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RESUMO

ORTOLAN, A. V. S. Adsorc¢ao com carvao ativado granular e degradacéo bioldgica para
0 tratamento avancado de aguas de abastecimento: remocdo de microcistina em escala
laboratorial. 2016. 94 f. Dissertacdo (mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2016.

As cianotoxinas, potencialmente prejudiciais a saude dos homens e animais, sdo toxinas
produzidas pelas cianobactérias e que podem estar presentes em reservatorios utilizados para
captacdo de agua para abastecimento, sobretudo em funcdo do agravamento das condicGes
sanitarias das bacias hidrogréficas. Diante disso, torna-se fundamental que a agua esteja
adequada ao consumo humano em sua distribuicdo. Uma das formas de tratamento para
remoc¢do das cianotoxinas que vem sendo estudada € por meio do uso de carvdo ativado
granular (CAG), cuja eficiéncia depende de suas caracteristicas intrinsecas e das condicGes
operacionais. Outra possibilidade para remocdo de tais toxinas se da por meio da utilizacdo de
microrganismos capazes de promover sua biodegradacdo. A presente pesquisa analisou o
potencial de remocdo de microcistina por meio de adsorcdo por trés diferentes CAGSs
comerciais (materiais de origem: casca de coco, mineral e 0sso) e por meio da degradacéo
bioldgica por dois géneros de bactérias. Para isso, foi utilizado um extrato de toxina
produzido por meio do cultivo de Microcystis aeruginosa (cepa BB005) em meio WC, ao
longo de 30 dias, com fotoperiodo de 12 h. Os carvdes foram caracterizados de acordo com a
massa especifica aparente, umidade, pH, teor de cinzas, numero de iodo, indice de azul de
metileno e area superficial especifica. Em seguida, foram realizados ensaios de adsor¢do com
a microcistina (concentracéo inicial de 100 pg.L™) para construcéo de isotermas com tempo
de equilibrio de 1 h. As analises de toxina foram realizadas pelo método ELISA e os dados
foram ajustados aos modelos matematicos de Langmuir e de Freundlich. Os melhores
resultados de adsor¢do foram obtidos a partir do carvao de origem mineral (99% de remogéo),
que apresentou valores maiores para nimero de iodo (710 mgl,.g™), indice de azul de
metileno (169 mL.g™), area superficial especifica (911 m.g™) e porcentagem de microporos
(70%), com melhor ajuste da isoterma obtido pelo modelo de Freundlich (R?*=0,88). Os
ensaios de biodegradagdo da microcistina com o0s géneros Sphingomonas sp. e
Brevundimonas sp foram realizados com a toxina esterilizada e ndo esterilizada (concentracao
inicial de 75 pg.L™). Os resultados demonstraram que tais bactérias ndo foram capazes de
degradar a toxina esterilizada. Entretanto, foi observada degradacdo nos ensaios em que a
toxina ndo estava esterilizada (porcentagem de remocdo de 98%), indicando a presenca de
algum microrganismo e/ou enzima atuante nesse processo, uma vez que o cultivo da cepa para
obtencgéo do extrato ndo foi realizado sob condic¢des de assepsia. Recomenda-se, para futuras
pesquisas, a identificacdo do responsavel pela biodegradacdo da microcistina, bem como a
aplicacdo do carvao mineral em maior escala (filtro de leito fixo). Deste modo, sera possivel
avaliar a formacéo de biofilme no leito de carvao, e comparar o desempenho da adsorcdo e da
biodegradacdo na remoc¢do do poluente-alvo em escala mais proxima a real.

Palavras-chave: Adsorcdo; Biodegradagdo; Carvéo ativado; Cianotoxinas; Tratamento de
agua de abastecimento.



ABSTRACT

ORTOLAN, A. V. S. Adsorption with granular activated carbon and biological
degradation for advanced treatment of drinking water: removal of microcystin in
laboratory scale. 2016. 94 p. Dissertacdo (mestrado) — Escola de Engenharia de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2016.

The cyanotoxins, which are potentially harmful to the health of humans and animals, are
toxins produced by cyanobacteria. They can be found in reservoirs used for water supply,
especially due to the degradation of sanitary conditions within the watersheds. Therefore, it is
essential to assure potable water for human consumption in its distribution. The use of
granular activated carbon (GAC) has been studied for advanced water treatment and
cyanotoxins’ removal. The efficiency of such technology depends on activated carbon
intrinsic characteristics and operating conditions. Removing such toxins through biodegration
by microrganisms is another possibility. The present study was perfomed in laboratory
conditions and analyzed microcystin removal by adsorption by three commercial GACs
(source materials: coconut shell, mineral and bone) and through the biological degradation by
two genera of bacteria. An extract of toxin was produced by the cultivation of Microcystis
aeruginosa (strain BB005), in medium WC throughout 30 days, with a 12 h photoperiod. The
activated carbon samples were characterized regarding the apparent density, moisture, pH, ash
content, iodine number, methylene blue index and specific surface area. Thereafter,
adsorption experiments were conducted with microcystin (initial concentration of 100 ug.L'l)
for estimating isotherms considering an equilibrium time of 1 h. The toxin analyses were
performed by the ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and the data were adjusted
to the mathematical models of Langmuir and Freundlich. The best adsorption results were
obtained with the mineral carbon (removal percentages of 98%), which also showed the
highest values for the iodine number (710 mgl..g™), methylene blue index (169 mL.g™),
specific surface area (911 m2.g™") and percentage of micropores (70%), with best adjustment
of the isotherm through the Freundlich model (R? = 0.88). The biodegradation tests of
microcystin with Sphingomonas sp. and Brevundimonas sp. were carried out with the sterile
and non-sterile toxin (initial concentration of 75 ug.L™). The results showed that these
bacteria were not able to promote degradation of the toxin when it was sterilized. However,
the degradation was observed in those tests in which the toxin was not sterilized (reduction up
to 98%), suggesting the presence of a microrganism and/or an enzyme responsible for this
process, since the cultivation of the strain for obtaining the extract was not performed under
sterile conditions. As for future research, it is recommendedthe identification of the factor
responsible for the biodegradation of the microcystin, as well as the study of the use of the
activated carbon from mineral source in a larger scale (fixed-bed filter). This would help to
reach a scale closer to the real water treatment plants and evaluate the biofilm formation in the
carbon bed, allowing the comparison of the performance of both adsorption and
biodegradation processes in the removal of the target pollutant.

Keywords: Adsorption; Biodegradation; Activated carbon; Cyanotoxins; Drinking water
treatment.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo urbana é um dos fatores que mais afeta a qualidade e a
distribuicdo da agua para consumo humano. Estudos tém relatado a ocorréncia de
contaminantes pouco conhecidos em aguas residudrias e superficiais, mas pequena parcela
reportou sua importancia toxicoldgica ou os limites aceitaveis de consumo ou descarte (PAL
et al., 2014). Esses contaminantes, 0s poluentes emergentes, estdo relacionados ao consumo
em larga escala de alguns produtos pela sociedade, incluindo os quimicos sintéticos, como
pesticidas, cosméticos, medicamentos, produtos de higiene pessoal e limpeza (GAVRILESCU
et al., 2014). O desafio € lidar com o incremento da geragdo desses produtos, tendo em vista
gue seu consumo tende a aumentar. A falta de saneamento e o acesso a fontes de
abastecimento de agua de qualidade insatisfatoria ainda afetam a maioria da popula¢do nos
paises em desenvolvimento, o que aumenta o risco de doencas devido a constante exposicao a
fontes de contaminacao.

O despejo de efluentes sem tratamento prévio, principalmente em areas urbanas
densamente povoadas, e 0 uso indiscriminado de fertilizantes na agricultura podem aumentar
significativamente a concentracdo de nitrogénio e fésforo nos cursos de agua. A elevada
disponibilidade destes nutrientes pode acarretar o fendmeno da eutrofizacdo artificial, que
aumenta a frequéncia de floracdo de algas e cianobactérias, além de estimular o
desenvolvimento de macrdfitas aquéaticas nos sistemas aquaticos. Esse processo pode reduzir
a transparéncia da agua e as concentracdes de oxigénio dissolvido, produzir odores
desagradaveis, gerar morte de peixes além da producdo das cianotoxinas, que sdo toxinas
produzidas por algumas cianobactérias e que também sdo consideradas poluentes emergentes.

Existem diversos tipos de cianotoxinas, sendo a microcistina uma delas. Esta consiste
em uma variacdo hepatotoxica dentre as cianotoxinas, sendo potencialmente prejudicial a
salde dos seres humanos e animais. Sua nomenclatura varia de acordo com o0 aminoacido que
¢ encontrado em sua estrutura, como por exemplo, microcistina-LR, -RR e —-LL. Sua
ocorréncia ja foi reportada em diversas partes do mundo, incluindo no Brasil. Um dos casos
mais graves, mundialmente reconhecido, foi a “Sindrome de Caruaru”, ocorrida em 1996 na
cidade de Caruaru (PE) e relatada por Azevedo et al. (2002). Uma clinica de hemodialise
recebia pacientes para fazer o tratamento diario, sendo que eles passaram a apresentar

sintomas como dor de cabeca, nausea e vomitos, seguido por algumas mortes. Mais tarde,
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descobriu-se que a dgua usada no tratamento era captada de um reservatorio com elevada
concentracdo de cianotoxina e que ndo recebeu tratamento adequado para sua remoc¢édo. Outra
ocorréncia recentemente citada por Hauser-Davis et al. (2015) na Lago eutréfico de
Jacarepagua (Rio de Janeiro) foi a acumulagdo de microcistina em espécies de tilapia,
aumentando o risco de contaminacdo da populacdo local que pode consumir este alimento.
Essas ocorréncias chamam a atencdo para a susceptibilidade da populacdo com relacdo a
toxina, aumentando a preocupa¢do com a seguranca e saude.

Com base no principio de multiplas barreiras, que preconiza a atengdo a agua desde o
manancial até o momento de utilizacdo pelo consumidor, a estacdo de tratamento de agua
(ETA) para abastecimento consiste na Ultima etapa antes da distribuicdo para o consumo.
Portanto, nesse estagio, a qualidade da dgua deve estar adequada do ponto de vista da satde
publica. Parcela significativa dos sistemas convencionais de tratamento de dgua ndo € capaz
de remover cianotoxinas. Assim, estudos a respeito de operacGes unitarias, métodos e
tecnologias para remover tais contaminantes se mostram relevantes por uma questdo de
seguranca sanitaria.

No Brasil, a Portaria do Ministério da Saude (MS) n° 2914/2011 (BRASIL, 2011)
dispde sobre o padrdo de potabilidade da &gua para o consumo humano, alem de indicar
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua. De acordo com a Portaria, 0
valor maximo permitido (VMP) de microcistina em aguas para abastecimento humano é de
1,0 ug.L™*, sendo que nesse limite devem ser consideradas todas as variantes desta toxina que
estejam presentes. Diante disso, reforca-se a importancia do desenvolvimento e avaliacdo de
técnicas de tratamento avancado de agua de abastecimento.

O uso de carvéo ativado para remocdo das cianotoxinas vem sendo analisado e tem
demonstrado resultados promissores. Entretanto, a elevada diversidade de estruturas e
propriedades dos carvdes ativados afeta a sua capacidade de adsorcdo. Portanto, torna-se
necessaria a caracterizacdo de diferentes carvGes a fim de conhecer suas caracteristicas
principais e correlaciona-las com sua potencialidade na adsor¢do dos poluentes-alvo, como a
microcistina. Além disso, a utilizacdo de técnicas de tratamento bioldgico vem ganhando
destague nos ultimos anos com o emprego de uma comunidade diversificada de
microrganismos para remocao de compostos recalcitrantes da dgua para consumo humano,
compostos estes nao eficientemente removidos por meio das técnicas fisico-quimicas

tradicionais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo desta pesquisa foi estudar, em laboratério, a remocdo de
microcistina pelos fenbmenos de adsorcdo com carvdes ativados granulares (CAG) e de

degradacao biologica por diferentes géneros de bactérias.

2.2 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

i. Determinar a condicdo mais favoravel de cultivo de Microcystis aeruginosa para

producéo e extracdo de microcistina;

ii.  Caracterizar diferentes CAGs comerciais, de acordo com normas e procedimentos

padroes;

iii.  Realizar testes de adsor¢do da microcistina com os diferentes carvdes ativados;

iv.  Pré-dimensionar filtros em escala de laboratério de acordo com o melhor resultado de

adsorcao obtido;

v. Realizar testes de biodegradacdo da microcistina como possivel alternativa para sua

remocao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cianobactérias e cianotoxinas

As atividades antrdpicas contribuem para a aceleracdo do processo de eutrofizagdo dos
sistemas aquaticos, incluindo os mananciais utilizados para abastecimento, o que pode gerar
um aumento na densidade de cianobactérias. A eutrofizacao resulta de um aporte excessivo de
nutrientes na dgua, o que ocasiona mudanc¢as no ambiente, como o decréscimo no rendimento
pesqueiro, a diminuicdo da qualidade da 4gua, o comprometimento dos seus diversos usos € 0
aumento da producdo de algas e de outras comunidades aquaticas, como as cianobactérias. A
presenca exacerbada de tais organismos fotossintetizantes € preocupante, pois pode conferir
sabor e odor desagradaveis a agua, entre outros inconvenientes. As floracdes de
cianobactérias sdo favorecidas em ambientes com temperatura entre 15 e 30°C, niveis
adequados de nutrientes inorganicos (tais como fosforo e nitrogénio) e pH entre 6,0 e 9,0
(WHO, 1998), ou seja, condi¢cdes comumente encontradas no ambiente.

Gkelis e Zaoutsos (2014) realizaram um estudo no lago Pamvotis altamente
eutrofizado na Grécia e, ao combinarem seus resultados com dados de um periodo mais longo
(25 anos), observaram que a temperatura da agua e a carga de nutrientes influenciaram a
dominancia de cianobactérias neste lago e possivelmente em outros lagos. Com isso,
concluiram que as mudancgas antropogénicas e climaticas que estdo ocorrendo podem
contribuir para agravar ainda mais a situacdo no futuro, uma vez que algumas cianobactérias
podem produzir as cianotoxinas, potencialmente perigosas para seres humanos e animais
(PANTELIC, 2013), como algumas cepas dos géneros Microcystis, Cylindrospermopsis,
Anabaena, entre outras (Tabela 1) (BERNARD, 2014).



Tabela 1 - Géneros de cianobactérias produtoras de cianotoxinas e seus efeitos em humanos pds-contaminacao
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Géneros Toxinas Efeitos
Anatoxina-a: Paralisia progressiva, forte respiracdo
Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon (incluindo abdominal, cianose, convulsdo, morte por asfixia.
Cuspidothrix),  Cylindrospermum,  Hydrocoleum,  Lyngbya, Anatoxinas Anatoxina-a(s): Paralisia progressiva, fraqueza

Microcystis, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis,

Woronichinia

Anabaena, Anabaenopsis, Annamia, Aphanizomenon, Arthrospira,

Calothrix, Fischerella, Geitlerinema, Gomphosphaeria,

Hapalosiphon, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Merismopedia,
Microcystis, Nostoc,

Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix,

Plectonema, Pseudanabaena, Radiocystis, Spirulina, Synechococcus,

Woronichinia

Anabaena, Aphanizomenon (incluindo Cuspidothrix),
Cylindrospermopsis, Liminothrix, Lyngbya,
Phormidium/Geitlerinema, Raphidiopsis, Scytonema
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Oscillatoria,

Raphidiopsis, Umezakia

Nodularia

Microcistinas

Saxitoxinas

Cilindrospermopsinas

Nodularinas

muscular, diminuicdo da frequéncia respiratoria e
convulsbes. Salivacdo intensa. Morte ocorre por

faléncia respiratoria.

Prostracdo, pilo erecdo, anorexia, voOmitos, dor

abdominal, diarreia, choque hipovolémico e

hemorragia intra-hepatica.

Paralisia progressiva dos musculos, diminuicdo dos

movimentos, exagerada respiragdo abdominal,
cianose, convulsdo, parada respiratoria e morte.
Desestruturacdo e necrose do figado, danos em
células renais, cardiacas, pulmonares e também da
mucosa gastrica.

Prostracdo, pilo erecdo, anorexia, vOmitos, dor
abdominal, diarréia,

choque hipovolémico e
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hemorragia intra-hepatica.
Trichodesmium Palitoxina *

Edema pulmonar, aumento da secrecdo gastrica,

Lyngbya Lyngbyatoxina irritacdo gastrointestinal e promocdo de tumor
dérmico.

Limnothrix Limnothrixtoxina *

Lyngbya Debromoaplysiatoxina Irritacdo gastrointestinal.

Lyngbya, Phormidium, Schizothrix, Symploca Aplysiatoxina Irritacdo gastrointestinal.

Hydrocoleum, Trichodesmium Ciguatoxina *

* Nao foram encontradas informacdes na literatura sobre seus efeitos

OBS: Em negrito, estédo os géneros mais frequentemente observados como produtores da cianotoxina correspondente

Fontes: Bernard (2014); Bortoli e Pinto (2015)
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A liberacdo das cianotoxinas pelas cianobactérias ocorre principalmente durante o
processo de senescéncia, morte e lise das células, mas ainda ndo ha um consenso sobre todos
0s mecanismos envolvidos na disponibilizacdo desses compostos para 0 ambiente aquatico.
De acordo com Morais (2012), ha indicios de que a intensidade luminosa, a temperatura, 0s
metais trago e os nutrientes influenciem sua produgdo. Este mesmo autor ainda cita que séo
realizados testes em laboratorio que mimetizam as condi¢des do ambiente a fim de se avaliar
a producdo das toxinas e que, embora os resultados ainda ndo sejam conclusivos, a maioria
indica que quanto maior a concentracdo de fésforo, maior a producdo de cianotoxinas. Isto
contraria os resultados apresentados por Wilhelm et al. (2011), que, embora tenham
encontrado forte relacdo entre a abundancia de cianobactérias e o aumento da disponibilidade
de nitrogénio e de fosforo, ndo observaram correlacdo significativa com a producdo de
toxinas. Além desses fatores, Calijuri, Alves e Santos (2006) enumeraram algumas hipéteses
de producdo que estariam vinculadas a protecdo da espécie, a competi¢do por recursos ou a
busca por condi¢Ges mais favoraveis de crescimento.

Preece, Moore e Hardy (2015) estudaram quatro lagos eutrofizados na regido de Puget
Sound, Washington, Estados Unidos, sendo observada uma transferéncia de microcistina da
agua doce dos lagos para a agua marinha, além da sua bioacumulacdo em mexilhdes. As
concentracfes maximas de toxinas nos lagos, nas dguas marinhas e nos mexilhdes foram de
2.700 pug.L™?, 0,34 pg.L™ e 6,5 pg.kg™?, respectivamente, indicando uma fonte de preocupago
ndo apenas com 0 meio ambiente, como também com a seguranca alimentar. Gkelis e
Zaoutsos (2014) avaliaram a ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxicas em seis
lagos e reservatorios na Grécia, sendo encontradas espécies em todos eles, representando mais
de 70% da comunidade fitoplancténica. Além disso, foi relatada a presenga de microcistina,
cilindrospermopsina e saxitoxina, sendo que em metade das amostras, mais de uma
cianotoxina foi detectada.

As cianotoxinas podem ser classificadas, segundo seus efeitos tdxicos, em
neurotoxinas (e.g., anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxina), hepatotoxinas (e.g., microcistina
e nodularina) e dermatotoxinas (BORTOLI; PINTO, 2015). De acordo com Carmichael
(1994), as neurotoxinas atuam nos neurdnios. Em condigBes fisiologicas normais, a
acetilcolina se liga aos seus receptores induzindo a contracdo muscular, enquanto que a
acetilcolinesterase degrada a acetilcolina prevenindo uma superestimulacdo das células
musculares. No caso da anatoxina-a ou da anatoxina-a(s), por exemplo, a toxina se liga

irreversivelmente aos receptores no lugar da acetilcolina, mas nao é capaz de ser degradada
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pela acetilcolinesterase, provocando uma superestimulacdo muscular, fadiga e até paralisia,
que pode ser fatal.

Segundo Calijuri, Alves e Santos (2006), o figado normalmente concentra as toxinas
na tentativa de degrada-las. No caso das hepatotoxinas, Yoo et al. (1995) afirmaram que o
figado concentra as toxinas por meio de mecanismos de transportes dos acidos biliares,
ocorrendo alteracBGes no citoesqueleto das células do figado e mudancas nas formas dessas
células. Além disso, ocorre destruicdo das células do parénquima e sinuséides do figado,
levando dentro de minutos ou horas a uma hemorragia intra-hepatica letal ou insuficiéncia
hepatica dentro de vérias horas ou alguns dias. Ja as dermatotoxinas ndo sdo letais, entretanto,
sdo formadas por compostos bioativos capazes de causar irritacdo na pele caso ocorra contato
com essa toxina (SILVA, SOUZA e DUTRA, 2014).

Estruturalmente, as cianotoxinas podem ser classificadas em trés principais grupos:
peptideos ciclicos, alcaloides e lipopolissacarideos (GOMES; OLIVEIRA; AZEVEDO,
2009). A microcistina, que € um peptideo ciclico hepatotoxico (Figura 1), consiste na
cianotoxina mais produzida pelas cianobactérias, sendo que a microcistina-LR é variante mais
comum e téxica (SHARMA et al., 2012) e, portanto, uma das mais estudadas (SORLINI;
GIALDINI; COLLIVIGNARELLLI, 2013).

6 7
Hojo/\” |0 _
N \H)L Variante [X] [Z]
-RR Arginina Arginina
-YR Tirosina Arginina
-LR Leucina Arginina
-LA Leucina Alanina

Figura 1 - Estrutura geral da microcistina. Nas posi¢des de 1 a 7, podem ser encontrados diferentes
aminodcidos. Exemplos de variantes da microcistina na tabela, de acordo com o aminoacido que é encontrado
nas posi¢des indicadas. Fonte: Cassini, Antunes e Keller (2013) e de Puddick et al. (2014)

As posicdes 2 e 4 na estrutura sdo responsaveis pela nomenclatura das diferentes
variantes, dependendo de cada residuo de L-aminoacido que é encontrado (CARMICHAEL,
1994). Atualmente, existem pelo menos cerca de 100 variagdes de microcistina que ja foram
caracterizadas (PUDDICK et al., 2014).
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A estrutura ciclica da microcistina garante resisténcia e estabilidade a hidrolises
quimicas, quando em pH proximo ao neutro e, além disso, mantém sua toxicidade mesmo
apos a fervura (CHORUS; BARTRAM, 1999). A microcistina € uma hepatotoxina inibidora
das fosfatases PP1 e PP2A (WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005), podendo causar
proliferacdo descontrolada das células e desenvolvimento de cancer (DZIGA et al., 2013),
ocorréncia de colapso nos suprimentos energéticos (SANCHES et al., 2012) ou afetar os
componentes estruturais das células do figado. Isto porque pode ocorrer deformacdo dos
hepatdcitos, desestruturagdo do citoesqueleto e consequente acumulacdo de sangue,
acarretando em choque circulatério (CARMICHAEL, 1994).

Merel et al. (2013) citaram trés possiveis formas de contaminacdo humana pelas
cianotoxinas: pela ingestdo de agua proveniente de um reservatorio contaminado; pela
ingestdo acidental, inalagdo ou contato com a pele durante atividades recreacionais em
ambientes eutrofizados; ou por meio da ingestdo de alimentos que contém a toxina
bioacumulada.

Alguns estudos também reportaram efeitos da presenca de microcistina em animais,
como o levantamento bibliografico de sintomas de contaminagdo por microcistina em
diversos animais realizado por Chen et al. (2016), bem como no trabalho de Sedan et al.
(2015). Neste altimo, foram testadas diferentes doses orais de microcisitina-LR em ratos (50 e
100 pg de MC-LR.kg™ de peso corporal), administradas a cada 48 h durante um més, a fim de
verificar possiveis danos ao figado e ao intestino. O figado consiste no principal alvo da
microcistina-LR e o intestino estd relacionado diretamente com a absor¢do da toxina. Nas
duas dosagens testadas, os resultados indicaram a presenca da toxina em ambos 0s 0rgaos,
bem como foram verificados danos nos mesmos (deteccéo de esteatose hepética e de reducéo
nos linfocitos intra-epiteliais).

Na pesquisa de Li et al. (2016), ratos foram expostos a diferentes concentracGes de
microcistina-LR em sua &gua de beber (1, 5, 10, 20 e 40 pg.L™) e mantidos ao longo de 12
meses, para posterior estudo. Os resultados demonstraram que nesta exposi¢do cronica, 0
pulméo foi o 6rgdo mais vulneravel, além de danos a integridade do DNA mitocondrial.

Lévesque et al. (2014) realizaram um estudo com os moradores que residem no
entorno de trés lagos no Canada que possuem histérico de floragdo de cianobactérias. A ideia
foi investigar se existia alguma relagdo entre a incidéncia de sintomas nessas pessoas e a
exposicdo didria as cianobactérias e cianotoxinas. Os resultados indicaram que o0 contato

recreacional esteve relacionado apenas a sintomas gastrointestinais e, nas pessoas que
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receberam agua de abastecimento de uma fonte contaminada, foi observado um aumento nas
dores musculares, gastrointestinais, e sintomas na pele e ouvido.

Essas pesquisas com animais e seres humanos demonstram as possibilidades de
contaminagdo e 0 modo que as cianotoxinas podem prejudicar o sistema imunoldgico de seres
vivos. Diante dessas e de outras possiveis consequéncias ainda ndo estudadas ocasionadas por
contaminagdo com cianotoxinas, torna-se essencial o tratamento da agua de abastecimento
antes de sua distribuicdo, de modo a garantir a salde da populacdo. Com isso, observa-se
também a necessidade de pesquisas que visem a remogao e o tratamento desses compostos de

maneira eficaz e segura.

3.2 Tratamento avancado de dguas de abastecimento

As Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) convencionais s3o compostas basicamente
pelas etapas de coagulacdo, floculagcdo, sedimentacdo, filtracdo e desinfeccdo (BRASIL,
2004), sendo capazes de remover parte significativa dos organismos, substancias e outros
materiais presentes na agua, como areia, matéria organica, substancias humicas e
microrganismos patogénicos. Os poluentes emergentes, como os residuos farmacéuticos e
produtos de higiene, podem ter efeitos nocivos na salde humana e no ambiente (JIANG;
ZHOU; SHARMA, 2013), tendo em vista que ndo sdo removidos, em geral, ao longo das
etapas de tratamento mais comumente empregadas nas ETAs. As cianotoxinas tambéem
pertencem a esse grupo de poluentes e necessitam de técnicas avancadas de tratamento para
sua remogdo. Elas podem se apresentar em ETAs de duas formas: toxinas intracelulares
(ligadas dentro das células das cianobactérias) e extracelulares (dissolvidas) (JURCZAK et
al., 2005).

Pouco se sabe a respeito do comportamento das cianotoxinas no meio ambiente,
embora estudos indiqguem um potencial de acumulagdo em sedimentos de lagos
(MAGHSOUDI et al., 2015). No entanto, existem estudos a respeito de diferentes técnicas
para a remog¢do das cianobactérias ou das cianotoxinas das aguas de abastecimento. Uma
delas consiste na remoc¢édo de cianotoxinas por meio de mecanismos quimicos, com o uso de
agentes oxidantes (por exemplo, cloro). O estudo de Ma et al. (2012) relatou a resposta de
células de Microcystis aeruginosa a presenca de cloro em diferentes concentracdes e tempo de

contato prolongado, com o objetivo de analisar a liberacdo de toxinas e sua respectiva
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degradacdo. A concentracdo inicial de toxinas intracelulares foi de 105 pg.L™ e as
extracelulares estavam abaixo do limite de deteccdo. Foi constatado que tanto a liberacao
quanto a degradacdo dependeram do pH, tempo de contato e dose de cloro aplicada.
Inicialmente, foi observada degradacéo das toxinas intracelulares em todas as doses de cloro
testadas. Entretanto, os resultados indicaram que a cloragao contribuiu significativamente para
a liberacao de toxinas extracelulares e de substancias intracelulares, como toxinas e clorofila-
a. A degradacdo dessas toxinas extracelulares s6 foi observada a partir dos tempos de contato
correspondentes a liberacdo méxima dessas toxinas (tempos de contato de 60, 30 e 1 minutos
em doses de cloro de 1,2, 1,6 e 2,0 mg.L™ em, respectivamente).

O trabalho de Rodriguez et al. (2007) comparou a remocdo de anatoxina-a,
microcistina-LR e cilindrospermopsina a partir de diferentes concentracdes de agentes
oxidantes (ozonio, permanganato e cloro). Houve variacdo de remocdo das toxinas de acordo
com os agentes quimicos utilizados. A remocdo de 95% foi possivel a partir de variadas
concentracbes de ozonio da ordem de 0,25, 0,38 e 0,75 mg.L™” para o tratamento de
microcistina-LR, cilindrospermopsina e anatoxina-a, respectivamente. O uso de 1,5 mg.L™* de
permanganato removeu apenas 10% de cilindrospermopsina, ao passo que essa mesma
concentracdo foi capaz de remover completamente a microcistina-LR. Aproximadamente 0,5
mg.L™ foi suficiente para remocéo da anatoxina-a. O tratamento com cloro foi 100% eficaz na
remogdo de microcistina-LR e de cilindrospermopsina para dosagens de 3,0 e 1,5 mg.L™
respectivamente, ndo apresentando resultados satisfatorios para a anatoxina-a (remocao de
15% a uma concentracdo de 3,0 mg.L™). As concluses principais deste estudo foram os
tratamentos mais adequados para cada caso: permanganato para remocao de anatoxina-a e
microcistina-LR; cloro para oxidacdo de cilindrospermopsina e microcistina-LR; e 0z6nio
para todas as toxinas avaliadas.

Alguns pesquisadores analisaram a remocéo fisica, como a técnica de microfiltragéo
estudada por Sorlini, Gialdini e Collivignarelli (2013), que demonstraram a eficacia dessa
tecnologia para a remogdo de cianobactérias (cerca de 98% de eficiéncia) e de algas (98 a
99%). A eficiéncia de remocdo de células das cianobactérias nas diferentes operacGes
unitarias em uma ETA depende das espécies-alvo (Zamyadi et al., 2013), principalmente de
sua morfologia (e.g, colonial, filamentosa ou unicelular). No entanto, mesmo que as
cianobactérias sejam removidas, pode ocorrer liberacdo e transpasse das cianotoxinas na
forma dissolvida.

Jurczak et al. (2005) estudaram a remocdo de microcistina (variantes -LR, -RR e —

YR) em uma ETA que capta dgua do reservatorio de Sulejon (Pol6nia) entre 2002 e 2003. As
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analises de toxina foram feitas a cada etapa do tratamento, que sdo: pré-oxidacao, coagulacgéo,
filtro de areia, ozonizacdo e cloracdo. A maior concentracdo de microcistina registrada na
4gua afluente @ ETA foi de 6,7 pg.L™, que foi associada a ocorréncia de bloom no
reservatorio e lise das células. Dentre as etapas, a mais efetiva correspondeu a filtragdo, em
que houve uma queda de 75,4% em relacdo a etapa anterior. Foi observado que houve
completa remocdo da microcistina ao final da ETA, indicando que esses processos foram
suficientes para as concentracOes afluentes.

A adsorcdo de cianotoxinas a partir de filtros com carvao ativado também tem
demonstrado eficiéncia nos estudos realizados. Guerra et al. (2015) avaliaram a remocéo de
toxina simulando uma ETA incluindo as etapas de coagulacdo, floculacdo e sedimentacéo,
seguida por filtro de areia. Ao final destas etapas foram adicionados filtros de CAG. Os dois
CAGs estudados eram de casca de coco, diferenciados com relacdo a granulometria (14 x 40
mesh e 8 x 30 mesh). A &gua utilizada era do acude Acaund (Itatuba, PB) e concentracdo de
MC-LR inicial foi de 20 ug,L™. Os resultados indicaram que ao final do filtro de areia, foi
observada remocéo significativa de cor e turbidez, sendo pouco eficiente na remocdo de
microcistina. Isto poque, apds a sedimentacdo, houve um decréscimo de apenas 13 a 14 % na
concentracdo de toxina e o filtro de areia foi responsavel pela remocéo de 6 a 7%. Portanto, a
4gua afluente aos filtros de CAGs estava com concentragdo de 18 pg.L™, indicando a
necessidade de etapas complementares para remocdo da microcistina. O uso de filtro de CAG

demonstrou eficiéncia, uma vez que, em ambos os filtros, a remocao atingiu entre 75 e 85%.

3.2.1 Adsorcdao com CAG

O carvao ativado pode se encontrar na forma de CAG (granular) ou CAP (também
chamado de pulverizado) com varia¢cdes em relacdo a sua porosidade, material de origem e
forma de ativacédo, alterando, portanto, a sua capacidade de adsorgéo.

O fenbmeno de adsorcdo consiste em uma acumulacdo espontanea de um fluido ou um
gés na superficie de um sélido devido as suas forgas atrativas (VERAS, 2006), sendo que o
adsorvente é o solido sobre o qual ocorre a adsorcdo e o adsorvato representa a espécie
adsorvida. Reali, Paz e Daniel (2013) afirmaram que a capacidade de adsorcdo esta
relacionada a diversos fatores como tamanho e estrutura dos poros, reatividade dos diferentes

componentes do material, caracteristicas do adsorvato e da dgua. Buchanan, Roddick e Poter
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(2008) também relacionaram sua capacidade de adsorcdo devido a elevada superficie em
relacdo ao seu volume. Dessa maneira, diferentes tamanhos de poros podem ser capazes de
adsorver variadas moléculas, resultando em vantagens e desvantagens com relacdo ao uso de
CAG ou CAP (Tabela 2).

Tabela 2 - Vantagens e desvantagens entre 0s usos dos carvdes ativados granular (CAG) e em p6 (CAP)
CAG CAP

Menor uso de carvédo por volume

) Baixo custo de implantagédo
de 4gua

Recomendavel na  presenca | Possibilidade de alteracdo na

continua de microcontaminantes | dosagem e emprego sazonal

Vantagens _ :
3 Facilidade  operacional  no
Menor geracdo de subprodutos na L
_ y y controle  de  contaminacdo
desinfeccdo pela adsorcdo da ] _
- . ocasional por contaminantes
matéria organica natural .
organicos

Eventuais superdosagens
Pode ocorrer dessor¢do dos _ 5
. ) quando aplicado na captacdo ou
compostos organicos adsorvidos — ) ) o
na unidade de mistura rapida

e, ocasionalmente, o poluente i : _
Desvantagens ] Maior quantidade de residuos
efluente ser maior que o afluente
gerados na ETA

Maior custo de implantacdo do | N&o reutilizavel

sistema Menor desempenho
Fonte: AWWA (2012); Reali, Paz e Daniel (2013)

Com relacéo a diferenca de usos, Reali, Paz e Daniel (2013) reforcaram que o CAG é
recomendado quando ha presenca continua de contaminantes na agua a ser tratada (eg.,
cianotoxinas) e por meio de leitos fixos (filtros), enquanto que o CAP é utilizado em eventos
esporédicos nas ETAs, ou seja, em situagdes emergenciais (e.g., contaminacdo acidental ou
odor e gosto na agua), em que o CAP ¢é adicionado em forma de suspensdo na agua a ser
tratada.

O carvao ativado pode ser obtido a partir de diversas matérias primas, tais como casca
de coco, madeira, 0sso de animais, plastico, pneus, entre outras. Para isso, a matéria-prima de
origem € submetida aos processos de carbonizagéo e ativacdo a fim de criar uma superficie

capaz de adsorver contaminantes (BRANDAO; SILVA, 2006). Os autores ainda afirmaram
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que forcas quimicas sdo responsaveis por manter os adsorvatos na superficie, tais como:
pontes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo e forcas de van der Walls, sendo que o
processo de adsorcdo de moléculas pelo material adsorvente pode ser descrito conforme a
Equacdo 1, em que A é o adsorvato; B é o adsorvente; A.B é o adsorvato adsorvido ao

adsorvente.

A+B2AB (Equagdol)

As moléculas do adsorvato vao se acumulando na superficie do carvéo ativado até que
a adsorcdo (—) seja igual a dessorcdo (<), alcancando-se o equilibrio. O fenbmeno de
dessorcdo pode ocorrer devido a alteragdes na concentracdo de outros compostos ou pela
diminuicdo na concentracdo do adsorvato no afluente.

Existem diversos fatores intervenientes na cinética de adsorcdo que sdo de suma
importancia para o sucesso da remocdo de microcontaminantes (ZAGO, 2010), como as
cianotoxinas. Masschelein (1992) cita a temperatura e o pH como exemplos destes, sendo que
a temperatura é capaz de afetar a concentracdo de equilibrio e a taxa de adsorcdo, e faixas
maiores de pH normalmente prejudicam a adsor¢do. Pendleton, Schumann e Wong (2001)
constataram que em faixas menores de pH houve maior adsor¢do de microcistina, levantando
algumas hipoteses para justificar essa ocorréncia. Por exemplo, ao diminuir o pH, a
solubilidade da molécula de microcistina também diminui, e portanto, espera-se maior
afinidade com a superficie do carvdo. Gautam et al. (2015) estudaram a adsorcdo de tartrazina
com carvao ativado de origem vegetal, e também verificaram que quanto menor o pH, maior
foi a remocao da substancia estudada e, quanto maior a temperatura, mais favorecida foi a
adsorcédo. A faixa de pH estudada foi de 2 a 10 e as temperaturas analisadas foram de 30, 40 e
50°C.

Outro fator que influencia o processo de adsorcdo € o formato dos poros do sélido
adsorvente. Por exemplo, os poros em formato conico sao eficientes na adsorcédo de particulas
pequenas e grandes, enquanto que poros no formato cilindrico podem ser obstruidos por uma
molécula grande ou uma particula coloidal, logo na entrada do poro, reduzindo sua eficiéncia
(MASSCHELEIN, 1992). O carvao de origem vegetal (e.g., casca de coco) caracteriza-se por
poros de estrutura cilindrica e, o mineral, por estrutura conica (OLIVEIRA; AZEVEDO,
2004). Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 1985), os poros
podem ser classificados de acordo com seu tamanho, conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 - Classificacdo dos poros de carvao ativado de acordo com seus tamanhos, sendo eles microporos,
Mesoporos OU Macroporos

Classificacéo Diametro (nm)
Microporos <20
Mesoporos 2,0a50,0
Macroporos > 50,0

Fonte: IUPAC (1985)

A caracterizacdo do carvdo ativado inclui pardmetros como: &rea superficial,
distribuicdo dos tamanhos dos poros, nimero de iodo, indice de azul de metileno, teor de
umidade e de cinzas, entre outros.

A superficie especifica consiste na area superficial total por unidade de massa do
adsorvente. De acordo com Muranaka (2010), seu célculo considera toda a superficie do
material, incluindo as superficies internas (que considera as paredes dos microporos) e
externas (inclui a superficie ndo porosa e as paredes dos meso e macroporos) (Figura 2). A
superficie interna apresenta energia de adsor¢do duas vezes maior do que a superficie externa,

devido & menor distancia entre as paredes dos microporos.

Microporo Mesoporo

= Superficie externa = Superficie interna

Figura 2 — Representacdo esquematica da superficie especifica de um adsorvente, que é composto por superficies
internas e externas. Fonte: Muranaka (2010)

Uma das formas de se expressar a superficie especifica do carvdo ativado, em m?.g™, é
por meio da técnica BET, calculada de acordo com a equacao sugerida por Brunauer, Emmett
e Teller (BRUNAUER; EMMETT,; TELLER, 1938). A isoterma BET pode ser obtida por
meio da adsorcdo do gas nitrogénio (Ny) a 77 K (BRANDAO; SILVA, 2006), medindo-se as
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caracteristicas de saturacdo do carvdo com este Unico composto gasoso (MASSCHELEIN,
1992), resultando em dados como a area superficial, volume e distribui¢cdo dos tamanhos dos
poros.

O estudo das isotermas auxilia no entendimento dos complexos mecanismos de
interacdo entre o adsorvato e o adsorvente (GAUTAM et al., 2015). Segundo as
recomendacdes da IUPAC (1985), a maioria das isotermas obtidas pela adsorcdo fisica de
gases se apresenta de acordo com um dos seis tipos representados de acordo com a Figura 3,
em que a abscissa (P/Py) corresponde a pressao relativa, ou seja, a razdo entre a presséo do gas
e a pressao de vapor do gas utilizado, enquanto a ordenada reflete o volume de gas que é

adsorvido pelo material adsorvente.
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Figura 3 - Tipos de isotermas que podem ser obtidas a partir da adsorcéo fisica de gases, em que a abscissa
(P/Py) corresponde a razdo entre a pressao do gas e a pressdo de vapor do gas utilizado, enquanto a ordenada
reflete o volume de gés que é adsorvido pelo material adsorvente. Fonte: IUPAC (1985)

O Tipo | de isoterma € concavo em relacdo ao eixo das abscissas e tende a um valor
constante. E uma isoterma comumente encontrada e caracteristica de s6lidos microporosos e
de area superficial menor. A isoterma do Tipo Il corresponde a forma normalmente obtida em
adsorvente macroporoso ou nao-poroso, ocorrendo adsor¢cdo em mono e multicamadas, sendo
que o ponto B indica a fase em que a monocamada se completou e ocorreu o inicio da

adsorcdo em multicamada.
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A isoterma Tipo Il ndo é comum e, por se apresentar convexa em relacdo a todo o
eixo das abscissas, ndo apresenta um ponto B. O Tipo IV é mais comum para adsorventes
COm mesoporos e ocorre quando as curvas de adsor¢éo e dessor¢cdo ndo coincidem, ocorrendo
o fendmeno chamado histerese.

O Tipo V é incomum de ocorrer e esta relacionado ao Tipo Ill, uma vez que as
interacdes entre adsorvato e adsorvente sao fracas. Por fim, o Tipo VI ocorre em superficies
uniformes ndo-porosas, e € constituido por degraus, em que cada degrau representa uma
camada adsorvida.

A histerese ocorre quando as curvas de adsor¢do e dessor¢do nao coincidem, sendo

que héa quatro classificacGes baseadas em suas formas de acordo com a IUPAC (Figura 4).

Quantidade adsorvida ——»

Pressio relativa ——»

Figura 4 - Tipos de histereses que podem ser obtidas a partir da adsorcdo fisica de gases, em que a abscissa
(P/Pg) corresponde a razdo entre a pressao do gas e a pressdo de vapor do gas utilizado, enquanto a ordenada
reflete o volume de gas que é adsorvido pelo material adsorvente. Fonte: IUPAC (1985)

A ocorréncia de histerese no trecho que corresponde a mdltiplas camadas é
normalmente associada a condensacédo capilar em estruturas com mesoporos. Dois tipos mais
extremos podem ser observados nos casos H1 e H4. Em H1, ha elevada absorcao de gas (eixo
das ordenadas) visto que € caracterizada por dois tragos verticais e praticamente paralelos,
enquanto que em H4, eles permanecem também paralelos, mas proximos a horizontal,
evidenciando uma variagé@o na presséo relativa (eixo das abscissas). Os tipos H2 e H3 podem

ser considerados intermediarios desses dois extremos.
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Existem algumas relacGes entre o tipo de histerese e a estrutura dos poros. O tipo H1 é
normalmente associado a baixa variacdo na distribuicdo dos poros. A IUPAC afirma que,
embora seja caracteristico de muitos adsorventes porosos, na histerese do tipo H2 ndo é
possivel definir uma distribuicdo dos formatos e tamanhos dos poros. O tipo H3, que nédo
apresenta qualquer limitacdo na adsorcdo a altas pressdes relativas, esta relacionado a poros
com formato de fendas, assim como o tipo H4.

Além das andlises citadas que incluem adsorcdo na fase gasosa, também é possivel
caracterizar a distribuicdo dos poros no carvao por meio de analises que envolvam a adsorcao
em fase liquida de alguns adsorvatos especificos, como é o caso do azul de metileno e do iodo
(JAGUARIBE et al., 2005).

O indice de Azul de Metileno (IAM) indica a mesoporosidade do carvéo. Isto porque,
para ser adsorvida, a molécula de azul de metileno requer poros com abertura de no minimo
1,3 nm, ainda que apresente diametro médio de 0,8 nm (BARTON, 1987). Este indice
consiste na massa de azul de metileno que é adsorvido quando a concentracdo residual é de
0,24 mg.L™t (KURODA, 2006). Por outro lado, o nimero de iodo (NI) é definido como a
massa de iodo adsorvida, em mg por g de carvdo ativado, e pode ser um indicativo da
microporosidade do carvdao (SAKA, 2012). Mauller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009)
observaram uma correlacdo significativa entre esse indice e a microporosidade dos CAPs
analisados (R®> = 0,96). A molécula de iodo possui dimensdo aproximada de 1 nm e é
adsorvida, portanto, pelos microporos (LIMA, 2014). No Brasil, a norma EB-2133 (ABNT,
1991) sugere valores de referéncia para alguns parametros, recomendando para 0 numero de
iodo um limite minimo de 600 mg.g™ para carvées a serem utilizados no tratamento de 4gua.

Fatores como a massa especifica aparente e teor de cinzas também sdo importantes
para a caracterizacdo do carvdo ativado. A massa especifica aparente € utilizada para se
estimar a massa de carvao necessaria para preencher o volume de um leito adsortivo (LIMA,
2014), sendo que AWWA (2012) recomenda que seu valor seja superior a 0,20 g.cm™
enquanto que a ABNT (1991) sugere um valor para massa especifica aparente entre 0,20 e
0,75 g.cm™. O teor de cinzas, que é afetado pelo seu processo de fabricacéo e pela origem da
matéria prima (LIMA, 2014), indica a pureza do carvdo (BRANDAO; SILVA, 2006), sendo
recomendado um teor maximo de 8% de acordo com AWWA (2012). Além desses fatores,
devem ser considerados outros, como pH e teor de umidade. O pH pode fornecer dados dos
agrupamentos quimicos ligados a superficie do carvdo que podem influenciar na adsorcao, por
serem de natureza &cida, basica ou neutra (MARSOLLA, 2015). Com relacdo ao teor de

umidade, Marsolla (2015) afirmou que a agua presente no carvao ativado € resultante da
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combinacéo entre a umidade superficial e a inerente ao produto, sendo que AWWA (2012) e
ABNT (1991) recomendam um valor de até 8%.

Ainda que esses parametros sejam importantes para a caracterizacdo do carvao, a
elaboracdo de uma isoterma para a avaliagédo da remogéo de determinado composto consiste
no melhor indicador de potencialidade para o uso de um determinado tipo de carvdo (DI
BERNARDO; DANTAS, 2005). As isotermas sdo representadas graficamente pela relacéo
entre a concentracdo de equilibrio do adsorvato em solugdo (C.) e a massa de adsorvato por
unidade de adsorvente (ge) (MCCABE, SMITH e HARRIOTT, 1993; GUERRA, 2012). Ap06s
o0 equilibrio da solucdo, é possivel determinar a concentracao final do adsorvato por meio da
Equacéo 2:

1%
de = o (Co— Cp) (Equacao 2)

Em que:
ge: concentracdo de equilibrio da fase adsorvente (mg adsorvato/g adsorvente);
Co: concentracdo inicial do adsorvato em solucdo (mg adsorvato/L solucéo);
Ce: concentracéo de equilibrio do adsorvato em solucdo (mg adsorvato/L solucéo);
V: volume da solucéo (L);

M: massa do adsorvente (Q).

As isotermas podem ser descritas por muitos modelos matematicos, mas 0s mais
comuns sdo os de Langmuir e o de Freundlich (MULLER, 2008). O modelo de Langmuir
assume que a superficie do adsorvente é homogénea (MARSOLLA, 2015) e, portanto, ndo
descreve os dados de adsorcédo tdo precisamente (GUERRA, 2012). O modelo é representado
conforme a Equacdo 3 e na forma linearizada de acordo com a Equacéo 4:

Qmax-b-C .
qe = ;nj_x—bc: (Equagdo 3)
1 1 1
— = + (Equacgdo 4)

qe Qmax . b . Ce Qmax
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Em que:
ge: massa de adsorvato por unidade de adsorvente (mg.g™ ou mol.g™);
Ce: concentracdo do adsorvato no equilibrio (mg.L™ ou mol.L™);

b, gmax: COeficientes a serem determinados experimentalmente.

Guerra (2012) afirma que a constante b esta relacionada a energia de adsorcéo,
enquanto que Omax, @ concentracdo de uma camada de recobrimento do adsorvente pelo
adsorvato. Existe também outra constante, denominada fator de separagdo ou parametro de
equilibrio (RL), que é um indicador adimensional do processo de adsorcdo e que é definida

conforme a Equacéo 5:

po 1
L7 1+ b.c,

(Equacao 5)
Em que:
Co: concentragdo inicial do adsorvato (mg.L™);

b: constante de Langmuir (L.mg™).

O valor da constante R, indica se o tipo de isoterma é desfavoravel (R_> 1), linear (R_
= 1), favoravel (0 < R_ < 1) ou irreversivel (R, = 0) (HALL et al., 1966; SALMAN;
HAMEED, 2010; KONER; PAL; ADAK, 2012).

A equacdo de Freundlich consiste em um modelo empirico que descreve sistemas
heterogéneos (HAMEED et al., 2009), sendo utilizada para ajustar dados experimentais de
adsorcdo de solutos em superficies solidas (ZAGO, 2010). Devido a sua proximidade de
correlagdo com os dados experimentais, consiste no modelo mais utilizado na descricdo dos
processos de adsorcéo para dgua de abastecimento (COELHO; VAZZOLER; LEAL, 2012). O
modelo é representado conforme a Equacdo 6 e na forma linearizada de acordo com a

Equacdo 7:

1

g. =k .C,n (Equacao 6)

1
logg, = - JdogC, + logk (Equacgdo 7)
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Em que:
ge: massa de adsorvato por unidade de adsorvente (mg.g™ ou mol.g™);
Ce: concentracdo do adsorvato no equilibrio (mg.L™ ou mol.L™);

k, n: coeficientes a serem determinados experimentalmente.

A constante k estd em funcao da capacidade de adsorcéo do adsorvato pelo adsorvente
(GUERRA, 2012), portanto, quanto maior seu valor, maior sua capacidade de adsorcao
(PIZA, 2008), ao passo que o coeficiente n esta relacionado com a forca de ligacdo da
adsorcdo (GUERRA, 2012), ou seja, indica a existéncia de afinidade entre adsorvato e
adsorvente (PI1ZA, 2008).

3.2.2 Adsorcao de cianotoxinas com carvao ativado

Devido as variadas caracteristicas que o carvao ativado pode apresentar, algumas
pesquisas avaliaram o uso de carvao ativado para remocgdo de cianotoxinas, demonstrando
resultados eficientes. Ho et al. (2011) compararam a remocdo de microcistina e de
cilindrospermopsina de amostras de agua da entrada de trés ETAs a partir de dois tipos de
CAP comerciais. Embora ndo haja referéncia sobre a origem dos carvdes, os resultados
apresentaram uma melhor adsorcéo para o0 CAP de diametro efetivo menor, uma vez que, para
este, foram necessarias menores doses de carvao para atingir o limite de toxinas estabelecido
pela OMS (1 pg.L?). O mesmo trabalho também indicou que n&o houve diferenca
significativa entre os tempos de contato utilizados (30, 45 e 60 minutos).

No trabalho de Miiller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009), cinco tipos de CAP (origens
variando entre dois de madeira, casca de coco, 0sso e antracito) foram caracterizados e
utilizados para adsor¢cdo de microcistina. Constatou-se que o0s carvfes de madeira
apresentaram maior volume de mesoporos (0,21 e 0,28 cm®.g™) enquanto que o de coco,
maior volume de microporos (1,29 cm®g™®) e menor de mesoporos (0,13 cm’.g™). Os
resultados demonstraram melhores resultados para o carvao de origem madeira, seguidos
pelos de coco, 0sso e antracito. O melhor resultado foi relacionado as caracteristicas
encontradas pelo carvdo de madeira, incluindo maiores valores do nimero do iodo, da

capacidade méaxima adsortiva e do volume de microporos secundarios e mesoporos.
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Huang, Cheng e Cheng (2007) também relacionaram as caracteristicas do carvéo
ativado com a capacidade de adsorcao de microcistina. Foram considerados trés tipos de CAG
para remocdo da toxina. Além disso, foi analisado o comportamento da adsorcdo na presenca
de matéria orgénica natural, uma vez que foi coletada &gua para estudo em uma estagdo de
tratamento de &gua antes do processo de cloracdo. Os resultados confirmaram que a
capacidade de adsorcdo aumentou para o0s carvdoes com maior volume de mesoporos e
macroporos. Além disso, houve uma reducdo na capacidade de adsor¢do da microcistina na
presenca de matéria organica devido a competicéo pelos poros.

Pendleton, Schumman e Wong (2001) utilizaram carvdes a base de madeira e de coco
para a remocdo de microcistina-LR. Os carvfes de madeira continham microporos e
mMesoporos, enquanto que os de coco eram essencialmente microporosos. Ao diminuir o pH da
solugcdo, foi observado um aumento na capacidade adsortiva dos carvdes. Entretanto,
caracteristicas como a superficie quimica e o volume de microporos primarios nao tiveram
influéncia na capacidade de adsorcdo da toxina. Portanto, os autores sugeriram que a
combinacdo de microporos secundarios e mesoporos sdo 0S principais critérios a serem
selecionados na escolha de um adsorvente para esta finalidade.

Albuquerque Janior et al. (2006) analisaram a remogcdo de [D-Leucina‘]microcistina-
LR a partir do uso de carvdes ativados obtidos de residuos agricolas brasileiros, tais como
madeira de pinus e bagacgo de cana-de-agucar. A concentracgdo inicial de toxina utilizada foi de
11 mg.L™, sendo que os carvdes de cana-de-aclcar e de madeira obtiveram remogdo méxima
de 98,73 e 99,27%, respectivamente, e adsorcdo em monocamada de 161,3 e 200 ug.mg™. De
acordo com os autores, 0s carvdes a serem utilizados em ETAs para este tipo de poluente-alvo
devem ter porosidade minima de 0,35 cm®.g™ de volume de microporos secundarios e 0,39

cm®.g™ de volume de mesoporos.

3.2.3 Biodegradacéo de cianotoxinas

O CAG ¢ usualmente utilizado no tratamento de agua de abastecimento, uma vez que
¢ capaz de adsorver grande parte das substdncias presentes na &gua, além possibilitar a
colonizagdo de bactérias e protozoarios devido aos seus macroporos (YAPSAKLI; CECEN,
2010), e com isso favorecer a formacao de biofilme. Os filtros de CAG que possibilitam a

formacéo do biofilme sdo normalmente denominados, por alguns autores, de filtros de carvéo
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ativado biologicos (CAB) (VELTEN et al., 2011). Esses pesquisadores relataram que ha uma
consideravel mudanca na eficiéncia do filtro quando o mesmo passa de CAG para CAB. No
caso da filtracdo para remocdo de cianotoxinas, depois de um periodo necessario para a
formagéo do biofilme, a remocéo tende a ocorrer por ambos os fendmenos (biodegradacdo e
adsorcdo) (MEREL et al., 2013).

Wang et al. (2007) compararam a remog¢édo de MC-LR e MC-LA a partir de trés tipos
de filtros, sendo um de CAG esterilizado (adsorcdo), um de areia (biodegradacdo) e um de
CAG convencional (adsorcdo e biodegradacao). No filtro de CAG esterilizado, foi observada
diminuicdo na capacidade de adsorcdo ao final de seis meses, passando de completa remogéo
para cerca de 70 e 40 % de MC-LR e MC-LA, respectivamente. Esta reducdo foi relacionada
a competicdo da matéria organica com a toxina pelos sitios de adsor¢cdo. No filtro de areia,
ndo foi observada remocdo e somente a partir de sete meses que as toxinas foram
completamente removidas, sendo isto atribuido a formacdo de biofilme e, portanto, a
biodegradacdo. No filtro de CAG convencional, foi observada completa remocéo das toxinas,
exceto por uma leve queda inesperada proxima aos 30 dias, que foi atribuida ao inicio da
remoc&o pelo processo de biodegradacgao. Fatores como a temperatura e a densidade inicial de
bactérias interferiram na capacidade de adsorcdo, sendo as maiores remogdes ocorrendo a 25
e 30 °C (a 22 e 40 °C néo foi observada remoc¢édo) e para maiores densidades bacterianas
(melhor resultado para 7,6 x 10" células.mL™). N&do foram identificados os microrganismos
responsaveis pela biodegradacao.

A possibilidade de biodegradacdo das cianotoxinas em filtros aumenta a necessidade
de pesquisas que identifiguem microrganismos potencialmente capazes de degrada-las. A
biodegradabilidade das cianotoxinas pode variar de acordo com a sua estrutura quimica,
condigdes intrinsecas da molécula e com as caracteristicas ambientais. Ho et al. (2012)
destacaram que a microcistina-LR é mais facilmente degradada biologicamente que as
saxitoxinas e Alves (2011) citou que as microcistinas sdo suscetiveis a degradacdo por
algumas bactérias encontradas em ambientes naturais (e.g., rios e reservatérios).

No Brasil, ainda existem poucos estudos sobre a remocao bioldgica de cianotoxinas e
de outros compostos sintetizados pelas cianobactérias (MINILLO et al., 2013). Alves (2011)
analisou o potencial de 35 bactérias isoladas de um sistema de abastecimento publico na
degradacédo da microcistina-XR. Os resultados apontaram que houve degradacéo da toxina por
seis das bactérias isoladas, sendo elas dos géneros Pseudomonas sp., Sphingomonas sp.,
Microbacterium sp., Agromyces sp., Bacillus sp. e Acinetobacter sp. De acordo com a

pesquisadora, esta Ultima foi considerada como o primeiro relato da linhagem capaz de
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degradar a microcistina-XR. Outro resultado importante na pesquisa foi a ndo formacéao de
subprodutos toxicos devido a biodegradacao.

Park et al. (2001) analisaram a degradacdo da microcistina por bactéria do género
Sphingomonas isolada de um lago hipertrofico. A bactéria foi incubada em temperaturas
diferentes (5, 10, 20 e 30°C) e foi possivel constatar que essa variavel teve significativa
influéncia na taxa de degradacdo, uma vez que quanto maior a temperatura, maior foi a taxa
de degradacdo. Além disso, foram realizados testes em meio livre de nutrientes organicos, ou
seja, em meio contendo apenas a microcistina e nutrientes inorganicos. O resultado foi uma
degradacdo quatro vezes mais rapida do que em meio contendo nutrientes organicos,
sugerindo que esse género de bactéria pode utilizar, com viabilidade, a microcistina como
fonte de carbono e energia. Isso corrobora a afirmacdo de Amé et al. (2006), que ressaltaram
gue a microcistina pode conter um elevado valor nutricional, seja como fonte de energia ou de
aminodcidos, bem como ser utilizada como fonte de carbono e de nitrogénio pelos
microrganismos.

Li et al. (2015) verificaram alguns fatores que contribuiram para a biodegradabilidade
das microcistinas. Para isso, foram coletadas amostras mensais no ano de 2010 do lago
Kasumigaura no Japdo e do filtro biologico que trata sua agua, e adicionava-se uma
concentraco inicial de microcistina de 100 pg.L™. Foram testadas variantes de microcistinas
isoladas e em conjunto (MC-LR, RR e YR). Foi observada significativa variacdo sazonal na
degradacdo, que dependeu da abundancia dos biodegradadores. Estes, por sua vez,
aumentaram conforme a elevacdo da temperatura da dgua, da concentracédo de clorofila-a e de
microcistina das amostras coletadas. Além disso, ndo houve nenhuma diferenca aparente na
biodegradabilidade das diferentes variantes, separadas ou em conjunto.

Zhang, Pan e Yan (2010) analisaram o potencial de degradacdo da MC-RR a partir de
uma bactéria do género Sphingopyxis sp. (USTB-05), isolada do Lago Dianchi (China). A
concentracdo inicial de MC-RR foi de 50,2 mg.L™. Apés um dia de fase lag, a toxina foi
completamente degradada em trés dias, atingindo uma taxa de degradacdo diéria de 16,7
mg.L™.

Eleuterio e Batista (2010) verificaram a degradacdo da MC-LR a partir de trés fontes:
in6culo de filtro de antracito, in6culo do lago Mead (Las Vegas, Nevada) e cultura pura de
Sphingomonas sp. (ACM-3926). A concentracdo inicial de toxina foi de 100 pg.L™, sendo
testadas amostras apenas com a toxina e amostras com fonte extra de carbono. Os resultados
de degradacdo diaria apenas com a toxina foram de 12,5, 11,2 e 13,8 pg.L™ para os inéculos

do filtro, do lado Mead e da Sphingomonas sp., respectivamente e, com a fonte extra de
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carbono foram de 7,2, 5,3 e 12,1 pg.L™. Esses resultados indicaram que a fonte adicional de
carbono inibiu a degradacdo da toxina. Além disso, foi identificada a bactéria Morganella
morganii no filtro de antracito e no lago Mead, sendo que neste também havia Pseudomonas
paucimobilis.

Esses resultados indicam a viabilidade de pesquisas que contribuam para o

entendimento e aplicacdo da biodegradacdo de cianotoxinas.

4. METODOLOGIA

4.1 Producgé&o de microcistina

Compreender as condi¢cGes mais adequadas para o cultivo de M. aeruginosa, bem
como sua relagdo com a producdo de toxinas, pode oferecer subsidios para estudos sobre o
tratamento da agua, a dindmica de cianobacterias em sistemas aquaticos e a avaliagdo do
estado trofico dos sistemas aquaticos. O objetivo desta etapa da pesquisa foi avaliar o
crescimento de uma cepa de cianobactéria M. aeruginosa em diferentes meios de cultura e
considerando diferentes tempos de exposi¢do de luz (fotoperiodo), bem como sua relagdo com
a producdo de microcistina. Foi identificada a condicdo de maior producdo de microcistina
para ajudar no desenvolvimento de futuras pesquisas cientificas em diversas areas do
conhecimento.

A cepa estudada de M. aeruginosa (BBO005) foi isolada a partir de amostra do
reservatorio de Barra Bonita, S&o Paulo, Brasil (coordenadas geograficas da barragem: 22° 31"
15"S e 48° 31' 43" W) e esta depositada na colecdo de Microalgas Cultura (WDCM835),
UFSCar, coordenada pelo professor Armando Augusto Henriques Vieira. Trés meios de
cultura diferentes foram testados: ASM-1, BG-11 e WC, todos em tubos de cultura de vidro
(50 mL de volume) com tampa de rosca. Estes meios foram esterilizados (121 °C durante 20
minutos) com o pH previamente ajustado para 8,0 e tamponado com TRIS a 0,5 g.L™. Esses
meios foram testados para observar se eles iriam influenciar a concentragdo da toxina final
devido as suas caracteristicas, uma vez que possuem diferentes composicdes em relacdo a

macro e micronutrientes (Tabelas 4, 5 e 6 dos meios ASM-1, BG-11 e WC, respectivamente).



50

Tabela 4 - Composicdo do meio ASM-1, incluindo férmulas e concentracdes dos reagentes (g.100 mL™)
utilizados na composicao das solucdes (soluces A, B, C e D) e o volume requerido de cada solugdo (mL.L™)
para compor o meio final

Solucéo (mL) /

Solucéo Reagente Reagente (g.L™
¢ J J L L de ASM-1
NaNO3; 8,50
MgCl,.6H,0 2,05
A 20
MgSO47H20 2,45
CaCl,.2H,0 1,45
KH>PO4 8,70
B 2,0
Na,HPO,4.12H,0 17,80
H3BO3 24,80
MnC|2.4H20 13,90
FeCl;.6H,0 10,80
C 0,1
ZnCl, 3,35
CoCl,.6H,0 0,19
CuCl,.2H,0 0,014
D EDTA.Na, 18,6 0,4

Fonte: Gorham et al. (1964).
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Tabela 5 - Composi¢do do meio BG-11, incluindo reagentes utilizados e suas concentra¢des da solugdo estoque
(9.L™), o volume requerido de cada solucdo estoque para preparo de um litro de meio e a descricdo da
composicdo da solugdo de micronutrientes

Reagente Solugao estoque (g.L™) Solucdo (mL) / L de BG-11
NaNO; 150 10
K,HPO, 40 1
MgS0,.7H,0 75 1
CaCl,.2H,0 36 1
Acido Citrico 6 1
Citrato de amonio férrico 6 1
Na,EDTA 1 1
Carbonato de sédio 20 1
Micronutrientes * 1

*Solucéo de micronutrientes

Reagente Solucdo estoque (g.L™)
H3BO; 2,86
MnCl.4H,0 1,81
ZnS04.7H,0 0,222
Na;Mo00,.2H,0 0,39
CuS0,4.5H,0 0,079
Co(NOs),.6H,0 0,049

Fonte: Rippka et al. (1979).



52

Tabela 6 - Composicéo do meio WC, incluindo férmulas e concentracdes dos reagentes (mg.L™) e descricdo das
composicdes da solucdo de metal traco e de vitamina

Reagente Solucéo estoque (mg.L™)  Solucdo (mL) /L de WC
CaCl,.2H,0 36,76 1
MgS0O,.7H,0 36,97 1
NaHCO; 12,6 1
K2HPO, 8,71 1
NaNO; 85,01 1
Na,Si03.9H,0 28,42 1
Solucdo de metal traco * 1
Solucéo de vitamina *x 1

* Solucéo de metal traco

Reagente Solucao estoque (g.L™) Solucéo final (em 1 litro)
Na,.EDTA - 4,36 g
FeCl3.6H,0 - 3,159

CuS0O4.5H,0 10,0 1mL
ZnS0,4.7H,0 22,0 1mL
CoCl,.6H,0 10,0 1mL
MnCl,.4H,0 180,0 1mL
Na;Mo004.2H,0 6,0 1mL
H3;BO3 - 1,009

** Solucgdo de vitamina

Reagente Solucéo estoque (g.L™) Solucéo final (em 1 litro)
Tiamina - 100 mg
Biotina 0,5 1mL
Vitamina B12 0,5 1mL

Fonte: Guillard e Lorenzen (1972).

Dois repiques foram realizados. O primeiro foi mantido durante um periodo de 14
dias e foi efetuado para possibilitar a aclimatagcdo da M. aeruginosa nas diferentes condicdes.
Este foi utilizado como in6culo para o segundo repique, o qual foi cultivado durante 30 dias
para 0 experimento de concentracdo da toxina. Em ambas as inoculag¢@es, foi mantido um

volume total de 20 mL de cultura em cada tubo com 10% de inéculo (18 mL correspondendo
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ao meio de cultura e 2 mL para M. aeruginosa). Cada meio de cultura foi testado em duas
condicdes diferentes de exposi¢cdo a luz. No segundo repique, as amostras foram cultivadas

em triplicata, para validar o experimento (Figura 5).

BG-11
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(aclimatag#io) (triplicata) (] fotoperiodo 24h

Figura 5 - Esquema das condicGes experimentais envolvidas no cultivo de M. aeruginosa em diferentes meios de
cultura e condigdes de luz

Durante o periodo do experimento, as culturas foram expostas a duas condicdes de
luz: i) fotoperiodo de 12 h; ou ii) fotoperiodo de 24 h. O cultivo com fotoperiodo de 12 h foi
mantido em uma sala com temperatura ambiente de 24 + 1 °C e intensidade da luz de 60
nE.m?s?, fornecida por lampadas de tubo fluorescentes. O outro cultivo também foi mantido
sob a mesma temperatura, mas em uma incubadora com um fotoperiodo de 24 h por dia. Estas
condicdes de cultura foram selecionadas com base nas caracteristicas com o qual a cepa foi
depositada e também de acordo com resultados prévios obtidos por Santos (2009), que
utilizou a mesma cepa para estudos de produgédo de microcistina.

As curvas de crescimento foram construidas a partir da leitura diaria da absorbancia
das culturas utilizando um espectrofotébmetro (750 nm). As fases lag, exponencial e
estaciondria foram assim estimadas em diferentes meios de cultura.

A fim de avaliar a concentracdo de microcistina, as culturas do segundo repique
foram mantidas durante 30 dias com a andlise correspondente da concentracdo da toxina apds
20 e 30 dias de cultivo.

A extracdo da cianotoxina seguiu 0 método proposto por Torokne et al. (2004) e
Yilmaz et al. (2008). Uma sequéncia de quatro etapas de congelamento e de descongelamento
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da amostra permitiu a liberacdo de toxinas intracelulares da cianobactéria por lise celular. A
quantificacdo de microcistina (ug.L™) foi realizada pelo método bioquimico do Ensaio do
Imunoadsorvente Ligado a Enzima - ELISA. Para verificar se houve diferenga estatistica
significativa (p < 0,05) na producdo de toxina entre as diferentes condi¢des analisadas, foi
utilizado o programa estatistico Design Expert — versdo 7, com auxilio de Anélise de
Variancia (ANOVA).

Para as proximas etapas do trabalho, foi necessario cultivar a M. aeruginosa a fim de
extrair a microcistina. A cepa de M. aeruginosa foi submetida as condi¢bes do resultado de
maior producdo de microcistina e foi realizado repique a cada 15 dias para aumento do
volume, chegando-se em um volume final de cultivo em torno de 160 L. Devido ao elevado
volume, este Gltimo cultivo foi desenvolvido em um fotobiorreator aerébio e sem condicdes
de assepsia. Ao final de 30 dias de cultivo, a cultura foi armazenada em garrafas PET de 2 L
(Figura 6) e a toxina foi extraida seguindo o método de Torokne et al. (2004) e Yilmaz et al.
(2008). Para utilizacdo da microcistina, o extrato foi centrifugado a 4°C e a 11.000 rpm por 10

minutos, armazenando o sobrenadante para posterior utilizagao.

—“mvr ey

Figura 6 - Armazenamento em garrafas PET de 2 L da cultura de M. aeruginosa, para posterior extracdo do
extrato de toxina

Destaca-se que o extrato utilizado foi do produto de lise das células de M. aeruginosa
e ndo de um extrato purificado. Ou seja, além da microcistina, o extrato continha compostos
orgénicos de origem intracelular que ndo foram removidos na centrifugacdo e, portanto,

poderiam competir com a microcistina pelos sitios de adsor¢do do carvado ativado. A
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vantagem € que esta situacdo se aproxima da realidade, uma vez que a agua coletada de um
lago eutrofizado provavelmente conterd compostos organicos além da toxina (BRANDAO;
SILVA, 2006).

4.2 Caracterizacdo de diferentes carvfes comerciais

Foram analisados trés CAG comerciais, sendo cada um fabricado a partir de matéria
prima diferente: casca de coco (Carvao 1), mineral (Carvao 2) e osso (Carvdo 3). Os
parametros avaliados foram: pH, teor de cinzas, massa especifica aparente, umidade, indice de
azul de metileno (IAM), nimero de iodo (NI), distribuicdo dos poros e area superficial
(superficie BET).

Para massa especifica aparente, umidade e NI, seguiram-se as recomendacfes da
ABNT (1991), mais especificamente as normas MB-3413, MB-3414 e MB-3410. O NI
consiste na massa de iodo adsorvida pelo carvéo ativado depois de um determinado tempo,
sendo o iodo residual determinado a partir da titulagio com uma solugéo de tiossulfato de
sodio (Figura 7a). O pH, o teor de cinzas e o IAM foram determinados de acordo com a
norma japonesa JIS K 1474 (2014). No ensaio de 1AM foi adicionada uma solucdo de
concentracdo conhecida de azul de metileno em uma massa de carvéo ativado, mantida sob
agitacdo por um determinado tempo (Figura 7b). Em seguida, o material foi filtrado e foi feita
a leitura da absorbancia do residual de azul de metileno, sendo a concentracdo determinada a

partir de uma curva de calibracéo.
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Figura 7 — Ensaios de Numero de lodo (NI) e Indice de Azul de Metileno (IAM). (a) Titulagdo de tiossulfato de
sodio referente ao ensaio da determinacdo do NI de acordo com a norma MB-3410 (ABNT, 1991). (b) Amostras
de carvdo mantidas sob agitagdo durante ensaio do 1AM, de acordo com a norma japonesa JIS K 1474 (2014).

A area superficial foi obtida a partir do ajuste dos dados de adsor¢cdo de N, a 77 K na
equacdo de BET. Para isso, foi estabelecida uma parceria com o Laboratério de Materiais
Carbonos (LMC) da UNIMEP de Santa Béarbara do Oeste (SP), que possui 0 equipamento
Autosorb-1 (Quantachrome Corporation). A distribuicdo dos poros foi obtida pelo método
NLDFT (Non-Local Density Function Theory) e, a area superficial de microporos, pelo

método comparativo t-plot.

4.3 Isotermas de adsor¢do de microcistina

Foram realizados ensaios de adsorcdo a fim de avaliar a remocao da microcistina a
partir dos trés CAG comerciais. Para isso, inicialmente foi necessario determinar o tempo de
equilibrio de adsorcéo de cada carvdo. Neste ensaio, foram fixadas a concentracdo de toxina e
a dosagem de carvao, variando-se apenas o tempo de contato das amostras, a fim de se
determinar o tempo de equilibrio ideal para cada carvdo. Os carvdes foram lavados com agua
deionizada e secos em estufa a 105 °C por 3 h antes da pesagem. A dosagem considerada de

carvéo ativado foi de 50 mg.L™ e a concentracéo inicial de microcistina, 30 pug.L™. A toxina
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foi diluida em agua deionizada, uma vez que a concentracdo do extrato de microcistina era da
ordem de 400 pg.L™. Os tempos testados foram de 0, 1, 2, 4, 8 e 24 h para todos o0s carvdes,
sendo que as amostras foram submetidas a agitacdo constante (200 rpm). O ensaio foi
realizado em duplicata, em erlenmeyers de 250 mL e com um volume total de amostra de 100
mL.

Depois de determinado o tempo de adsorcdo, foram conduzidos ensaios para
determinar a capacidade adsortiva dos carvdes ativados, ou seja, foram construidas as
isotermas de adsorcdo segundo a metodologia proposta pela norma D3860-98 da American
Society for Testing and Materials - ASTM (2014), que consiste em adicionar diferentes
massas de carvéo ativado em recipientes contendo uma mesma concentracdo de microcistina
(BRASIL; BRANDAO, 2005). Para tais ensaios, os carvdes foram lavados com é&gua
deionizada, secos em estufa a 105 °C por 3 h e triturados em um moinho de facas. As
amostras foram peneiradas em peneira de 300 um. Antes da pesagem dos carvdes, 05 mesmos
foram secos novamente em estufa a 105 °C. As dosagens de cada carvao utilizadas para os
ensaios foram de 20, 50, 100, 250, 500 e 1000 mg.L™, com concentragdo inicial de toxina de
100 pg.L™ e agitacdo constante de 200 rpm. O ensaio foi realizado em erlenmeyers de 250

mL, em temperatura de 27 £ 1°C, volume total de 100 mL e em duplicata (Figura 8).

Figura 8 — Vista do ensaio de isotermas de adsorc¢éo de microcistina. Depois de agitagio constante, as amostras
foram filtradas em membranas de fibra de nylon de 0,45 pum
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Foi utilizado o método bioquimico do ELISA em todos os ensaios para a
quantificacdo de microcistina (ug.L™). Depois de construidas as isotermas, os dados foram
aplicados aos modelos matematicos de Langmuir e de Freundlich a fim de observar o melhor

ajuste.

4.4 Pré-dimensionamento de filtros de carvao ativado

De acordo com Di Bernardo e Dantas (2005), é possivel determinar a area da coluna
de CAG a partir dos coeficientes das isotermas de Freundlich do composto a ser removido.
Para isso, € necessario estimar o tempo de contato necessario, que depende da vida Gtil do
carvdo. O tempo de contato estd relacionado com a espessura da camada de carvao
(normalmente entre 1 e 4 m) e com a taxa de aplicacdo (entre 150 e 800 m*.m2dia™).
Portanto, ao fixar uma dessas duas variaveis, calcula-se a outra, 0 que permite estimar a area

da coluna do CAG. As Equacdes 8 e 9 auxiliam no inicio dos calculos.

Geo - Pcag ~
TV = ————— Equacdo 8
CO - Ce o
TU = — (Equacgdo 9)
Geo

Em que:
TV: taxa volumétrica (L de agua filtrada/L de carvéo);
TU: taxa de uso do carvdo (g de CAG/L de agua escoada);
Jeo: Massa adsorvida para C. = Cy (mg de adsorvato/g de carvéo);
Co: concentracao inicial do adsorvato (mg/L);
Ce: concentragdo do adsorvato — média em toda coluna (mg/L);

Pcag: Massa especifica aparente do CAG (g/L).
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A partir das equacdes 10 e 11 e assumindo-se um tempo de regeneracdo do CAG,

calcula-se 0 volume de &gua que passard pela coluna nesse tempo e o volume de carvéo

necessario.
Vigua = Q . 365 (dias.ano™). T (Equagio 10)
Veac = Vagua (Equacao 11)
TV
Onde:

Vagua: VOlume total de agua que passara pela coluna em T anos (L agua);
Q: vazdo afluente (L.dia™);

Veac: volume de carvao ativado granular necessario (L CAG).
A partir desses resultados, e, assumindo-se uma taxa de aplicacdo superficial, é

possivel calcular a area e a altura da coluna do filtro em planta, de acordo com as EquacGes 12
e 13.

ACP = — (Equagdo 12)

— VCAG
¢ ACP

(Equacgao 13)

Em que:
ACP = Area da coluna em planta (m?);
Q: vazéo afluente (m*.dia™);
Tx: Taxa de aplicacdo superficial assumida (m®.m.dia™);

Hc: Altura da coluna (m).

O pre-dimensionamento de filtro de CAG foi realizado para o carvdo que apresentou o

melhor resultado para as isotermas de adsor¢édo, de acordo com as Equacdes 8 a 13.
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4.5 Ensaio de biodegradacao

O ensaio de biodegradacéo foi realizado em triplicata, em erlenmeyers de 250 mL
com tampdes de gaze e algoddo, mantidos por seis dias em uma incubadora sem luz a 24°C
(Figura 9). O meio de cultura selecionado foi o meio Zinder (ZINDER et al., 1984), uma vez

gue ndo possui fonte organica, sendo previamente esterilizado a 121°C por 20 minutos.

Figura 9 — Vista da incubadora em que o ensaio de biodegradacao foi mantido sem luz por seis dias a 24°C, em
erlenmeyers de 250 mL com meio de cultura Zinder, extrato de microcistina (parte do ensaio esterilizada, parte
ndo) e as bactérias Sphingomonas sp. e Brevundimonas sp.

As bactérias inoculadas foram a Sphingomonas sp. e a Brevundimonas sp.,
gentilmente cedidas pela técnica Eloisa Pozzi Gianotti do Laboratorio de Processos
Bioldgicos (LPB) da USP de Sdo Carlos (SP), que estavam isoladas e mantidas em glicerol a
50% em freezer a -80°C. Para reativagdo das bactérias, as mesmas foram cultivadas em meio
nutriente Broth, sendo posteriormente centrifugadas a 6.000 rpm por 6 minutos e ressuspensas
em solucéo salina de NaOH a 0,9%.

Cada erlenmeyer continha meio de cultura, bactéria e microcistina, exceto pelos
controles que eram compostos apenas pelo meio de cultura e toxina. Foram testadas trés
condic@es variando-se as bactérias:

)] Sphingomonas sp.;
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i) Brevundimonas sp.;
1)  Sphingomonas sp.+ Brevundimonas sp.

Cada condig&o foi inoculada com 10% de volume de bactéria (correspondendo, em
cada experimento, a 5,6 x 10° UFC.mL™ de Sphingomonas sp. e 6,3 x 10° UFC.mL™ de
Brevundimonas sp.) e a concentracdo inicial de toxina foi de 75 pg.L™. Além disso, 0 ensaio
foi repetido para duas variagdes do extrato de toxina:

)] Toxina esterilizada [antes da inoculacdo com a(s) bactéria(s)];
i) Toxina bruta, sem esterilizagéo.
No primeiro caso, o ensaio foi realizado com a toxina esterilizada a fim de garantir que
ndo haveria qualquer outro microrganismo capaz de degradar ou interferir no ensaio. Para a
esterilizacdo, o extrato foi filtrado em membrana de 0,22 um dentro da capela, sob condicdes
de assepsia. J& no segundo caso, optou-se por utilizar o extrato bruto, que provavelmente
possui outras substancias ou microrganismos além da microcistina, uma vez que o cultivo da
M. aeruginosa foi realizado sem condicdes de assepsia. Foi feita essa op¢do a fim de
averiguar se haveria interferéncia no ensaio devido a essa condi¢cdo menos controlada da
toxina. A quantificacdo de microcistina (ug.L™) foi realizada pelo método ELISA.
O resumo das trés etapas descritas referentes a metodologia pode ser observado na
Figura 10.

CULTIVO E EXTRAGAO

DA MICROCISTINA

Determinacdo da condicdo mais
favordvel para producéo de

microcistina

Construgdo das isotermas de adsor¢io
de microcistina

— ENSAIOS DE BANCADA

CARACTERIZAGAO DOS
CARVOES ATIVADOS
GRANULARES

microcistina

Ensaios de biodegradaciio da ]

Ensaios: Numero de lodo, Massa
especifica aparente, Umidade, pH,
Teor de cinzas, Indice de Azul de
Metileno, Area superficial (BET)

—

Figura 10 - Etapas referentes a metodologia da presente pesquisa, incluindo o cultivo e extragdo de microcistina,
a caracterizagdo das amostras de carvdo ativado granular e os ensaios de bancada para construcgdo das isotermas
de adsorcéo e para os ensaios de degradacdo bioldgica da cianotoxina
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo de microcistina

A Figura 11 apresenta os resultados do monitoramento das leituras diarias de
absorbancia das culturas, que foram cultivadas em diferentes meios de cultura e fotoperiodos.
Todas as curvas mostraram padrdes de crescimento semelhantes, com maiores taxas de
crescimento ocorrendo até 5 dias do inicio do cultivo, seguida por uma fase de crescimento

continuo. Nenhuma fase estacionaria foi observada durante estes 30 dias de monitoramento.

1000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0.500

0.250

Absorbancia [nm]

0.063

0.031

0.016
012345678 9101112131415161718192021222324252627282930

Dias
=—=ASM-1F =l=-WCF =4=BG-11F =¢<=ASM-1 =&=WC =0-BG-11

Figura 11 - Curvas de crescimento da M. aeruginosa sob diferentes condi¢des (meios de cultura: ASM-1, WC e
BG-11; fotoperiodos de 12 e 24 h, sendo o fotoperiodo de 12 h representado na legenda pela letra F) estimada a
partir da absorbéancia a 750 nm. Os valores representam as médias e seus respectivos desvios padrao

O monitoramento da absorbancia também permitiu identificar em qual condicdo a
cepa de M. aeruginosa provavelmente produziu mais biomassa, uma vez que a producdo de
biomassa pode ser estimada a partir da absorbancia. Os resultados indicaram que a leitura de

absorbancia mais elevada ocorreu no cultivo realizado no meio WC com o fotoperiodo de 12
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h. Ja a acumulacao de toxinas foi mais elevada apds 30 dias de cultivo para todas as condi¢fes
analisadas (p < 0,05, ANOVA) (Figura 12). Estudos de Giraldi (2014) indicaram que na fase
de crescimento exponencial houve maior taxa de producdo de toxina. No entanto, na fase
estaciondria, ocorreu maior acimulo da concentracdo de toxina devido ao maior tempo de

cultivo.

1000 -

m 20 dias
m 30 dias

Concentracao de microcistina (pug.L1)

Meios de cultura

Figura 12 - Concentracdo de microcistina (ug.L™) apds 20 e 30 dias de monitoramento a partir de diferentes
condicOes de cultivo (meios de cultura: ASM-1, WC ou BG-11; fotoperiodos de 12 ou 24 h). Os valores
representam as médias e seus respectivos desvios padrao

Verificando-se a homocedasticidade, a independéncia e a normalidade dos dados, foi
possivel utilizar a ANOVA para analise dos dados a partir do programa Design Expert.
Observou-se que os trés fatores (fotoperiodo, meio de cultura e dias de cultivo) interferiram
na concentracdo de microcistina (p < 0,05), sendo que ao considerar os diferentes meios, 0
fotoperiodo e os dias de cultivo apresentaram, respectivamente, efeito global negativo e efeito
global positivo. O efeito negativo se deu uma vez que quanto maior o fotoperiodo, menor foi
a concentracdo de toxina, enquanto que o positivo, quanto maior o tempo, maior a
concentracdo de toxina. Ao comparar os fotoperiodos, ndo houve diferenca de concentragédo
de toxina entre ASM-1 e BG-11 (p > 0,05), ao contrario do meio WC (p < 0,05). Portanto, de
acordo com todos os resultados, as condigdes em que a cepa de M. aeruginosa é cultivada
afeta significativamente a concentracdo de microcistina. H& evidéncias de que a intensidade

da luz, temperatura, metais trago e nutrientes sdo fatores que influenciam a producéo de
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cianotoxinas (MORAIS, 2012), sendo que o presente trabalho também indicou influéncia do
fotoperiodo. As andlises realizadas pela presente pesquisa sugeriram que a condicdo de maior
producéo de toxina e de biomassa para a cepa BB005 foi obtida com o cultivo em meio WC e
um fotoperiodo de 12 h, ap6s 30 dias (p < 0,05). O cultivo em fotobiorreator foi realizado

nessas condi¢Oes (Figura 13).

Figura 13 — Vista do fotobiorreator ap6s 30 dias de cultivo da M. aeruginosa (cepa BB005) na condicao
observada com maior producéo de toxina (meio WC e fotoperiodo de 12 h)

5.2 Caracterizacdo dos diferentes carvdes comerciais

A etapa de caracterizagdo dos carvoes 1, 2 e 3 (casca de coco, mineral e 0sso,
respectivamente) incluiu varidveis como pH, massa especifica aparente, umidade e teor de
cinzas, conforme Figura 14. Os valores representados correspondem a média dos resultados

obtidos para cada carvao e seus respectivos desvios padrao.
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Figura 14 - Caracterizacdo dos carvdes 1, 2 e 3 (casca de coco, mineral e 0sso, respectivamente) conforme

A e -3 - 0 - 0 , . -1
pardmetros de massa especifica aparente (g.cm™), umidade (%), teor de cinzas (%), pH, nimero de iodo (mg.g™).
Os valores correspondem as médias e seus respectivos desvios padrao
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De acordo com a Figura 14, verificou-se para massa especifica aparente que os trés
carvoes estudados estdo acima do valor minimo sugerido pelas normas. A ABNT (1992)
sugere um valor maximo, sendo que os carvdes 1 e 2 se encontraram dentro deste limite, e no
caso do carvdo 3 houve um pequeno excedente. Portanto, para este parametro, todos os
carvdes foram considerados satisfatorios.

No caso da umidade, apenas o carvdo 1 ndo se enquadrou no limite sugerido.
Entretanto, este foi o Unico carvao que esteve dentro do limite sugerido para o teor de cinzas,
indicando maior pureza do material. Constatou-se que o carvdo 3 atingiu um teor de cinzas
muito elevado quando comparado ao limite m&ximo. Os valores de pH para todos os carvoes
apresentaram faixas proximas a neutra, e portanto, provavelmente ndo havera interferéncia de
grupos acidos ou basicos em sua superficie que possam influenciar no processo de adsorcao.

Os carvdes 1 e 2 apresentaram, respectivamente, 3 e 7 vezes maior NI comparados ao
carvao 3. Entretanto, o NI foi satisfatorio apenas para o carvao 2, indicando maior quantidade
de microporos quando comparado com 0s outros carvfes analisados. Nos ensaios de Mller,
Raya-Rodriguez e Cybis (2009), os dados de NI para CAPs foram de 921, 619 e 98 mgl,.g™,
sendo os materiais de origem de coco, mineral e 0sso, respectivamente. E possivel perceber
que o de o0sso apresentou valor semelhante ao carvdo 3, também de osso. Huang, Cheng e
Cheng (2007) observaram valores de NI significativamente maiores, como 1020 mgl,.g™ para
CAG de coco e 1000 para CAGs mineral e de madeira. Brasil e Brandao (2005) observaram
uma relagdo positiva entre 0 nimero de iodo e a remog¢do de microcistina ao comparar quatro
diferentes CAPs, sendo que as maiores remogdes ocorrem para carvées com maiores NI. Por
outro lado, Donati et al. (1994) ndo observaram em seu trabalho relacdo entre o NI e a
remoc¢do de microcistina, e portanto, afirmaram que é um indice que ndo deve ser utilizado
isoladamente para indicar a eficicia do carvéo.

Né&o existe atualmente norma brasileira que estabeleca o valor minimo exigido para o
IAM, entretanto observou-se que o maior valor foi obtido para o carvdo 2, seguido pelos
carvdes 3 e 1. Kuroda et al. (2005) avaliaram o comportamento de quatro CAGs e seis CAPs
na remocdo de microcistina, além de estimar a contribuicdo de microporos e mesoporos a
partir no NI e do 1AM, respectivamente. Concluiram que o 1AM pode ser utilizado como
ferramenta simples para estimativa do volume de mesoporos, além de observarem uma
relacdo positiva entre o IAM do carvéo e sua capacidade de adsorver microcistina.

As isotermas obtidas a partir da adsorcdo do nitrogénio a 77 K e as distribui¢fes dos
poros realizadas sdo apresentadas nas Figuras 15, 16 e 17, para os carvdes 1, 2 e 3,

respectivamente.
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Figura 15 - Isotermas de adsor¢do de nitrogénio gasoso (N,) a 77 K e distribui¢do dos poros do carvao 1 (matéria
prima de origem: casca de coco). dV corresponde a derivada do grafico de volume dos poros [cc/nm/g, em que
cc = cm®], dS a derivada do gréfico da area superficial [m*nm/g].

O carvdo 1 apresentou isoterma do Tipo Il segundo a classificacdo da IUPAC,
caracterizada pela presenca de microporos devido aos pontos de inflexdo em baixas pressoes
relativas (inferior a 0,1), seguida de adsor¢do em multiplas camadas, indicando a presenca de
mesoporos na estrutura do material. A auséncia de histerese consiste na caracteristica
microporosa do material, indicando a presenca de poros no formato tipo fenda na superficie
do material. A partir do método NLDFT (Non-Local Density Funciton Theory), observa-se a

predominancia de microporosidade na distribuicdo dos poros, uma vez que ha concentracao
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de picos na regido abaixo de 2 nm, especialmente na regido supermicroporosa (entre 1,0 e 1,5

nm).
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Figura 16 - Isotermas de adsorcao de nitrogénio gasoso (N,) a 77 K e distribuicdo dos poros do carvdo 2 (matéria
prima de origem: mineral). dV corresponde a derivada do grafico de volume dos poros [cc/nm/g, em que cc =
cm?], dS a derivada do grafico da area superficial [m?nm/g].

O carvdo 2 apresentou isoterma do Tipo I, caracterizada pela presenca de microporos
devido ao ponto de inflexdo (causado pela formacdo da monocamada adsorvida), seguida por
adsorcdo em multiplas camadas, indicando a existéncia de mesoporos. A histerese obtida,
classificada como do tipo H4 de acordo com a classificacdo da IUPAC, consiste na
predominancia de microporos, mas com presenca significativa de mesoporos, indicando poros

do tipo fenda e cilindrico, em especial na regido de mesoporosidade. A ocorréncia de uma
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distribuicdo de poros mais ampla caracteriza a existéncia de micro e mesoporos na estrutura
do material. Observa-se que em pressdes relativas proximas a unidade hd um aumento na
capacidade de adsorcdo devido a saturacdo do nitrogénio a 77K. Esta saturacdo indica a
ocorréncia da condensagdo capilar no interior dos poros, que indica que a estrutura porosa

apresenta poros de dimensdes iguais a 50 nm, ou seja, macroporos.
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Figura 17 - Isotermas de adsorcéao de nitrogénio gasoso (N,) a 77 K e distribuicdo dos poros do carvdo 3 (matéria
prima de origem: 0sso). dV corresponde & derivada do gréfico de volume dos poros [cc/nm/g, em que cc = cm?],
dS a derivada do gréfico da &rea superficial [m*nm/g].

O carvdo 3 apresentou isotermas do Tipo Il segundo a classificacdo da IUPAC,
caracterizadas pela presenca de microporos devido aos pontos de inflexdo em baixas pressoes

relativas, seguida de adsor¢do em multiplas camadas, indicando uma distribuicdo de poros
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mais ampla, apresentando microporos e mesoporos na estrutura do material. A histerese
obtida, classificada como do tipo H4 segundo a classificacdo da IUPAC, consiste em
comportamento semelhante ao carvao 2, indicando a presenca de poros tipo fenda e cilindrico
na superficie do material, apresentando comportamento favoravel para adsorcéo de liquidos.

Comparando-se a distribuicdo dos poros das Figuras 15, 16 e 17, observou-se que a
quantidade adsorvida de N por unidade de massa e por unidade de dimensdo do poro varia
para cada carvao, uma vez que os carvles 1, 2 e 3 adsorveram no maximo 0,033, 0,030 e
0,0014 cc.nm™.g?, respectivamente, indicando que os carves 1 e 2 apresentaram maior
capacidade de adsorcdo de N,. Donati et al. (1994) citam que o material de origem do carvéo
influencia sua distribuicdo de poros, e, portanto, justifica essa diferenca entre os valores
obtidos.

A é&rea superficial especifica (ASE) BET e os volumes totais de poros sdo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracterizacdo dos poros dos carvdes ativados 1, 2 e 3 (origem coco, mineral e 0sso,
respectivamente), incluindo: area superficial especifica da teoria de adsor¢do de Brunauer, Emmet e Teller (ASE
BET, m?.g™), volume dos poros (cm®.g™), proporgdo de microporos (%), formato e tamanho predominante dos
poros (hm).

Carvao 1 Carvao 2 Carvao 3
ASE BET (m°.g™Y) 478 911 80
Volume total de
_— 0,3 0,5 0,2
poros (cm®.g™)
Volume de
3 -1 0’1 0’1 0!2
mesoporos (cm®.g™)
Porcentagem de ) o
) 54,3 70,0 néo identificado
microporos (%)
Formato dos poros fenda fenda e cilindrico Cilindrico
Tamanho
. 14 1,3 8,8
predominante  dos ) )
(supermicroporos)  (supermicroporos) (mesoporos)

poros (nm)

Os carvoes 1 e 2 apresentaram valores de ASE BET, respectivamente, 6 e 11 vezes
maiores comparados ao carvao 3, sendo que foi verificada correlacdo significativa entre essa
variavel e a porcentagem de microporos (R? = 0,99), confirmando a afirmagdo de Marsola

(2015), que diz que ha uma relagdo entre maior area superficial especifica do carvdo para um
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maior numero de microporos. No trabalho de Viana-Veronezi et al. (2009), foi verificada essa
relacdo inclusive com dados do NI, ou seja, quanto maior a superficie especifica, maior foi
volume de microporos e do NI. Essa mesma situacdo pbéde ser observada nos casos dos
carvoes apresentados na Tabela 7 e na Figura 14, em que o carvdo 2 apresentou 0s maiores
valores. Miiller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009) observaram para os CAPs de coco, mineral e
0sso, valores de ASE BET de 857, 611 e 126 m2.g™, respectivamente, ou Seja, 0 carvdo de
0ss0 também apresentou o menor valor. O menor valor de ASE BET para o carvéao 3 indicou
que o material é essencialmente constituido por mesoporos.

Foi possivel observar correlacdo significativa entre o volume total de poros e o de
microporos (R® = 0,92). Nas duas variaveis, o carvdo 3 apresentou 0s menores valores, e, 0
carvéo 2, os maiores. O levantamento de alguns trabalhos por Brandéo e Silva (2006) mostrou
que, para carvdes de origem vegetal, a porcentagem de microporos variou entre 58 e 84%,
enquanto que para os de origem mineral e animal, a variagdo diminuiu para 16 a 50%. A
Tabela 7 indicou que o carvdo 1 (coco) esteve proXimo a essa porcentagem, entretanto, o
carvdo 2 (mineral) apresentou porcentagem acima do esperado por Brandéo e Silva (2006),
enguanto que no carvao 3 (0sso) ndo foi identificada a presenca de microporos.

Donati et al. (1994) investigaram 0 uso de oito carvdes ativados para a remocdo de
microcistina. Os carvGes com maiores volumes de mesoporos foram mais eficazes na remocéo
da toxina, sendo que os autores afirmaram que houve baixa correlagéo entre a capacidade de
adsorcdo de microcistina com o volume de microporos dos carvdes, assim como para a ASE
BET e o NI. No estudo de Miller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009) também foi obtida baixa
correlacdo entre a capacidade de adsorcdo de microcistina e a area superficial dos CAPs
analisados.

O trabalho de Lee e Walker (2006) observou a remocgao de microcistina com o uso de
dois CAPs comerciais, sendo um de madeira (ASE BET 640 m%g™ e volume de micro e
mesoporos predominantes) e outro de coco (ASE BET 752,8 m?.g™ e volume de microporos
predominantes). A remocdo atingiu cerca de 80% e 20%, respectivamente. Os autores
relacionaram a melhor eficiéncia do CAP de madeira devido a presenca de mesoporos em sua
estrutura, ndo apresentando relacdo com a ASE BET.

Os CAGs de coco analisados por Guerra et al. (2015) apresentaram ASE BET
semelhantes entre si (374 e 402 m%.g™"), além do volume total de poros (0,225 e 0,229 cm>.g™)
e de porcentagem de microporos (92 a 93%). Ainda que os carvOes fossem
predominantemente microporosos, ao analisar a remocdo de microcistina, foi observada

remocao de até 85% de sua concentracdo inicial (20 pg.L™).
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O formato dos poros influencia no processo de adsorcdo, sendo que os resultados
indicaram que o carvdo 1 apresenta poros em forma de fenda, contrariando a afirmacao de
Oliveira e Azevedo (2004) que cita que o carvdo de origem vegetal é caracterizado por

apresentar estrutura cilindrica.

5.3 Isotermas de adsorc¢do de microcistina

O resultado para o ensaio de tempo de equilibrio foi obtido a partir da relagdo entre 0s
tempos testados e seus respectivos resultados para a massa de toxina adsorvida em pg por mg

de carvao (ge) (Figura 18).
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Figura 18 - Resultados do tempo de equilibrio testado para os carvdes 1, 2 e 3 (matéria prima de origem: casca
de coco, mineral e 0sso, respectivamente), sendo analisados os tempos 0, 1,2, 4,8¢e24 h

Observou-se que todos os carvbes apresentaram maior taxa de adsor¢do de
microcistina por massa de carvdo no inicio do ensaio. Depois de 1 h, ndo foram observadas
remocdes significativas, exceto ap6s 24 h do inicio do teste. Entretanto, a adocdo deste tempo
seria inviavel, uma vez que, considerando sistemas em escala real, o tempo de detencédo
hidraulica em uma ETA normalmente é de cerca de 2 h (VIANA-VERONEZI et al., 2009). A
norma D3860-98 (ASTM, 2014) propGe o tempo de equilibrio de 2 h, entretanto, sugere que
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seja realizado um ensaio para verificar se € suficiente para que ocorra o equilibrio. Devido a
pequena diferenca de remocdo entre 1 e 2 h (28, 29 e 20% em 1 h e 29, 29, e 25% em 2 h,
para os carvies 1, 2 e 3, respectivamente), foi estipulado o tempo de 1 h como o tempo de
equilibrio ideal. Observa-se que o carvao 3 apresentou uma menor afinidade com a
microcistina quando comparado com 0s outros carvoes, uma vez que demorou pouco menos
de 4 h para alcancar a mesma eficiéncia de remoc¢do que os outros alcancaram em torno de 1
h.

Para as massas de carvOes analisadas, os ensaios de adsor¢cdo com a microcistina
atingiram remocéao da ordem de 98, 99 e 78% para os carvdes 1, 2 e 3, respectivamente. Foi
possivel realizar andlise de regressdo linear entre as caracteristicas dos carvOes e as
concentragfes remanescentes de toxina nos ensaios de adsorc¢do. Foi observado que o teor de
cinzas e ASE BET apresentam relagdo positiva com a capacidade de adsor¢do da microcistina
(R? = 0,99 e 0,74, respectivamente), ao contrario do IAM (R* = 0,18). Esses resultados
contrariam os apresentados por Donati et al. (1994) e Muller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009),
gue né@o observaram relacdo entre a ASE e a capacidade de remogédo, mas sim com o volume
de mesoporos (e, portanto, indiretamente com o IAM) no caso de Donati et al. (1994).

Foi observada relacéo entre o NI e a capacidade de adsorcdo de toxina (R? = 0,52),
resultando na equacdo linear y = — 0,0358x + 24,258, em que y representa a concentracao
remanescente de toxina, e X, o NI, sugerindo que estes parametros estejam relacionados. A
partir desse ajuste e considerando-se as condi¢fes deste ensaio, 0 NI necesséario do carvao
para atingir o limite de 1,0 pg.L™ de toxina determinado pela Portaria n° 2914/2011, seria de
650 mg.g™, ou seja, proximo ao limite ja estabelecido pela ABNT (1991). Brasil e Brandio
(2005) também observaram relacéo entre a maior capacidade de adsorc¢éo e maior NI.

Né&o foi possivel identificar a variante de microcistina presente no extrato utilizado,
uma vez que o teste ELISA determina a concentracao total de toxina, mas ndo distingue as
diferentes variantes. Entretanto, Pyo e Moon (2005) testaram trés tipos de carvdes ativados
para remocdo de microcistina —LR e —RR, sendo que ndo foi observada influéncia no
comportamento na remocdo das toxinas devido ao aminoacido diferente. Entretanto, nos
ensaios de Cook e Newcomb (2002) e de Ho et al. (2011), a remogdo de microcistina
dependeu da variante, sendo melhor a eficiéncia de adsor¢do na ordem: RR > YR > LR > LA.

As isotermas obtiveram comportamentos diferentes para cada carvao, sendo que 0s
dados foram ajustados de acordo com os modelos matematicos de Langmuir (Figura 19) e de

Freundlich (Figura 20). Almeida (2015) também analisou a remoc¢do de microcistina por
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carvao ativado, fez ajuste aos dois modelos e observou melhor resposta ao modelo de

Freundlich.
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Figura 19 - Ajuste das isotermas de adsorcdo de microcistina para 0 modelo matematico de Langmuir, sendo os
resultados obtidos para os carvdes 1 (origem de casca de coco), 2 (origem mineral) e 3 (origem de 0ss0)
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Figura 20 - Ajuste das isotermas de adsor¢do de microcistina para 0 modelo matematico de Freundlich, sendo os
resultados obtidos para os carvdes 1 (origem de casca de coco), 2 (origem mineral) e 3 (origem de 0ss0)



75

A partir das equacdes das retas obtidas pelos ajustes aos modelos matematicos de
Langmuir (Figura 19) e de Frendlich (Figura 20), foi possivel calcular as constantes de cada

modelo (Tabela 8), a fim de analisar e comparar os melhores resultados.

Tabela 8 - Constantes obtidas a partir dos ajustes das isotermas aos modelos matematicos de Langmuir e de
Freundlich para os carvdes 1 (origem de casca de coco), 2 (origem mineral) e 3 (origem de 0ss0)

Langmuir Freundlich
qma}-cl i -1 R R® n -1 ‘ BN R?

(mg.g”) (L.mg™) (Mg.97)-(L.pg™)
Carvéo 1 0,42 359,30 0,02 0,99 | 4,23 147,40 0,73
Carvéo 2 5,76 45,68 0,14 0,83 | 1,38 268,04 0,88
Carvéo 3 0,47 8,15 0,47 0,78 | 1,67 13,19 0,95

Analisando-se as constantes de Langmuir e considerando que Qmax €quivale a
concentracdo méaxima de uma camada de recobrimento do adsorvente pelo adsorvato
(GUERRA, 2012), os valores dessa variavel apontaram o carvdo 2 com a melhor capacidade
de adsorgédo de microcistina dentre os carvoes analisados, seguido pelos carvdes 3 e 1. Esses
valores foram menores do que os CAGs analisados por Huang, Cheng e Cheng (2007), em
que os carvOes de origem de coco, mineral e madeira, apresentaram capacidade de adsorcéo
de MC-LR de 16,1, 17,5 e 83,3 mg.g™, respectivamente. Os autores relacionaram esse
aumento na capacidade, dentre outros fatores, com o maior volume de mesoporos, que
apresentou valores de 0,089, 0,175 e 0,760 m?g™ . Entretanto, os experimentos foram
realizados a partir de agua Milli-Q, ou seja, ndo houve competicdo da matéria organica com a
toxina pelos sitios de adsorcao e a concentracio inicial de toxina foi de 250 pug.L™. Mohamed,
Carmichael e El-Sharouny (1999) observaram valores similares aos apresentados na Tabela 8,
uma vez que os CAGs de madeira e de coco apresentaram capacidade méxima de 5 e 3,9
mg.g™, respectivamente, em ensaios com concentracdo inicial de microcistina de 2 mg.L™.
Miiller, Raya-Rodriguez e Cybis (2009) obtiveram adsor¢do maxima de 6,74, 2,66 e 3,31
mg.g™ para os CAPs de coco, mineral e 0sso, respectivamente, sendo a concentracdo inicial
de toxina de 100 pg.L™.

A constante b, relacionada com a energia de adsorcdo, aumenta com o crescimento das
forcas das ligacdes de adsorcdo (DI BERNARDO; DANTAS, 2005), portanto, observa-se
maior forca de ligag&o para o carvédo 1, sequido pelos carvdes 2 e 3. Além dessas constantes, é
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possivel observar que para todos os carv0es, R esteve entre zero e um, caracterizando
adsorcéo favoravel para todos os casos.

Analisando-se as constantes de Freundlich, observa-se que o maior valor de k foi
obtido para o carvdo 2, demonstrando uma maior afinidade do adsorvato por este adsorvente,
seguido pelos carv@es 1 e 3. Brasil e Brandao (2005) afirmaram que k esta relacionado com a
capacidade adsortiva do carvdo e utilizaram este parametro como representativo para
selecionar o carvao de melhor capacidade de remoc¢éo de microcistina. Mohamed, Carmichael
e El-Sharouny (1999) observaram valores de k de 501,2 e 331,1 (ug.g™).(L.ug™)"" em CAGs
de madeira e de coco, respectivamente.

No caso da constante n, valores entre 1 e 10 indicam um processo de adsorcéo

favoravel (TONG et al., 2011) e Di Bernardo e Dantas (2005) também citam que quando
apresentada na forma % a ligacdo é mais forte quanto menor for seu valor. Deste modo, a

ligacdo mais favoravel foi obtida pelo carvédo 1, seguido pelos carvdes 3 e 2. Miller, Raya-
Rodriguez e Cybis (2009) também citaram que o elevado valor de n esta relacionado com a
irreversibilidade do processo, e, portanto, a microcistina estaria ainda mais fortemente aderida
ao carvao.

Observa-se que o coeficiente de correlacdo linear (R%) de Langmuir foi maior apenas
para o carvdo 1, provavelmente indicando natureza mais homogénea do adsorvente. Os
carvdes 2 e 3 apresentaram R? maior para o ajuste de Freundlich, que consiste no modelo que
considera superficies como sendo heterogéneas (HAMEED et al., 2009).

Para ambos os modelos, observou-se que o carvao 2 apresentou maior afinidade pela
microcistina quando comparado aos demais. Na etapa de caracterizagéo, este carvdo foi o
Unico que esteve de acordo com o exigido pela norma ABNT para o numero de iodo, que
recomenda valores superiores a 600 mgl,.g*, além de apresentar maior porcentagem de
microporos, de ASE BET, presenca de poros em ambos os formatos (fenda e cilindrico) e
maior valor de 1AM, embora a analise de regressdo linear do 1AM ndo tenha apresentado
relacdo entre este indice e a capacidade de adsorcdo de toxina. Os resultados de distribuicdo
dos poros também indicaram uma distribuicdo de poros mais ampla, caracterizando a
existéncia também de mesoporos na estrutura do material, o que certamente influenciou
positivamente no processo de adsor¢do da microcistina. Pendleton, Schumann e Wong (2001)
afirmaram que, para a selecdo de um material adsorvente que seja capaz de remover a
microcistina, deve ser levado em consideracdo que ela € uma molécula relativamente grande

[didmetro estimado da MC-LR de 1,2 a 2,6 nm, de acordo com Miller, Raya-Rodriguez e
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Cybis (2009)], e portanto a combinacéo de microporos secundarios e mesoporos € o principal
critério a ser considerado na selecdo de um adsorvente para esta finalidade. Outro fator
favoravel neste carvdo foi o menor valor de n obtido no ajuste de Freundlich. Isto porque o
CAG utilizado em filtros € normalmente reaproveitado, ao contrario dos CAPs em que ndo ha
reaproveitamento do seu material apds o uso. Portanto, é vantajoso que a forca de ligacdo
entre a microcistina e 0 CAG seja menor (BRASIL; BRANDAO, 2005).

Di Bernardo e Dantas (2005) citaram que é possivel determinar as dimensdes de uma
coluna de CAG a partir dos coeficientes das isotermas de Freunclich e das Equacg0es 6, 8 e 9.
A partir disso, considerando-se que o carvdo 2 apresentou os melhores resultados para
adsorcdo da microcistina e que obteve melhor ajuste com o modelo de Freundlich (maior R?),
foi possivel efetuar o pré-dimensionamento de um filtro de CAG em escala laboratorial
considerando-se uma vazdo de 51 L.dia’ e uma concentracdo afluente de 100 pg.L™ de

microcistina (C.). As etapas dos calculos sdo descritas conformes os itens abaixo.

i. Dados do carvao:

k = 268,0402
1

—=10,7219

n

Massa especifica aparente (p) = 0,5573 g.cm™3 =557,3 g. L1

Ii.Equacéo 6 para ge = Qeo, tem-se:
Jeo = 268,0402 (mg.g™1). (L.mg=1)%721°,0,1 (mg. L~1)%7219
Geo = 50,8510 mg. g1

iii.Equacéo 8, com C, = 0:

— 50,8510 (mg.g™1).557,3 (g.L™1)
B 0,1 (mg.L™1)

TV = 283.3929 L dgua .L CAG™?

iv. Equacdo 9:
01 (mg.L™)
50,8510 (mg.g~1)
TU = 0,001966 g CAG .L dgua tratada™?!

TU
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v. Tempo assumido de regeneracdo do CAG: 2 anos

vi. Volume total de agua que passara pela coluna em 2 anos (Equacéo 10):
Vigua = 51 (L.dia™1). 365 (dias.ano™"). 2 (anos) = 37.230 L agua

vii. Volume de carvao necessario (Vcag) (Equacdo 11):

37.230 (L agua)
Veag = z 1
283.392,9 (L agua.L CAG™1)

VCAG = 0,1314‘ L CAG

Massa de CAG = 557,3 (kg.m™3).0,1314.1072 (m3 CAG) = 0,0732 kg CAG

viii. Taxa de aplicacdo superficial assumida; 180 m®.m™.dia™

ix. Area da coluna em planta (Acp) (Equagéo 12):
51.1073 (m3.dia™%)
180 (m3.m=2.dia™1)
ACP = 2,8334.107* m?

ACP =

X. Altura da coluna (Hc) (Equacéo 13):

oo 0,1314.1073 (m3 CAG)
€7 2,8332.107* (m?)

Hr =0,4637m = 46,37 cm

Ou seja, para a continuacdo da pesquisa com o uso do carvao 2 em projetos de filtros
de bancada, é suficiente um filtro com altura de leito de CAG de aproximadamente 47 cm e
diametro de 19 mm (4rea em planta de 2,8 cm?), com vazdo de 51 L.dia™ e concentracido
afluente de microcistina de 100 ug.L™.
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5.4 Ensaio de biodegradacgéao

A etapa de biodegradacdo foi monitorada ao longo de seis dias. A concentragdo inicial
de toxina foi de 75 pg.L™?, enquanto que a concentracdo ao final do experimento pode ser

observada, para cada caso, na Tabela 9.

Tabela 9 - Concentragdo de microcistina final (ug.L™) nas diferentes condicdes testadas no experimento
de biodegradacéo

A L Concentracdo de microcistina (pg.L™)
Géneros das bactérias inoculadas

(dia 6)
Esterilizada Sem esterilizar
Sphingomonas sp. * 1,7
Brevundimonas sp. * 1,6
Sphingomonas sp. + Brevundimonas sp. * 2,2
Controle * 4.4

* Ndo houve remocéo

Constatou-se que em todas as condi¢gdes em que foi adicionada a toxina esterilizada,
ndo foi observada biodegradagdo, uma vez que as concentragdes ndo diminuiram ao final do
experimento. 1sso sugere que as espécies estudadas neste caso ndo atuaram na degradacao da
microcistina.

Ao analisar os resultados obtidos a partir dos estudos com a toxina bruta, ou seja, sem
esterilizacdo, houve uma queda acentuada da concentragdo de toxina ao final do experimento,
quase chegando a completa degradacdo da toxina em todas as condi¢fes testadas (maxima
eficiéncia de 98%). Esse resultado sugere que a degradacdo ndo ocorreu somente devido as
bactérias inoculadas, uma vez que houve queda de microcistina também para o controle, que
continha apenas o extrato de toxina e 0 meio de cultura. Esse fato indica a existéncia de algum
microrganismo ou substancia presente no extrato de microcistina utilizado que seja capaz de
degradar eficientemente a propria toxina, levantando hipoteses sobre esse fenémeno. Vale
relembrar que o extrato de toxina utilizado foi extraido da cultura de M. aeruginosa realizada
sem condi¢Oes de assepsia.

O estudo realizado por Wilhelm et al. (2011) no lago Tai em Taihu (China)
correlacionou dados de nutrientes, concentragdo de cianotoxinas e de comunidades

microbianas presentes neste lago eutrofizado. Os resultados indicaram uma forte correlacéo



80

entre a concentracdo de microcistina e a diversidade de bactérias, sugerindo que as bacterias
podem estar relacionadas com eventos de floracfes ou estarem associadas a disponibilidade
de nutrientes no sistema aquatico. Diante desse resultado e considerando o resultado obtido no
ensaio de biodegradacdo do presente trabalho, é possivel presumir a coexisténcia entre
bactérias e microcistina, presentes no extrato bruto.

A partir disso, outra hipotese levantada foi que, além da coexisténcia da toxina com
algum microrganismo, se seria possivel que este fosse capaz de degradar a propria toxina ao
longo do tempo. O trabalho de Giaramida et al. (2013) vai ao encontro dessa hipotese, uma
vez que foi investigado se a exposicdo a microcistina era capaz de afetar a comunidade
microbiologica presente em seis lagos escoceses. Os resultados indicaram que ndo sO a
microcistina foi capaz de afetar a fisiologia e a estrutura da comunidade bacteriana, como
também a estrutura da comunidade estava associada com a meia vida da microcistina. Isto
porque devido a alteracdo ocasionada, as comunidades passam entdo a ser capazes de
degradar propria toxina. Simultaneamente, o trabalho de Edwards et al. (2008) demonstrou
que o fendbmeno de biodegradacdo ndo depende necessariamente de exposicdo prévia de
algum microrganismo a toxina. Isto porque na pesquisa foram coletadas amostras de quatro
lagos e dois rios. Todos os lagos tinham historico de ocorréncia de blooms de cianobactérias,
sendo que em trés deles também ja foi detectada microcistina, enquanto que 0s rios nao
tinham nenhum histérico de bloom ou toxina. Foi adicionada microcistina as amostras a fim
de verificar a biodegradacdo e em todos 0s casos a microcistina foi degradada.

Apesar de ndo terem sido encontrados trabalhos que relatem a capacidade da
Brevundimonas sp. de promover a degradacdo da microcistina, diversos autores identificaram
espécies de Shingomonas sp. capazes disso, ainda que normalmente essas espécies degradem
apenas variantes especificas da microcistina, como observado por Imanishi et al. (2005) e
Valeria et al. (2006).

O estudo de Imanishi et al. (2005) indicou que as enzimas das bactérias Sphingomonas
sp. (cepa B-9) que degradam a toxina, hidrolisam, de forma seletiva, a ligacdo peptidica Adda
presente na estrutura dos peptideos ciclicos de algumas cianotoxinas, e, portanto, as toxinas
que ndo possuem essa ligacdo peptidica, ndo sdo degradadas. Os autores explicaram que 0
processo de degradacdo da MC-LR consiste em uma sequéncia de hidrdlises das ligacbes
peptidicas Arg-Adda, Ala-Leu e Adda-Glu, formando trés subprodutos ndo toxicos, dentre
eles, 0 Adda. Na pesquisa, foi isolada a cepa B-9 do género Sphingomonas sp. do lago Tsukui
(Japdo) que é capaz de degradar a MC-LR até a formacdo do subproduto atoxico Adda. Ao

inocular a cepa com microcistinas e nodularinas, foi observado que os peptideos ciclicos que
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continham a ligacdo peptidica Arg-Adda foram quase que completamente degradados até
Adda. Entretanto, a MC-LF, que continha a ligacdo peptidica Phe-Adda no lugar da Arg-
Adda, e a 6(Z)-Adda-MC-LR e 6(Z)-Adda-MC-RR, que sdo isdmeros geométricos do residuo
Adda, ndo foi degradada.

Ishii, Nishijima e Abe (2004) observaram que a bactéria 7CY, também do género
Sphingomonas sp., foi capaz de degradar completamente a MC-LF e outras variantes (-LY, —
LW, —LF e —-LR). Portanto, ndo houve influéncia da presenca da ligacdo peptidica Arg-Adda,
como descrito por Imanishi et al. (2005). Entretanto, foi observado que a bactéria so6 foi capaz
de degradar a nodularina-Har (variante de nodularina que possui a homoarginina no lugar da
arginina) na presenca da MC-RR. Isto porque a degradacdo da nodularina-Har ocorreu por
outra enzima bacteriana, advinda ou da MC-RR ou dos produtos da degradacao desta.

Valeria et al. (2006) isolaram uma espécie de Sphingomonas sp. (CBA4) do
reservatério de Sdo Roque (Cordoba, Argentina), que foi capaz de degradar completamente
200 pg.L? de MC-RR em 36 h. Os autores observaram que a biodegradacdo ocorreu
inicialmente pela desmetilacdo da MC-RR, gerando subprodutos que foram degradados em
até 72 h. Além disso, citaram que essa forma inicial de degradacdo ndo havia sido
documentada anteriormente e, portanto, demonstraram a possibilidade de diferentes vias de
degradacéo para cada variante de microcistina.

Hu et al. (2012) verificaram a potencialidade da cepa EMB, isolada na cidade de Wuxi
Taihu (China) e membro do grupo Bacillus sp., em degradar as variantes MC-RR e MC-LR
com concentracdes iniciais de 2,99 e 2,15 mg.L™, respectivamente. Foi constatada completa
degradacdo em 24 h, sem fase lag. De acordo com 0s autores, este género ainda ndo tinha sido
reportado como capaz de degradar a microcistina. Analises indicaram que esta espécie
continha gene homdélogo ao mlirA, que codifica uma enzima especifica capaz de romper o
peptideo ciclico da toxina. Estudos de Saito et al. (2003) detectaram genes homdlogos ao
mirA em outras bactérias do género Sphingomonas sp. (MD-1 e Y2) e que sdo capazes de
degradar a toxina. As bactérias MD-1 e Y2 foram isoladas dos lagos japoneses Kasumigaura e
Suwa, respectivamente. Os autores afirmam que isto j& tinha sido relatado para a
Sphingomonas sp. (MJ-PV), isolada de um lago australiano.

O gene mlrA também foi reportado por Alamri (2012), presente na bactéria Bacillus
flexus (SSZ01). A bactéria, isolada do lago Tendaha (Arabia Saudita), foi capaz de degradar
completamente uma concentraco inicial de MC-RR de 10 mg.L™ em quatro dias. Dziga et al.
(2016) confirmaram que a presenca dos genes do grupo milr em algumas bactérias esta

relacionada com a degradacdo da microcistina, sendo as enzimas MIrA, MIrB e MIrC
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responsaveis por isto. O que acontece, de acordo com 0s pesquisadores, € que a enzima
especifica MIrA lineariza a molécula de microcistina. Deste modo, as enzimas MIrB e MIrC
degradam os heptapeptideos até a formacédo de aminoacidos individuais.

Diante das hipéteses levantadas e dos estudos apresentados, ha indicios da existéncia
de algum microrganismo presente no extrato de toxina bruto que seja capaz de degrada-la
(isoladamente ou associado a outro microrganismo) eficientemente em tempo relativamente
curto. Este microrganismo pode, por exemplo, possuir o gene milr, capaz de degradar a
microcistina. Existe também a possibilidade das espécies inoculadas serem capazes de
degradar na presenca de alguma enzima, e, portanto, esta enzima estar presente no extrato
bruto. A juncdo dessas possibilidades também poderia ocorrer, ou seja, coexisténcia de
microrganismo e de enzima especifica no extrato bruto, que os tornam capazes de degradar a
toxina independente das espécies de bactérias inoculadas. Nao foi possivel neste trabalho
realizar o levantamento e a identificacdo do responsavel pela degradacéo, entretanto, torna-se

de grande interesse sua identificacdo em futuras pesquisas.
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6. CONCLUSOES

Com base na avaliacdo laboratorial da remocdo de microcistina pelos processos de
adsorcdo com carvao ativado granular e biodegradacdo com vistas ao tratamento avangado de

aguas de abastecimento, foi possivel concluir que:

- As condigOes de cultivo da cepa de M. aeruginosa influenciaram na producdo de
microcistina. Como o objetivo do cultivo foi a extragdo da toxina para utilizagdo nos ensaios
de adsorcéo, foi vantajosa a identificacdo da condicdo de maior producéo de toxina, sendo ela:
10% de indculo da M. aeruginosa (BB005) cultivada ao longo de 30 dias em meio de cultura
WC, 24°C, fotoperiodo de 12 h;

- O melhor resultado de adsorcédo de toxina foi obtido pelo carvdo de origem mineral.
Diante das caracteristicas e condi¢des avaliadas, sua melhor capacidade foi relacionada, entre
outras caracteristicas, com o maior volume de microporos e presenca de mesoporos. A
porcentagem de microporos presente em sua estrutura foi estimada pela isoterma de adsorcéo
de N; e indiretamente pelo Numero de lodo, sendo o carvdo de origem mineral o Unico, dentre
os analisados, que esteve acima do limite estabelecido pela ABNT (1991) (600 mgl,.g™).
Além disso, foi observado maior valor de IAM e distribuicdo de poros mais ampla,

caracterizando também a presenca de mesoporos em sua estrutura;

- Nos ensaios de biodegradacéo, foi observado que a molécula de microcistina pode
ser degradada, apesar dos resultados indicarem que as espécies de bactérias inoculadas
(Sphingomonas sp. e Brevundimonas sp.) ndo foram capazes disso isoladamente. O ensaio
com uso da toxina sem esterilizagdo resultou em quase completa degradacdo em um tempo
relativamente curto, levantando algumas hipoOteses sobre essa ocorréncia, tais como:
existéncia de microrganismo presente no extrato de toxina bruto capaz de degrada-la;
presenca de enzima no extrato bruto que permitiu que as espécies de bactérias inoculadas
degradassem a toxina; presenca de microrganismo e enzima especifica, ambos no extrato

bruto, responsaveis pela degradacao.

- Recomenda-se o aprofundamento dos estudos de adsor¢cdo com o carvédo de origem

mineral em escala maior, ou seja, filtro de leito fixo. Para isso, foi pré-dimensionado um filtro
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com altura de leito de CAG de aproximadamente 47 cm e didametro de 19 mm, considerando-
se uma vazdo de 51 L.dia™ e concentracdo afluente de microcistina de 100 pg.L™. Deste
modo, sera possivel observar o comportamento do fenbmeno de adsor¢do em escala mais
préxima a real, avaliar a influéncia de fatores intervenientes sobre seu funcionamento, bem

como encontrar condi¢des que aumentem sua eficiéncia.

- Recomenda-se também o aprofundamento das andlises para identificacdo do
microrganismo e/ou enzima que foi responsavel pela biodegradacdo da toxina de forma
eficiente. Diante dos resultados, também sera possivel estudar o fenémeno de biodegradacéo
em filtros, ao permitir que haja formacdo de biofilme no leito do carvédo ativado. A partir
disso, torna-se interessante verificar a eficiéncia do carvao ativado a partir dos processos de
remocdo fisica (adsor¢do) e de remocao bioldgica (biodegradacao) e, portanto, comparar qual
processo se apresenta mais vantajoso para o tratamento avancado de aguas de abastecimento

para remocao de microcistina.
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