os processos oxidativos avangados UV/H;O. e Fenton para degradacdo de
Microcistina-LR detectaram 18 tipos de subprodutos ou fragmentos. As principais razdes m/z

(Tabela 2) obtidas nos experimentos com algumas repeticdes foram 967, 866, 860, 778, 728,
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682, 681, 599, 553, 444, 375, 286, 214, 213, 161, 160, 135 e 70. Esses ions foram gerados pela

clivagem de ligacGes peptidicas resultando em porc@es liberadas. Estes resultados sdo obtidos

através dos nimeros de ions correspondentes pela diferenca do ion precursor MC-LR (m/z 995).

Tabela 2: Referéncias correspondentes a cada razdo m/z

Razéo m/z Referéncia
967 Antoniou (2008)
866 Antoniou (2008),Benke (2015), Zong (2013), Zong (2013), Zong (2015)
860 Antoniou (2008)
778 -
728 Mayumi (2006)
682 Mayumi (2006), Zong (2013), Zong (2013), Antoniou (2008), Zong
(2015)
681 Antoniou (2008)
599 Fastner (2001), Mayumi (2006), Antoniou (2008), Benke (2015), Zong

Continuagao...

(2015), Zong (2013)

Razéo m/z Referéncia
553 Antoniou (2008), Mayumi (2006), Zong (2013), Zong (2013), Zong
(2015)
444 -
375 Fastner (2001), Antoniou (2008), Al Momani (2010)
286 Fastner (2001), Zong (2015), Zong (2013)
214 Fastner (2001), Dahlmann & Luckas (2010), Zong (2013), Zong (2015)
213 -
161 Zong (2013)
160 -
135 Fastner (2001), Dahlmann & Luckas (2010)
70 Fastner (2001)

Os fragmentos mais encontrados na literatura foram de razbes m/z 866, 682, 599, 553,

375, 286 e 214. Por outro lado, quando comparando os resultados obtidos por Miao et al. (2010)

e Chang et al. (2014) os autores identificaram intermediarios de peso molecular de m/z 855,
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853, 835, 827, 815 e 795 aplicando o processo de o0zonizagdo, que diverge dos fragmentos de
ions identificados nos experimentos. Os fragmentos de razdes m/z 778, 444, 213 e 160 nao

foram encontrados na literatura.

5.2. lIdentificagao estrutural dos fragmentos

A microcistina-LR é uma molécula relativamente grande e apresenta VArios grupos
funcionais em diversas posic¢des e cada grupo apresenta suscetibilidade para rompimento das

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

Embora a MC-LR apresente uma estrutura complexa, a alta eficiéncia de degradacéo por
POAs pode ser atribuida pela clivagem das ligacdes peptidicas (CHANG et al. 2014). Segundo
Lawton e Robertson (1999) relata que o radical OHe reage facilmente com liga¢6es insaturadas,
tais como aquelas incluidas na por¢do Adda da microcistina, este grupo (Adda) é comumente
utilizado como um cromdforo para analise da toxina e a clivagem dessa porgdo resulta na

eliminacdo da toxicidade.

Com base nos valores de razdo m/z, as formulas quimicas e identificacBes estruturais dos
fragmentos foram obtidas utilizando os softwares ChemDraw e ChemSketch conforme mostra
a Tabela 3.

Tabela 3: Fontes e dados de identificacdo referente a cada fragmento

N° (m/z) / Estrutura Estudo de caso
Formula Quimica
Quimica /
Registro
1 967 3
Ca7H70N10012
CAS: 126268-
88-0
CID: 6441615
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2 866
CaaHesNsO10
CID:
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3 860
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5) 728
Cs0H52N10011
CAS: 852620-
70-3
CID: 71414300

6 682
C31H54NgOg
CAS: 852620-
70-3
CID: 71414300
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10 444
C19H33Ns507
CID: 11568452

11 375
C16H30N40s
CID: 18220492

12 286
C10H18N6O4
CAS: 67429%6-
02-7
CID: 3809863

13 214
CoH14N204
CAS: 140-98-7
CID: 5355031
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14

15

16

17

18

213
C11H19NO3
CID: 180642

161
CsH11NO4
CID: 56666828

160
CeHoNO4
CAS: 3103-38-
6
CID: 76549
CE: 221-459-5
135
CoH120
CAS: 539-30-0
CID: 10873
CE: 208-714-6

70
C2H3NO:
CAS: 60939-
21-1
CID: 11708045

H

H

HaM

CH.

/O

CH;

OH

CH;

CH;

1,2e3

A primeira via de oxidacdo m/z 967 indica uma desmetilacdo na molécula de

Microcistina-LR. Grupos metila nas porc¢des aspartil e desidroalanina da microcistina LR sdo

removidos (PUBCHEM, 2019). A segunda via de oxidagdo m/z 866 indica que houve pequenas
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clivagens nas porcoes L-Leu, L-Arg e D-Glu. A via de oxidagdo com m/z de 860 indica

ocorréncia de quebras nos aminoacidos L-Leu, L-Arg e Adda.

A oxidacdo quase completa do grupamento Adda foi observada no fragmento de m/z de
778. Os fragmentos 728, 682 e 681 m/z, corresponde a completa oxidacdo do aminoacido Adda.
Eliminando a porcéo responsavel pela toxicidade da molécula (LAWTON E ROBERTSON,
1999). No entanto, a via de oxidagdo nimero 8 com m/z 599 esté indicando uma possibilidade
de clivagem nos aminoacidos Mdha e Measp, rompendo da molécula também as por¢bes D-
Alae L-Leu.

No fragmento de m/z 553 pode-se observar uma oxidagdo dos aminoacidos Adda e D-Glu
da molécula. No fragmento de m/z 444 encontra-se a oxidacdo dos aminoacidos Adda, D-Glu
e L-Arg. A via de oxidagdo de m/z 375 indica clivagem nas por¢des L-Leu e Adda, liberando
também os aminoacidos Measp, L-arg. O fragmento m/z 286 pode resultar na presenca apenas

dos aminoacidos MeAsp e L-Arg .

A razdo m/z de 214 pode indicar a presenca das por¢6es Mdha e D-Glu. No entanto, o
fragmento de m/z 213 observa-se presenca dos aminoacidos L-Leu e MeAsp. O fragmentos de
m/z 161 e 160 podem indica partes dos aminoacidos L-Leu e MeAsp, diferenciando na perda
de um H no segundo. A via de oxidagdo 17 de m/z 135 indica a presenga de parte do grupamento

Adda. A razéo m/z 70 pode estar relacionada a parte do grupamento MeAsp.

Zong et al., (2015) estudaram o efeito da cloracdo nas MC-LR e os potenciais riscos de
subprodutos de desinfec¢éo e identificaram diversos subprodutos incluindo os de m/z 214, 553
0s quais correspondem aos fragmentos de ions [Glu-Mdha+H]+ e [Mdha-Ala-Leu-MeAsp-

Arg+H]+ respectivamente.

Sabe-se que o processo de degradacdo mediado por radical hidroxila se inicia com a
incorporacéo de radicais hidroxila, usualmente 2, 3 ou 4, no grupamento Adda. Posteriormente,
rearranjos permitem a eliminacao de grupos mais labeis (por exemplo, L-Arg e MeAsp), assim
como reacdes de ciclizacdo intramolecular, que levam a formacao de ciclos de menor massa
molar (CHANG et. Al., 2014). A principio, a maior parte dos intermediarios identificados
apresenta uma estrutura molecular ciclica intacta e ao decorrer da degradacédo os intermediarios
foram sendo linearizados. Os peptideos com peso molecular mais baixos podem ser

identificados pela clivagem da por¢do MeAsp, L-Arg ou L-Leu.
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5.3. Toxicologia dos subprodutos

Em relacdo a Microcistina-LR na sua forma inicial, de registros CAS: 101043-37-2, CID:
445434 e CE: 621-323-9, possui efeitos toxicoldgicos como dor abdominal, vémitos e diarréia,
inflamacdo e hemorragia do figado, pneumonia aguda, dermatite aguda, danos nos rins e
potencial crescimento tumoral (EPA, 2014). Atua como hepototoxina potente inibidora de
fosfatases de proteina serina / treonina PP1 e PP2A, bem como pré-oxidantes, capazes de
induzir estresse oxidativo nas celulas através da geracdo de espécies reativas de oxigénio. A
LD50 pela via intraperitoneal € de aproximadamente 25-150 ug / kg de peso corporal em
camundongos, a LD50 oral é de 5000 ug / kg de peso corporal em camundongos e maior em
ratos (WHO, 2003). Danos graves no figado sdo caracterizados por uma ruptura da estrutura
celular do figado (devido a danos no citoesqueleto), perda da estrutura sinusoidal, aumento do
peso do figado devido a hemorragia intra-hepatica, choque hemodindmico, insuficiéncia
cardiaca e morte. Outros 6rgdos afetados sdo os rins, pulmdes e intestinos (KUIPER-
GOODMAN et. al., 1999).

A molécula C47H70N10012 que refere-se a m/z 967, de registros CAS: 126268-88-0 e CID:
6441615, é heptpeptideo toxico de uma cepa axénica de Microcystis aerugenosa K-139. Possui
as mesmas propriedades toxicas da molécula inicial. A molécula Ca4HgssNsO1o foi identificada
como um tipo de macrolideo, que sdo antibioticos que pertencem a uma familia de compostos
quimicos caracterizada pela presenca de um anel macrociclico de lactona, cuja droga de

referéncia é a eritromicina.

As moléculas CaoHssN10011 (CID: 130235479), CazsHsaN10O11 (CID: 10284362),
C3oHs52N10011 (CAS: 852620-70-3, CID: 10190796), C31Hs4NgOg (CAS: 852620-70-3, CID:
71414300), C29H47NgO10 (CID: 71414300) e C31H4sNsOs (CID: 88591091) correspondentes as
m/z 860, 778, 728, 682, 681 e 599 sdo peptideos sem toxicidade registrada.

A molécula CzsHa3N7O7 que possui m/z de 553, de registros CAS: 864460-70-8 e CID:
381425, é um peptideo Glicinamida. O Cloridrato de Glicinamida possui propriedades toxicas
como irritacdo cutanea (Categoria 2), Irritacdo ocular (Categoria 2) e toxicidade para 6rgaos-

alvo especificos com exposigdo Unica, (categoria 3).

As razbes m/z 444 e 375 correspondem as moléculas C19H33Ns07 (C1D:11568452) e
C16H30N4Os (CID: 18220492), sdo peptideos sem toxicidade registrada. A molécula
C10H18NsO4 possui m/z 286 e registros CAS: 674296-02-7, CID: 3809863 é uma substancia
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quimica sem toxicidade registrada. As moléculas CioH1sNsOs (CAS: 674296-02-7, CID:
3809863 ) e C11H19NO3 (CID: 180642) correspondem a m/z 214 e 213 sdo substancias quimicas
sem registro de toxicidade. A molécula CeH11NO4 (CID: 56666828) de m/z 161 corresponde ao
composto Acido 4 - [(hidroxi) (acetil) amino] butanoico que n&o possui toxicidade registrada.

A formula quimica CsHoNO4 de m/z 160 e registros CAS: 3103-38-6, CID: 76549, CE:
221-459-5 corresponde ao aminoacido Glicina. A férmula CeH120 correspondente a m/z 135,
de registros CAS: 539-30-0, CID: 10873, CE: 208-714-6 €é éter benzilico etilico. A molécula
C2H3NO:> correspondente a m/z 70 com registros CAS: 60939-21-1, CID: 11708045 ¢é o
composto 2-Oxoacetamida pertencente a classe das glioxamidas. Estes compostos nédo

possuem toxicidade registrada nas bases de dados.

AL MOMANI & JARRAH, 2010 e Liu e colaboradores, 2016, em estudos realizados sobre
a degradacdo da Microcistina, remetem a toxicidade dos subprodutos da molécula a presenca
do grupamento Adda, apontando que os fragmentos sem 0 grupamento presente ndo sejam

toxicos.

Nos estudos de caso 1 e 2 apenas o fragmento 553 m/z apresentou registro de toxicidade,
no entanto, na estrutura da molécula o grupamento Adda foi oxidado. Indicando que o
fragmento ndo possui alta toxicidade. Porém no estudo de caso 1, o fragmento de m/z 866
apresentou o grupamento Adda em sua estrutura. Portanto o Processo Oxidativo Avangado
(Fenton) pode ser empregado em Estacdes de Tratamento de Agua na potabilizacdo de agua

com concentracdes elevadas de compostos organicos e microcistina-LR.

No estudo de caso 3 os fragmentos de ions dominantes no periodo reacional de m/z foram
967, 860, 778, 681, 553 e 444. Os fragmentos 967 e 553 apresentaram registros de toxicidade,
indicando que o processo oxidativo avancado (UV/H203) utilizado no experimento gerou

subprodutos toxicos e de alta massa molecular na degradacdo de Microcistina-LR.

No experimento 4 os fragmentos ndo apresentaram toxicidade registrada nas bases de
dados. No entanto o fragmento m/z 860 ainda apresentou parte do grupamento toxico da
molécula, além de massa molecular alta. Portanto, o Processo Oxidativo Avan¢ado (UV/H20,)

utilizado apresentou pouca eficiéncia na oxidacdo da molécula de Microcistina-LR.
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6. CONCLUSOES

Foram identificados 33 subprodutos resultantes dos POAs aplicados na remocdo de
microcistina-LR. Entre os fragmentos identificados nas bases de dados, os de m/z 967 e 553
apresentaram toxicidade registrada. As estrutura dos fragmentos m/z 967, 866 e 860
apresentaram o grupamento toxico da molécula (Adda), o que leva a concluir que muito
provavelmente eles devem apresentar toxicidade. Tais subprodutos de oxidagdo ndao
apresentaram registro de toxicidade nas bases de dados, sendo necessarios testes de toxicidades

registrados para uma melhor classificacdo toxicolégica dos subprodutos gerados.

A comparacao entre 0s processos oxidativos Fenton e UV/H.O; indicou, que o Fenton
apresentou melhor desempenho. Os resultados obtidos através da analise de subprodutos de
oxidagéo de Microcistina-LR indicaram que o tratamento possibilitou a formacéo de compostos
mais simples, com moléculas menores. Verificou-se que os processos Fenton formaram
subprodutos de oxidagdo com moléculas menores e de baixa toxicidade, quando comparados a
UV/H;0,. O POA UV/H20, (estudo de caso 3) gerou substancias toxicas e de massas

moleculares maiores.
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