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RESUMO

VILELA, W. F. D. Estudo da Degradacédo da [D-Leu]-Microcistina-LR porFotocatalise Hetero-
génea Solar2009. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Aiga)it- Instituto de Quimica de Sdo
Carlos, Universidade de S&ao Paulo, S&o Carlos,.2009

Um dos bens mais preciosos da Humanidade é a &jubhora ela seja abundante no planeta, grande
parte € impropria para o consumo humano. E, dexdderescimento populacional intenso, a concen-
tracdo urbana e a poluicdo dos corpos d'agua scpesfe subterrdneos, a quantidade de agua em
condi¢cBes para consumo vem se reduzindo em taaamaites. Recentemente, um dos tipos mais
comuns de contaminac¢do dos corpos d'agua tem gilesanca de cianotoxinas. Atualmente, ndo
existe um estado brasileiro que ndo tenha problemasfloracbes excessivas de algas e os corres-
pondentes transtornos causados as concessionagagpgram as estacdes de tratamento. Tem-se
apontado que esse fato é devido principalmentgaiieade nitrogénio e fosforo derivado do uso in-
discriminado de detergentes e fertilizantes. Gqmte estudo tem como objetivo investigar a aplica-
¢cdo da fotocatalise heterogénea solar §{ToOmo fotocatalisador) na destruicdo da [D-Leu]-
Microcistina-LR, potente toxina de ampla ocorréncés floracbes de cianobactérias. A [D-Leu]-
Microcistina-LR foi extraida de uma cultura Mecrocystis eeruginosa Foi utilizado um reator de
placa plana de vidro recoberta com Ti@ara os estudos de degradacdo. Além disso, didin@a
durante os experimentos solares foi medida comoodesespectrorradibmetro. Apés 0s ensaios de
degradacéo, a concentracdo da toxina foi determipad CLAE. A cinética de mineralizacédo da so-
lucdo tratada foi determinada através de analieeSQ@IT. A toxicidade aguda e cronica do efluente
foi quantificada através de andlises utilizandowasongos e ensai@s vitro de inibicdo da proteina
fosfatase. A partir dos experimentos realizaddslepse observar que foi nhecesséario um tempo de
tratamento de 150 min para que a concentracaoaagistina fosse reduzida aos valores exigidos por
lei (de 10 para 1 pgt). Outra constatacdio muito importante que poddester é que a fotocatalise
heterogénea solar foi eminente destrutiva, ndcas® @ toxina, mas também para os demais com-
ponentes do extrato e dos compostos de degradac@dog. Obteve-se uma remocédo de carbono de
aproximadamente 90% com 90 min de exposi¢cdo aoAém disso, os testes de toxicidade utilizan-
do camundongos mostraram que o efeito agudo caymdd@amostras iniciais foi eliminado; entre-
tanto, os testes utilizando a enzima fosfataseandim que podem ter sido formados subprodutos que
produzam um efeito crébnico em mamiferos. Os erpErios realizados apontam para a viabilidade
do uso da fotocatalise heterogénea solar paratanmeato de aguas contaminadas pela [D-Leu]-
Microcistina-LR, ndo sé devido a sua destruicacs também a grande remoc¢ao de matéria organica
que pode ser alcancada.

Palavras-chave: Microcistina. Fotocatalise. S®&@A. Toxicidade. Fosfatase.



ABSTRACT

VILELA, W. F. D. Degradation Study of [D-Leu]-Microcystine-LR using Solar Hetero-
geneous Photocatalysi®009. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Agalit- Instituto
de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Séo Pa#@toCarlos, 2009

One of the most precious assets of mankind is @ierw Although it is abundant in the pla-
net, the majority of it is not suited for human somption. Due to the intense population
growth, to the urban concentration, and to theypiolh of surface water bodies and ground
water, the amount of freshwater is decreasingaatahg rates. Recently, a common type of
water bodies’ contamination is the presence of ot@ins. Presently, all over Brazil there
are records of excessive algae blooms, with theesponding nuisances caused to the com-
panies that run water treatment stations. Thisifathought to be a result of nitrogen and
phosphorus inputs due to the indiscriminate usgetérgents and fertilizers. The purpose of
the present study is to investigate the use ofr d@terogeneous photocatalysis (7i& the
photocatalyst) for the destruction of [D-Leu]-Micystin-LR, powerful toxin of widespread
occurrence within cyanobacteria blooms. The [DjtMicrocystin-LR was extracted from a
culture ofMicrocystis eeruginosalt was used a flat plate glass reactor covengld WO, for

the degradation studies. The irradiance was medsilurring the experiments with aid of a
spectrum radiometer. After the degradation expemis) the toxin concentration was deter-
mined by HPLC. The mineralization kinetics wasedetined by TOC analyses. The acute
and chronic toxicities were quantified using micel ghosphatase inhibitian vitro assays.
From the performed experiments, it was determihetl 150 min are necessary to reduce the
toxin concentration to the value demanded by laan{f10 to 1 pg ). Another important
finding is that the solar heterogeneous photocsiablyas really destructive process, not only
for the toxin, but also for the other extract comgats and degradation products generated. A
mineralization degree of 90% was achieved with 90 af exposure to the sun. Moreover,
toxicity tests using mice have shown that the aeffiect caused by the initial sample was
removed. However, tests using the phosphatasemenaydicated that it may be formed
products capable of inducing chronic effects on mais. The performed experiments indi-
cate the feasibility of using solar heterogenedustqratalysis for treating contaminated with
[D-Leu]-Microcystin-LR, not only due to its desttian, but also to the significant removal of
organic matter that can be achieved.

Keywords: Microcystin. Photocatalysis. Solar. R oxicity. Phosphatase.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental € um dos principais dikemafrentados pela sociedade
moderna. Desde a revolucao industrial o homem exgpiorando e modificando de maneira
relevante todos o0s ecossistemas terrestres. Desyerursos naturais, a agua se destaca co-
mo pré-requisito fundamental para o desenvolvimdetwida na Terra, seja como componen-
te bioguimico de seres vivos ou como meio de videadias espécies vegetais e animais. A con-
taminacdo dos recursos hidricos e dos mananciaabaktecimento publico por rejeitos ori-
undos das atividades humanas é um dos maioresdaterrisco para a saude humana, especi-
almente em regi6es com condi¢cfes inadequadas darsanto e suprimento de 4gua. Outra
consequéncia dos impactos antropicos nos reseingatie agua é a ocorréncia de acelerados
processos de eutrofizacdo, causando um enriquettinagtificial desses ecossistemas pelo
aumento das concentracdes de nutrientes na agoeppimente compostos nitrogenados e
fosfatados, que resulta num aumento dos procesdgogis de producdo bioldgica em rios,
lagos e reservatorios. As principais fontes dessiguecimento tém sido identificadas como
as descargas de esgotos domésticos e industrmisedtros urbanos e regides agricultaveis.
A eutrofizacéo artificial produz mudancas na qualdiel da agua, incluindo a reducéo do oxi-
génio dissolvido e da biodiversidade aquatica, rdgeas qualidades paisagisticas, a morte
extensiva de peixes e o0 aumento da incidénciaadacfies de microalgas e cianobactérias.
Ironicamente, o organismo que contribuiu para giswento de vida em nosso planeta é o
grande responsavel por este sério problema de gaildiea relacionado a qualidade da agua.
As cianobactérias tém sido extremamente citadaems de biologia por sua capacidade de
fixar nitrogénio (converter Natmosférico em NgJ e pelo fato de serem, provavelmente, o
anico organismo primario responsavel por fornecea atmosfera rica em oxigénio. No en-
tanto, a maior parte da literatura publicada sck@eobactérias nos ultimos anos tem se refe-
rido & grande producédo de varias toxinas (ciano&sjiprejudiciais a saude humana e animal
(CARMICHAEL, 1997; JOCHIMSEN et al., 1998; CARMICHEA. et al., 2001).

Entre os fatores que levam as cianobactériasdopriearem sobre 0s outros grupos
fitoplanctonicos (microalgas) destacam-se as catigtitas fisioldgicas pelas quais as ciano-
bactérias assimilam os nutrientes (N e P) do mgidtico. De forma geral, as cianobactérias
sdo menos eficientes na assimilacdo desses nafidotque as microalgas (algas verdes ou

diatoméaceas), que, em condicbes normais, crescemermaelhor. Entretanto, ao produzir
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uma descarga excessiva de nutrientes nos reséogatdrhomem propicia uma maior dispo-
nibilidade desses nutrientes, facilitando a asagéai dos mesmos e 0 conseqiiente cresci-
mento das cianobactérias. O crescimento intenssedemicroorganismos na superficie da
agua geralmente se da com predominio de poucagsmande apenas uma espécie de ciano-
bactéria produtora de toxinas, além de outros métab, que inibem a sua predacdo por mi-
crocrustaceos, larvas de peixes, moluscos, entresouConsumidores primarios vao preferir
consumir as microalgas atoxicas e com maior valtiaional, contribuindo, com isso, para a
reducdo das populacbes dessas microalgas, o qusupovez, resultara numa diminuicdo
drastica da comunidade dos consumidores primé&cs, conseqiiéncias em toda a cadeia
alimentar do ecossistema aquatico. Portanto, cesutado desses processos, muitas vezes
restara no meio aquatico apenas as cianobactéxri@ag como organismos fitoplanctdnicos

dominantes.

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdondi@adas cianotoxinas, formando
um grupo de substancias quimicas bastante divenso,mecanismos toxicos especificos em
vertebrados. Algumas cianotoxinas sdo neurotoX@asante potentes (anatoxina-a, saxito-
xinas) outras sao principalmente toxicas ao figadierocistinas, nodularina e cilindrosper-
mopsina) e outras ainda podem ser irritantes potatm, consideradas como endotoxinas pi-
rogénicas, como as de bactérias Gram negativasio©@mumero de estudos sobre a remocéao
dessas cianotoxinas pelos processos convencioadiatdmento da agua ainda € reduzido e
as técnicas de deteccao de cianotoxinas aindadodmusito difundidas na pratica do monito-
ramento de aguas de abastecimento, a avaliagérpdaigio humana as cianotoxinas pelo
consumo da agua ainda é muito falha. Além dissoegides abastecidas por mananciais de
superficie que apresentam floracdes de cianobastirxicas, a real exposi¢ao a essas toxinas
ird depender do método de captacédo, da sequéntiataimento da agua e do controle opera-
cional do sistema de abastecimento. As cianoteximais téxicas pertencem a classe das
microcistinas. Estas sé@o as cianotoxinas maieptes em floragdes, perfazendo um grupo
de mais de 75 heptapeptideos ciclicos. Foram pemente extraidas da cianobactéria
Microcystis aeruginos@CODD, 2000). Outros estudos mostraram que ogj@ogros de cia-
nobactérias também sado capazes de produzir mitnasis(SIVONEN e JONES, 1999;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Assumindo-se que a qualidade de agua é um fatdatite para o desenvolvimento

social e econdmico do pais, verifica-se que vadaasnas precisam ser preenchidas para que

—10 -



se possa garantir, de forma segura e confiavelabdade de agua nos mananciais e sistemas
de abastecimento publico. Uma das principais asuno desenvolvimento de métodos de
tratamento para agua que ndo somente transfiraoluerge de fase, mas sim o transforme
em produtos atoxicos que possam ser devolvidoseao ambiente sem graves consequén-

cias.

Sendo assim, o presente estudo trata da aplicacém ghrocesso destrutivo, capaz de,
efetivamente, diminuir a concentracdo de micrawstia niveis que ndo apresentem mais
acao toxica. O processo a ser utilizado é a ftdbisa heterogénea usando-se 0:1¢0OMoO
fotocatalisador. Essa tecnologia esté incluidaRrosessos Oxidativos Avancados (POAS),
tendo eles em comum a geraglgsitu do radical hidroxila (OF. Esse radical é capaz de
oxidar praticamente qualquer tipo de molécula amgarresolvendo em grande parte os pro-
blemas de baixa biodegradabilidade e toxicidadeddi®s compostos xenobidticos e recalci-
trantes ja testados. Os principais objetivos ford@senvolver um reator solar fotocatalitico,
estudar a degradacdo da [D-Leu]-Microcistina-LR fptocatalise solar, além de quantificar a
remocéo da toxicidade.

—-11 -



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cianobactérias e Cianotoxinas

2.1.1. Caracteristicas das Cianobactérias

As cianobactérias ou cianoficeas sdo organismampontes, isto €, ndo possuem nu-
cleo definido. S&o conhecidas pelas divisdes Miytgy Schizophyta, Cyanophyta, perten-
cendo ao Reino Eubacteria e divisdo Cyanobact@®&vido a presenca de pigmentos fotos-
sintéticos em suas células e a semelhanca supkdmin algas verdes eucarioticas, foram
chamadas de algas azuis. De acordo com os regfseeis, sua origem foi estimada em
cerca de 3,5 milhdes de anos, sendo provavelmsrearoeiros produtores primarios de ma-
téria organica a liberarem oxigénio elementar maoafera primitiva (YOO et al., 1995).
Constituem um dos trés maiores grupos de bactgigasentadas. Entretanto, diferem das
outras formas pigmentadas por serem capazes dezarakigénio durante a fotossintese.
Podem ser encontradas na forma unicelular, comgénasrosSynechococcus Aphanothece
ou em coldnias de seres unicelulares caviicrocystis GomphospheriaMerispmopedium
ou, ainda, apresentarem as células organizada®rema e filamentos, comOscillatoria,
Planktothrix AnabaenaCylindrospermopsig Nostoc A Figura 1 destaca alguns géneros de
cianobactérias encontradas no Brasil, dentre eMEm@cystis sspa qual foi utilizada neste
trabalho para producéo de [D-Leu]MC-LR.

Figura 1. Géneros de cianobactérias potencialmente toxicaméadas
em ambientes aquéticos do Brasil (OUELLETT, 2007).

—12 —



2.1.2. Florac6es de Cianobactérias

A crescente eutrofizagdo dos ambientes aquaticossi#o produzida principalmente
por atividades humanas, causando uma reducao essid@de de espécies. Entretanto, veri-
fica-se um aumento significativo da biomassa dpgéass presentes. As descargas de esgo-
tos domésticos e industriais dos centros urbanaspeluicdo difusa originada nas regides
agricultaveis sao os principais causadores des@erfeno. Esta por sua vez produz mudancgas
na qualidade da &gua, incluindo: a reducdo deéaidgdissolvido, a perda das qualidades
cénicas, ou seja, das caracteristicas estéticambiente e seu potencial para lazer, a extensa
mortandade de peixes e 0 aumento da incidéncibbidedes de microalgas e cianobactérias,
com consequéncias negativas sobre a eficiénciate de tratamento da agua, quando se trata
de manancial de abastecimento publico, conformeradisna Figura 2.

Figura 2. Reservatério de abastecimento publico do Rio Guastagdo do Rio de Janeiro. O tom
esverdeado na 4gua indica flora¢des de algas.

Entre os principais impactos causados pela euagdiz e consequente aparecimento de
floragBes de cianobactérias sobre a qualidade aia, égstaca-se a producdo de odores e sa-
bores, bem como a sua interferéncia em certos gsosale tratamento de agua (YOO et al.,
1995). De acordo com a taxonomia atual, existethgEmeros, com mais de 2.000 espécies
de cianobactérias identificad@AN DEN HOEK et al., 199h Deste numero, cerca de 25
géneros, com mais de 40 espécies, sdo produtoi@araeoxinas nocivas a animais e ao ho-
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mem, podendo este numero estar sendo subestimadianteedificuldades relacionadas a
identificacdo taxonGmica destes organismos (CHORA081).

A ocorréncia de floracdes de cianobactérias toxiéaseé um fendmeno local, regional
ou especifico de um so pais, mas de proporc¢deaigloDe acordo com Sant’Anna e Azeve-
do (2000) no Brasil ja foi registrada a ocorréri@gpelo menos 20 espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas, incluidas em 14 géneros.egpéciedicrocystis seruginosapre-
senta a distribuicdo mais ampla no Brasmnabaena o género com o maior numero de es-
pécies potencialmente toxicah. (circinalis, A. flos-aquae, A. planctonica, A.igola e A.
spiroideg. Entretanto, na ultima década, tem sido obseruaa grande aumento na ocorrén-
cia da espéci€ylindrospermopsis raciborském diferentes regides brasileiras (BOUVY et
al., 1999; BRANCO E SENNA, 1994; CONTE et,&000; JARDIM et al 1999; HUSZAR
et al, 2000).

2.1.3. Cianotoxinas

As toxinas produzidas por cianobactérias sdo catdi®como cianotoxinas. Consti-
tuem um amplo grupo de produtos naturais toéxic@smumente sdo classificadas em catego-
rias distintas relacionadas aos efeitos toxicosqmados nos organismos afetados. Estes po-
dem assumir carater agudo ou crénico, dependendentimo de exposicdo, quantidade e na-
tureza da toxina produzida. Algumas dessas toxoees sdo caracterizadas por sua acéao ra-
pida, causando a morte de mamiferos por paradaa&s@ apds poucos minutos de exposi-
céo, tém sido identificadas como alcal6ides ourmfgsforados neurotdxicos. Outras atuam
menos rapidamente e séo identificadas como peptimealcaldides hepatotoxicos. De acor-
do com suas estruturas quimicas, as cianotoxirdenpser incluidas em trés grandes grupos:
0s peptideos ciclicos, os alcalbides e os lipogpatiarideos. No entanto, elas sao principal-

mente divididas conforme a sua acéo farmacolégicaeurotoxinas e hepatotoxinas.
O presente estudo restringir-se-a as hepatotoxgnago com maior incidéncia de aci-

dentes por contaminagao de animais e humanos. niRasadetalhes sobre os demais grupos
de cianotoxinas, indica-se o trabalho de HAIDERIe{2003).
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2.1.4. Hepatotoxinas

Grande parte dos envenenamentos por cianobactmadve hepatotoxicose aguda
causada por hepatotoxinas, que apresentam umaregfdenta, podendo causar morte num
intervalo de poucas horas a poucos dias. As espgidentificadas como produtoras dessas
hepatotoxinas estdo incluidas nos génddasocystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria,
Nostoce CylindrospermopsiSCARMICHAEL, 1994).

As hepatotoxinas peptidicas ja caracterizadas sptapeptideos ciclicos conhecidos

como microcistinas e os pentapeptideos designamns nodularinas.

As hepatotoxinas séo representadas por alcaldigeptédeos ciclicos cuja massa mo-
lar varia geralmente entre 800 e 1.100 g TnoA maioria desses compostos é hidrofilica e
incapaz de penetrar diretamente através das measbcafular dos eucariontes, sendo neces-
séarios transportadores ATP-dependentes, como nsptieadores de sais organicos. Essa
dependéncia restringe as areas de acao das hepaetaos 6rgaos e tecidos que apresentam
esses canais, como figado e rins (RUNNEGAR efl@82; RUNNEGAR, 1991). A altera-
céo nos processos de sinalizacao da fosforilagpriéncipal mecanismo pelo quais as ciano-
toxinas atuam. Nas células existem varios sitigs $fio controlados de forma reversivel e
que podem sofrer a agcdo da microcistina (FELIX let 2090; MULKEY et al., 1993;
MUMBY e WALTER, 1993).

Estruturalmente, as microcistinas sdo heptape@idemnociclicos, compostos pelos
seguintes residuos: D-Alanina — X — D-MeAsp — Edda — D-Glutamato — Mdha, no qual
X e Z sao dois L-aminoacidos variaveis, D-MeAsp @oido D-eritrof-metilaspartico e
Mdha € a N-metildeidroalanina. O radical Adda € aminoacido incomum (acido
(2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-1@ifdeca-4,6-diendico), cuja férmula es-

trutural € mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura genérica da microcistina, onde Y e Xespntam 0s  aminoa-
cidos variaveis. Exemplo: MC-LR, Y = Leucina e YArginina.

A nomenclatura das microcistinas foi proposta parn@ichael et al(1988). Inicial-
mente, apenas as variacdes qualitativas obsereadasus dois L-aminoacidos foram usadas
para designar as diferentes microcistinas. Néstiensa apenas os dois aminoacidos variaveis
identificam a microcistina, de acordo com os seagsiexemplos: microcistina-LR (leucina-
arginina); microcistina-RR (arginina-arginina); icnocistina-YA (tirosina-alanina). Atual-
mente as diferentes microcistinas ainda séo pafognte identificadas por este sistema,
juntamente com as metilacdes e desmetilacbes dgsadunoacidos incomuns (Adda e
Mdha), podendo ainda existir outras alteracdes mesnioa estrutura quimica das moléculas
destes compostos (CHORUS e BARTRAM, 1999).

A toxicidade dessas microcistinas em animais der#brio apresenta Rb.(i.p.) en-
tre 25 e 150 ug kg de massa corpérea e entre 5.000 e 10:9005 " de massa corpérea por
administragéo oral (CHORUS e BARTRAM, 1999).

As microcistinas séo inibidoras potentes dos uesidie serina e treonina das protei-
nas fosfatases PP1, PP2A e PP3A e PP6, contudagsio sobre as PP2B, PP2C e PP7
(MACKINTOSH et al., 1990; HONKANEN et al., 1990; MZXINTOSH e MACKINTOSH,
1994; TOIVOLA e ERIKSSON, 1999).

Foi comprovadan vitro que as microcistinas interagem com as fosfatasesaieel
molecular (RUNNEGAR et al., 1995; ZHANG et al., 89BAGU et al., 1997), podendo
ocorrer ligacdes covalentes entre a cianotoxina eesiduos de cisteina-273 da PP1C e de
cisteina-266 da PP2Ac, via o terminal N-metil detatbnina (GOLDBERG et al., 1995;
MACKINTOSH et al., 1995; CAMPOS et al., 1996), ¢eiracbes nao-covalente relacionadas
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a inibicdo da atividade enzimatica, que é mediaiia gitio hidrofébico Adda das moléculas de
microcistinas e ions hidrogénio (NAMIKOSHI et d1989; RUDOLPH-BOHNER et al., 1994).

A acdo direta das microcistinas nas membranasacetufoi evidenciada como uma
inibicdo de sintese protéica seguida por uma nzalgi#io de glicose-6-fosfato (CLAEYS-
SENS et al., 1993; CLAEYSSENS et al., 1995). Cz=dambém uma queda de glutationa
apos administracdo dessas cianotoxinas, enquaet@sjeoncentracdes de glicose e calcio

citoplasmatico em hepatécitos aumentam (RUNNEGAR.£1991).

Andlises ultra-estruturais e patolégicas mostragrases centrolobulares, destruicao
do endotélio sinusoidal, ruptura dos canais b#iaperda das microvilosidades, formacéo de
vacuolos nos hepatocitos e necrose dos mesmos (HR@8Eal., 1889; ERIKSSON et al.,
1990Db; ITO et al., 1997). Sintomas subagudos tiictagdo com microcistinas sao repre-
sentados por diarréia, vomito, piloerecdo, fraqeepalidez (BELL e CODD, 1994).

As nodularinas, cuja estrutura geral é apresentadgigura 4, € um pentapeptideo,
tendo sido inicialmente identificadas na espédaularia spumigengSIVONEN et al,
1989). Atualmente sdo conhecidas oito nodularthstintas, classificadas de acordo com as
variagbes no grau de metilagcdo, composicao e isoagéo de seus aminoacidos. AspL.p.)

em camundongos varia entre 50 a kg™ de massa corpérea (RINEHART et &4D94).

Figura 4. Estrutura geral das Nodularinas: (1) Mdhb (Nitdéhidrobutireno); (2) D-MeAsp (acido D-eritro-
B-metilaspéartico); (3) Z (variavel); (4) Adda (dei(2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-metoxi-2-6-8-trimetik10
fenildeca-4,6-diendico); e (5) D-glutamato. R1 esd@ H (dimetilmicrocistinas) ou GH

As hepatotoxinas tém acesso aos hepatdcitos pordosireceptores dos acidos bilia-
res (FALCONER, 1991). Uma vez dentro da célulajmmvem uma desorganizacéo dos fi-
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lamentos intermediarios e microfilamentos de actitasionando a desestruturacdo do cito-
esqueleto dos hepatdcitos. Como consequéncigaddiperde sua estrutura e desenvolve
graves lesdes internas. A perda de contato entrélalas cria espacos internos que sao preen-
chidos pelo sangue, que passa entéo a fluir ddlaresppara esses locais, provocando uma he-
morragia intra-hepatica (CARMICHAEL, 1994). Em hamos, o efeito da intoxicacdo por
hepatotoxinas inclui distlrbios gastrintestinaisgeymonia atipica, dor de cabeca e elevacédo da

concentracéo de determinadas enzimas no figado.

Através de estudos de toxicidade oral em niveisrémicos, realizados com camun-
dongos por Fawell et g11994) e com porcos por Falconer et(3094), foi estabelecida como
ingestdo diaria aceitavel de microcistina-LR o vale 0,04ug kg* de massa corpérea
(CHORUS e BARTRAM, 1999). A partir desse valor, dimite maximo aceitavel de
1 ug L™ de microcistinas em agua para consumo humanalétado pela OMS e incorpora-
do no adendo das Normas para Qualidade da AguadBraiublicado em 1998 (“Guideline
for Drinking Water Quality — WHO, 1998).

Recentemente, um alcal6ide hepatotoxico denomingiddrospermopsinaonforme
apresentado na Figura 5, foi isolado de trés espél® cianobactériasCylindrospermopsis
raciborskii (OHATOANI et al., 1992)Umezakia natanHARADA et al.,,1994) eAphanizo-
menon ovalisporurtBANKER et al, 1997).

Figura 5. Estrutura da cilindrospermopsina.

Seu mecanismo de acao se da pela inibicdo daesimtet®ica e ja tém sido observa-
dos danos severos também em células renais, pulesoaacardiacas dos animais testados.
A cilindrospermopsina € uma toxina de acdo lemtquerendo de cinco a sete dias para pro-

duzir seu efeito tdxico maximo. Em camundongd3lg (i.p.) apds 24 horas é de 2 mgkg
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de massa corpérea, enquanto que apds cinco diagodilp.) passa a ser de 0,2 mgkde
massa corporea (TERAO, 1994). Por administracal amhDLs, apods cinco dias é de aproxi-
madamente fig kg™ (SEAWRIGHT et al.,1999).

A Portaria n518 do Ministério da Saude de 25 de Marco de 266dmenda que as
analises para cianotoxinas incluam a determinagaalishdropermopsina e saxitoxinas, ob-

servando, respectivamente, os valores limites era agra consumo de 15 ug e 3 pg L.

2.1.5 Estabilidade das Microcistinas

As microcistinas, devido a sua estrutura peptidichca, sdo muito estaveis e resis-
tentes a hidrélise e a oxidagcdo em pH proximo ddrakdade. Além disso, microcistinas e
nodularinas mantém sua toxicidade mesmo apos aréenEm condi¢cdes naturais, no escuro,
as microcistinas podem persistir por meses ou aREastemperatura elevada @) e condi-
¢cOes de pH alto ou baixo, foram observadas hig®lientas, sendo necessérias aproximada-
mente 10 semanas em pH 1 e mais de 12 semanas 8rpgyll a degradacao de cerca de 90%
da concentracéo total das microcistinas (HARADAIet1996). Porém, ja foi observada uma
lenta degradacao fotoquimica das microcistinas €&poa luz solar. A taxa desta reacdo €
aumentada pela presenca de pigmentos fotossirgdtidoossollveis, provavelmente ficobili-
proteinas (TSUJI et al1993). Na presenca desses pigmentos, a degraftaggaimica de
90% da concentracao total das microcistinas poderwde duas a seis semanas, dependendo

da concentracdo de pigmentos e toxinas.

A presenca de substancias humicas também parelegaace degradacado das micro-
cistinas sob a luz solar. Embora as microcistsgam resistentes a muitas peptidases de
organismos eucariontes e bactérias, elas sdo messei degradacdo por algumas bactérias
encontradas naturalmente em rios e reservatoBagtérias capazes de degradar microcisti-
nas ja foram isoladas de varios ecossistemas agsad também efluentes de esgotos
(CHORUS e BARTRAM, 1999). Este processo pode l@vdegradacdo de 90% do total de
microcistinas entre 2 a 10 dias, dependendo pahuipnte da concentracdo inicial dessas

toxinas e da temperatura da agua.
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2.1.6. Evidéncias de Contaminacédo por Microcistinas

Casos de intoxicacOes de animais e humanos pestuweanoral de dgua contaminada
por cepas toxicas de cianobactérias ja foram des@m todo o mundo (FALCONER, 1994).
O primeiro caso documentado de intoxicacdo letadrdmais por consumo de agua ocorreu
na Australia em 1800 (FRANCIS, 1878). Desde enti@ioneros relatos tém sido publicados

de envenenamento por cianotoxinas.

No Brasil, o trabalho de Teixeira et @1993) descreve uma forte evidéncia de corre-
lacéo entre a ocorréncia de floracbes de cianat@stdo reservatério de Itaparica-BA e a
morte de 88 pessoas, entre as 200 intoxicadas,cpakumo de agua do reservatorio, entre
margo e abril de 1988. Entretanto, o primeiro aastdfirmado de mortes humanas causadas
por cianotoxinas ocorreu no inicio de 1996, qualtld pacientes renais cronicos, apos terem
sido submetidos a sessdes de hemodialise em umeadiia cidade de Caruaru (PE), passa-
ram a apresentar um quadro clinico compativel cora grave hepatotoxicose. Destes, 60
pacientes vieram a falecer até 10 meses aposio ifus sintomas.

As andlises confirmaram a presenca de microcisérmabndrospermopsina no carvao
ativado utilizado no sistema de purificacdo de &tpalinica, e de microcistinas em amostras
de sangue e figado dos pacientes intoxicados (AZEYEL996; CARMICHAEL et al 1996;
JOCHIMSEN et al., 1998; CARMICHAEL et aR001). Além disso, as contagens das amos-
tras do fitoplancton do reservatorio que abastedmlade demonstraram uma dominancia de

géneros de cianobactérias comumente relacionados guoducao de cianotoxinas.

Em termos globais, os relatos clinicos dos danos @g@opulacdo humana, pelo con-
sumo oral de cianotoxinas em aguas de abastecimadioam que esses danos acontecem
como consequéncia de acidentes, desconhecimerdef@iéncia na operacdo dos sistemas
de tratamento da dgua. Como resultado, esseesaab parcialmente estimados e as cir-
cunstancias originais sao frequentemente de dd&fihicio. Em muitos casos, as cianobac-
térias causadoras dos danos desaparecem do réseragites que as autoridades de saude
publica considerem uma floracdo como o possivebrisGeralmente desconhecem 0s possi-
veis danos resultantes da ocorréncia de florag@esathobactérias e, portanto, assumem que
0S processos de tratamento da dgua usuais sa@sajmremover qualquer problema poten-
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cial. Entretanto, varias toxinas de cianobactégaando em solugéo, sdo dificilmente remo-

vidas pelos processos convencionais de tratamento.

Em regifes agricultaveis ou areas densamente paspadorre muitas vezes o apare-
cimento de floragbes constantes de cianobactémaeservatorios de abastecimento publico
e, usualmente, as autoridades de meio ambientmerdntrolar as floragbes com aplicacao
de sulfato de cobre ou outros algicidas. Este doépwovoca a lise desses organismos, libe-
rando as toxinas freqientemente presentes nas&glata a agua bruta do manancial. Tais
acdes podem causar exposi¢cdes agudas as toxiters. dsso, ha evidéncias de que as popu-
lacBes abastecidas por reservatorios que apresextamsas floracbes podem estar expostas
a baixos niveis de toxinas por longo periodo (LANEHEet al, 1994). Essa exposi¢cao pro-
longada deve ser considerada como um sério risam@e uma vez que as microcistinas sao

potentes promotoras de tumores.

2.2. Tratamento de agua e Cianotoxinas

Os métodos convencionais de tratamento de agueadtks nas estacdes de tratamento
(ETASs) apenas transferem de fase o contaminante,gse este seja eliminado. O produto
final destes processos se constitui de uma fase Iimga e uma fase concentrada de conta-
minantes. Considerando-se que no atual cendrigeatabos locais para a disposi¢céo de re-
siduos indesejaveis ficam cada vez mais escassteggradacdo dos mesmos em compostos
gue sejam absorvidos de forma segura pela meioeatebé de fundamental importante para

sustentabilidade dos grandes centros urbanos.

Além disso, a presenca de algas e cianobactériagusmbruta aduzida as estagbes de
tratamento podem causar problemas operacionaisaeas\etapas de tratamento, tais como:
dificuldade de coagulacéo e floculacdo, baixa @ficia do processo de sedimentacao, colma-
tacdo dos filtros e aumento da necessidade de tpoghara a desinfeccdo (EDZWALD,
1993; KAUR et al 1994). Como consequéncia desses problemas oapwasg verifica-se,
geralmente, a reducéo na eficiéncia dos processtraitdmento e o surgimento de problemas
na agua tratada associados a presenca de algashagtérias e seus subprodutos extracelula-

res.
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Os tratamentos biologicos sdo processos oxidaniés ntilizados na reducédo de po-
luentes organicos nao recalcitrantes; no entamtexisténcia de compostos téxicos (por

exemplo MCs) no meio inviabiliza a sua utilizacéo.

O emprego de agentes quimicos em processos oxidatimnbém tem sidos utilizados.
A cloracdo e a ozonizacdo sdo alternativas parageadacao de poluentes. No entanto, a
grande demanda de cloro e de ozbnio pode tornarocegso inviavel economicamente
(ROBINSON e BRITZ, 2001). Além disso, alguns pssms oxidativos podem produzir
subprodutos recalcitrantes ou mais toxicos queogostos originais (BARD, 2004).

Neste contexto, fica claro que ha a necessidadisenvolvimento de novas técnicas
destrutivas para o tratamento de agua (KEIJOLAL.et1898). Os Processos Oxidativos
Avancados (POAs) se destacam como um método prompssa degradacdo de poluentes
téxicos em meio aquoso (GOGATE e PANDIT, 2004).

2.3. Processos Oxidativos Avancados

Nas ultimas décadas, os Processos Oxidativos Adaag® OAs) tém sido alvo de va-
rios estudos para o tratamento de compostos oagpiesentes em aguas, solo e efluentes
industriais (BALCIOGLU et al., 2003; RODRIGUEZ €lt,a2002; OTURAN et al., 2001).
Sao tecnologias extremamente eficientes para audgst de compostos organicos de dificil
degradacéo, muitas vezes presentes em baixas t@gpdes. Podem ser consideradas tecno-
logias limpas, pois ha a minimizacdo da formacasubgprodutos sélidos e os poluentes néao

sao transferidos de uma fase para outra (DEZOOD3R

Os POAs séo baseados na geracao de radicais fateemedantes, principalmente o
radical hidroxila {OH), que destroem inimeros compostos de maneirdar&nao-seletiva
conduzindo & mineralizacdo parcial ou completa dotaminante (ANDREOZZI et al.,
2000). A Tabela 1 apresenta o potencial de oxalpg#a varios oxidantes em agua. Pode-se
observar que o potencial de oxidagdo do rad@Hbl é superior aos dos oxidantes comumente

utilizados no tratamento de aguas de abastecimento.
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Tabela 1 Potencial de oxidacdo de alguns oxidantes.

Oxidante Pqtencial de
Oxidacéao (eV)

‘OH 2,80
o('D) 2,42
O; 2,07
H,0, 1,77
‘OOH 1,70
MnO4 1,67
CIO, 1,50
Cl, 1,36
0, 1,23

Os POAs podem ser divididos em dois grupos: agugle envolvem reacdes homo-
géneas (utilizando #D,, Oz e/ou luz ultravioleta) e aqueles que envolvemdeageterogé-
neas (utilizando 6xidos metdlicos foto-ativos).T@bela 2 lista os principais sistemas de pro-
cessos oxidativos relatados. A grande versatiidis POASs esta no fato dos radicais hidro-

xila poderem ser gerados a partir de diferentesgssms

Tabela 2. Sistemas tipicos de processos oxidativos avasc¢ado

Sistemas

Processos - -
Homogéneos Heterogéneos

Oy/UV Fotocatalisador/@UV
Com irradiacdo H,O./Fe?/UV (Foto-Fenton) Fotocatalisador/kD,/UV
Feixe de Elétron
O4/H,0, Eletro-Fenton
H,O./Fe?(Fenton)

Sem irradiacéo

Varios estudos também mostraram que os P&@Adecnologias bastante promissoras
para a degradacédo de cianotoxinas (FEITZ et 89;19AWTON et al., 2003; ONSTAD, et
al., 2007). Em especial, a fotocatalise heterogéem chamado a atencdo de pesquisadores
para desinfeccdo e degradacdo de compostos org&mtéagua.
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2.3.1. Fotocatalise

Os processos de degradacao fotoquimica e fotdezdam atraido a atencdo de pes-
quisadores interessados no desenvolvimento de noétsdos de tratamento de efluentes.
Por meio deste processo, em condicbes amenas gdertgnra e pressao, € possivel chegar a

completa mineralizacdo de poluentes organicos.

O mecanismo da fotocatélise ocorre na superficiandesemicondutor (por exemplo:
TiO,). Este mecanismo envolve a ativacdo do semiconguadr luz solar ou artificial em

comprimento de onda abaixo de 400 nm.

Um semicondutor é caracterizado por duas bandaswa de conducdo (BC) e uma de
valéncia (BV), sendo o intervalo entre elas cham@elthandgap” (LINSEBIGLER et al.,
1995). Uma representacdo esquematica deste m@aetstrada na Figura 6. A reacéo fo-
tocatalitica ocorre quando a separacao de cargdugida nessas bandas pela incidéncia de
fétons com energia adequada (RIDEH et al., 1993%. elétrons da banda de valéncia sao
promovidos para a banda de conduc&o, deixando asnad positiva () na banda de valén-
cia (ISUMI et al., 1980).

Reduciio

0, O,

H,O (OH) 'OH

Oxidaciio

Figura 6. Modelo para fotoativacdo de um semicondutor (TAUGHEE PERALTA-ZAMORA, 2004).
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A lacuna positiva na banda de valéncia pode reagir moléculas d’agua ou com ions
hidroxila adsorvidos na superficie para formarcaidi hidroxila {OH). Os elétrons da banda
de conducdo podem reduzir o oxigénio adsorvidongleraadicais peréxidos@,’) que por
sua vez também pode se desproporcionar para for@idr por meio de varias rotas
(GRATZEL, 1989).

Durante o processo fotocatalitico, outros radicarstendo oxigénio podem ser forma-
dos, dentre eles se destacam o radical superoxad@éical hidroperéxido (DIONYSIOU et
al., 2000). Os elétrons também podem reagir dairetsse com 0 contaminante via processos
redutivos (JONES e WATTS, 1997). No entanto, ainda existe consenso sobre qual é o
principal caminho para geracdo de radicais livi€entudo, a adsor¢cédo do substrato sobre a
superficie do semicondutor é tido como a principtdpa da oxidacdo fotocatalitica
(DUONGHONG et al., 1982; MALATO et al., 2009).

2.3.2. Mecanismo e Cinética

A oxidacéo fotocatalitica aparece como a tecnologas promissora para degradacgao e
compostos organicos dentro dos processos oxidativascados (POAS), ja existindo uma
grande quantidade de informacéo disponivel naatiten. As Equacdes 1-21 destacam as
principais reacdes envolvidas neste processo (TRXE JARDIM, 2004). O TiQé o ca-

talisador mais utilizado, e por essa razao, sdizaato na descricdo deste processo.
O mecanismo pode ser dividido em 5 etapas prirgipailsor¢do na particula do catali-
sador, excitagdo do semicondutor, manutengcao dgas;aecombinagédo das cargas e geracao

de radicais (ZIOLLI e JARDIM, 1998).

(i) Adsorcéo na particula do catalisador:

Ti** + HO O - Ti*—H,0 (1)
Ti* + RO + Q% 0O - T*-OoH (2)

(ii) Excitacdo do semicondutor:
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Semicondutor O - hev* + & (4)

(iif) Manutencéo das Cargas:

Ti*-H0 + ' O - Ti"(COH) + H (5)
Ti*-OH + hgy" O - Ti**(OH) (6)
Ti*<OH + ¢ O - Ti**-OH (7)

Ti" + @ O - T (8)

(iv) Recombinagé&o das cargas:

heyv® + &c O - Energia Térmica 9)
hey' + TF"—OH O - Ti**~OH (10)
esc + Ti"—OHO - Ti**~OH (11)

(v) Geracao de radicais:

Reacdao entre a lacuna fotogerada e a agua adsorvida

hev' + HO(ads) 0 - OH + H' (12)

Reacao entre a lacuna fotogerada e os gruposn®Kuperficie da particula do semi-
condutor:

hsy" + OH (sup) O —» OH (13)

Formacéo do ion radical superéxido:
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O +&c O- O (14)

Formacé&o do peréxido de hidrogénio:

O, " + H O - HO (15)
HO, + HG O - HO, + O (16)
O,;” + HGQ' O - HO, + G (17)

HO, + H O - H,0, (18)

Geracéao de radicais hidroxilas pela quebra de mvdae hidrogénio:

H,0, + @c O - OH + OH (19)

HO, + Q" 0 - OH + OH + O (20)

Quebra da molécula de peroxido de hidrogénio wiaige direta:

H,0, O . 2OH (21)

R; = Substrato

h* = lacuna fotogerada

e = elétron fotogerado

O.% = Oxigeénio do reticulo do TiD

Como ja foi citado anteriormente, nem todas asastajp processo fotocatalitico sé&o
unanimidade entre os pesquisadores. No entarmaesso de adsorcdo (Equacbes 1-3) a
superficie do catalisador tem papel importante xidagdo fotocatalitica (DUONGHONG,
1982; AGUSTINA, 2005). Consequentemente, ao sésanaste tipo de processo, fatores
como a estrutura cristalina do catalisador, mogi@lce interface devem ser considerados,
assim como as caracteristicas do substrato(s) eomadicdes fisico-quimicas do meio
(ZIOLLI e JARDIM, 2005).
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A Figura 8 ilustra uma particula de um semicondetos processos de excitacdo, ma-
nutencdo das cargas e recombinacdo. As cargatasmesadas pela fotoativacdo do semi-
condutor (Equacéo 4) podem se recombinar de a@mnthoa Equacao 9, desativando o semi-
condutor e liberando energia na forma térmica.laéanas fotogeradas podem reagir com os
substratos diretamente ou reagir com moléculagda au ions hidroxila adsorvidos, gerando
radicais"OH (Equacéo 13). A reducdo do''Ta T+ também pode ser processada pelos elé-

trons gerados (Equagao 7).

Recombinagao
Superficial

Recombinagéo
Massica

+®

A

Figura 7. Etapas primarias do mecanismo fotocatalitico (LIBEH_ER et al, 1995).

2.3.3. Variaveis que afetam a fotocatalise

De acordo com os estudos realizados até o monmrdem-se destacar nove parame-
tros imprescindiveis ao se avaliar um sistema &téditico: fotocatalisador, reator, compri-

mento de onda e fluxo radiante, concentracao irdoigoluente, temperatura e pH.

Fotocatalisador

Um fotocatalisador ideal deve ter as seguintescteniaticas: (i) alta atividade quimi-
ca; (ii) estabilidade em diferentes condi¢céesdigjuimicas; (iii) disponibilidade; (iv) baixo
custo; e (v) baixa toxicidade. Varios semicondeggodem agir mediados por irradiagdo em
reacOes redox, dentre eles: Ti@/O; CdS e ZnS. O Ti©é o que apresenta caracteristicas

mais favoraveis para aplicacdo em fotocatalise &XN$O et al., 2000).
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O TiO, existe em 3 formas alotropicas distintas: rufiloatasio e brookita. No entan-
to, somente o rutilo e o anatasio sdo estaveidizadbs em fotocatalise. O anatasio é a for-
ma mais foto-ativa (MILLS e LEE, 2002).

Como jé& foi citada anteriormente, a recombinagétvan-lacuna € um fator limitante
em reacdes fotocataliticas. Visando diminuir eséo, a mesclagem anatasio-rutilo e a do-
pagem do semicondutor com metais e nitrogénio téam@ado grande sucesso (NO-
GUEIRA e JARDIM, 1998; CHOI et al., 2007).

Grande parte dos estudos publicados utilizam uomabmacéo de Tipde 80% na
forma anatasio e 20% na forma rutilo, chamada coalerente de P25, fabricado pela
Degussa (AUGUSTINA et al., 2005). Liu et al. 2G0&liaram a eficiéncia de vérios fotoca-
talisadores comparado com o P25 aplicado a dediadi;microcistina-LR. O P25 apresen-

tou o melhor desempenho para o processo.

Para sistemas nos quais o fotocatalisador enceategn suspensao, sua concentracéo é
um fator extremamente importante, estando diretemetacionada a quantidade de poluente
disponivel. O excesso de catalisador pode ocaseraglomeracdo de suas particulas e a
opacidade do meio, dificultando a passagem de Rartanto existe uma concentracao 6tima
para cada caso, as quais devem ser determinadesnesptalmente (ANDREOZZI et al.,
2000; GOGATE et al., 2002). Os sistemas em sudpgmsssibilitam uma maior area de con-
tato entre catalisador e substrato; no entantecuperacdo do catalisador ao final do proces-

so dificulta a sua aplicacdo em grande escala.

Para sistemas imobilizados deve-se maximizar aidbees do catalisador na superficie
do suporte.

Comprimento de onda
Deve-se utilizar o comprimento de onda correspoteda energia deband gap do

fotocatalisador. Para o Ti®@sse valor € de 3,2 eV, correspondendo a um corapio de
onda de 387 nm (HERRMANN, 1999).
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Esforcos tém sido direcionados para utilizacaaudesblar como fonte de radiagcéo para
excitacdo do fotocatalisador (FEITZ et al., 20023 a dopagem do Ti@om nitrogénio para
0 aumento do comprimento de resposta tem mostraceleates resultados (CHOI et al.,
1994; CHOl et al., 2007).

Concentracgdo inicial do poluente

A relagdo ente degradacao fotocatalitica e cormgdrinicial do poluente é caracteris-
tico de cada substrato, dependendo da sua natquézaca e complexidade de compostos

existentes no meio.

Este parametro também deve ser otimizado por neiexgerimentos em laboratério,
pois 0 excesso de substratos pode causar opacidaaieio e uma adsorcdo excessiva a su-

perficie do catalisador, competindo com as molécdlagua e os ions OH

Temperatura

Entre 20 e 8C, a degradacgdo fotocatalitica tem baixa depenaéaaitemperatura
(FOX e DULAY, 1993; HOFSTADLER et al., 1994; ANDRE@I, 2000). Normalmente os
sistemas tém sido operados em temperatura ambi€asn a temperatura venha a exceder os
80°C, devem ser adotados sistemas de refrigeracdomaldesta temperatura a isoterma de
adsorcéo dos reagentes torna-se desfavoravel @amento da entropia do solvente, poden-

do reduzir a energia de ativacdo do mesmo (MACHADAI., 2003).

pH

Este parametro € governado pelo tipo de polueptdaepH de carga zero (gHdo fo-
tocatalisador utilizado. Basicamente, devem saliaias as interagdes entre a superficie do
catalisador e o poluente. Essa interacdo (adspggialmente € maximizada quando o meio
apresenta um pH proximo do gHo catalisador (FOX e DULAY, 1993). Para polusrita-
camente &cidos, tais como as microcistinas, a gaadotocatalitica € otimizada a baixos
valores de pH, isso devido ao aumento da adsomamedi¢cdes acidas (ANDREOZZI et al.,
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2000). No entanto, além de importante, o efeitgat@ac¢ao do pH ndo pode ser generalizado,
sendo necessario o estudo sistematico em labargigra cada sistema.

Espécies ibnicas

A presenca de ions pode ter influéncia direta mosgssos fotocataliticos, alterando a

adsorcao do poluente sobre o catalisador, captonaaticais OH e absorvendo radiacao.

Os fons C@ e HCQ™ capturam radicai®OH e também afetam o processo de adsorcéo
a superficie do catalisador; o anion Glbsorve luz UV e afeta algumas etapas no processo
de adsorcao (WEI et al., 1990; YAWALKAR et al., 200

Segundo Yawalkar et al. (2001), os ions HC®m o maior efeito negativo sobre a rea-

cao fotocatalitica, seguido pelos fons, €O e SQ, respectivamente.

Aceptores de elétrons

Segundo Yamazaki et al. (2001), a presenca deaesple elétrons reduz a taxa de re-
combinacédo elétron-lacuna na superficie do semidond Dijkstra et al. (2001) mostraram
gue a fotocatalise é extremamente afetada pelacasfe oxigénio no meio.

Além do oxigénio, outros compostos ja foram utidiaa como aceptores de elétrons; no

entanto, a facilidade de aerac&o torna o oxigéaiteanativa mais viavel.

2.3.4. Fotocatalise Heterogénea aplicada a degradacde Microcistina

Cerca de 70% dos trabalhos publicados sobre adkegfifa de microcistinas utilizando
POAs usam a fotocatalise heterogénea como propeissipal de geracdo de radicais hidro-
xila. Este processo tem-se mostrado bastante ggonpara a degradacao de cianotoxinas e a

inativacdo de microrganismos patogénicos (SVRCEKIETH, 2004).

Utilizando a fotocatalise com TgORobertson et al. (1997) e Shephard e{1#198)
estudaram a degradacdo de microcistinas YR, LR, ¥Wistraram que o catalisador Ti®
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fundamental para a degradacao, sendo que a velecitadegradacéo é diretamente propor-
cional & concentracao do catalisador e do substrato

Lawton et al. (2003) estudaram a adsorcéo das omstimas LR, RR, LW e LF no ca-
talisador TiQ como fator predominante para a degradacéo doratdstO pH do meio rea-
cional modifica a carga total das microcistinasisamtientemente influenciando sua adsorgao
no catalisador. A variacdo de carga também ocwrsuperficie do Ti©@de acordo com a
mudanca de pH, também influenciando na adsorc&uilolstrato. Segundo Feitz et al. (1999),

a fotocatalise usando UV/Ti@ otimizada em meio &cido (pH 3,5).

Shephard et al. (2002) analisaram a degradacamigescistinas LR e RR por fotoca-
talise com TiQ imobilizado. A degradacédo da microcistina-RRrfais sensivel a variacédo
de pH. O uso conjunto do Ti@nobilizado e de uma suspensao de;lfd) mais eficiente na
degradacéo quando comparado com a utilizacdo desaistiadamente. O processo resultou
na completa mineralizacdo dos poluentes (consideranlimite analitico de 10 ng mi).

A degradacdao relativa em amostras de aguas na&raenor quando comparada com aguas
deionizadas. Tal efeito foi atribuido a matrizéniga e aos ions inorganicos presentes em

aguas sem tratamento, os quais podem capturadicaisaOH.

Lee et al. (2004) estudaram a oxidagc&do da micinaistR em reator de leito fluidiza-
do com TiQ e carbono ativado. Este sistema obteve grandssoiga eliminacéo do polu-
ente. No entanto, parte da microcistina podeitadb adsorvida ao carvao ativado e nao ter

sido degradada.

Liu et al. (2003) realizaram um estudo cinéticoreiacdo de degradacdo da MC-LR
por fotocatalise com Ti© A rota de degradacado esta associada a trés ismcan fotolise
pela radiacdo UV, ataque via radical hidroxila édagdo. A clivagem do dieno conjugado
Adda resulta em subprodutos atéxicos derivados @a Mcredita-se que o dieno conjugado
Adda é responsavel pelo efeito téxico das micrim@ste nodularinas (LIU et. al., 2005; AN e
CARMICHAEL, 1994; BARFORD e KELLER, 1994).

Tem sido demonstrado que, usando-se a fotocataiseUV/TiO,, mesmo quando a
mineralizacdo ndo € completa, o potencial toxicorde&rocistinas é removido quase que por
completo (LAWTON et al., 1999, LIU et al., 2003, EEet al., 2004). Um dos grandes desa-
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fios € aperfeigcoar sistemas fotocataliticos quezeth luz solar (visivel) como fonte de radia-
céo (BANDALA et al., 2004).

O reagente de Fenton também tem sido relataddematlira na degradacdo de ciano-
toxinas (GAJDEK et al., 2001; BANDALA et al., 2004Esse é um POA gque consiste de um
sistema catalitico, sendo composto de uma solugd®@, que reage com um sal de"Feu

Fe", em meio &cido, produzindo radica@H.

A utilizacdo de sistemas combinados utilizand®Xlreagente de Fenton e fotocatali-
se tem sido muito estudada para a degradacdo depaiigentes (CORNISH et al., 2000;
YUAN et al., 2006).

2.3.5. Outros POAs estudados para degradacéo de vbeistinas

A utilizac&o dos sistemas,8,/UV, Ultra-som (US) e @tem sido estudada para a de-
gradacdo de cianotoxinas. No entanto, estes sistem mostraram, até 0 momento, menos
eficientes do que os sistemas heterogéneos. AESu,d separacao final do catalisador é um
problema que dificulta a utilizacdo de sistemasdataliticos homogéneos.

Qiao et. al. (2005) utilizaram o sistemad/UV para estudar a degradacdo da micro-
cistina-RR. Este processo € o mais simples dossP@uksistindo da quebra da molécula de
peréxido de hidrogénio em dois radicais hidroxitzss quais reagem rapida e néo-

seletivamente com composto organicos (RODRIGUEZIgt2000).

Brooke et al. (2006) e Onstad et. al. (2007) w@iBm o oz6nio para a degradacao das
microcistinas LA, RA e LR. O problema deste sised que a quantidade de ozonio residual

geralmente néo é suficiente para degradar os naltreptes.

2.3.6. Energia Solar

A escassez de energia e de fontes de agua pof@vahgplamente reconhecidos como

os grandes problemas do século XXI. O evidentecmento da atmosfera terrestre, provo-
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cado pelo acumulo de gases causadores do efaifa,esta escassez dos chamados combusti-
veis fosseis, vém tornando cada vez maior a buscéoptes renovaveis de energia. Nesse
contexto, a energia solar se destaca como uma lioiga e renovavel de energia e de ampla

disponibilidade no Brasil.

Dentre as varias aplicacdes, o tratamento de @aa@aconsumo vem recebendo grande
atencdo de pesquisadores (Blanco et. al., 200&8)esenvolvimento de processos fotocataliti-
cos utilizando TiQtem grande sucesso na reducédo de matéria orgaeitainacao de polu-
entes organicos em baixa concentracdo (Feitz 208R). Considerando-se que cerca de 5%
da radiacdo solar que chega a superficie da Tereacontra na faixa de absorcao do,J#
utilizacdo da luz solar parece ser viavel paraapicacdo. Alguns trabalhos tém buscado
reduzir oband gapdo TiO,, aumentado consequentemente a faixa do espetroisio para
degradacgédo do poluente. O principal foco é a dapadp TiQ com nitrogénio (CHOI et. al.,
2007).
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3. METODOLOGIA

3.1. Cianotoxina

Foi utilizada a [D-Leu]-microcistina-LR como composnodelo para os estudos de
degradacdo. Esta cianotoxina € uma variante deoastina-LR. Sua escolha foi devida a
sua ampla ocorréncia nas floracbes de cianobaxténmaguas brasileiras, além da sua alta

toxicidade (MATTHIENSEN, 2000). Sua estrutura gigaresta apresentada na Figura 8.

NH CH,

N

NH
H
NH NH
)k (0] 0]
HoN Hj CH3

Figura 8. Formula estrutural da [D-Leu]-microcistina-LR.

3.1.1. Obtencéo do Extrato de [D-Leu]-MicrocistinakR

O extrato contendo [D-Leu]-Microcistina-LR foi faroido pelo Pesquisador Alessan-
dro Minillo da Universidade Estadual Paulista, cam@e Ilha Solteira, tendo sido seguindo o
protocolo descrito a seguir.

Aquisicao dos extratos com microcistina para o ekiu

Os extratos de microcistina foram produzidos airpdet uma cepa dilicrocystis spp
A cepa foi mantida em culturas descontinuas enaffss (4 L) em meio ASM-1, incubadas
a 22 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas (intensidachinosa de 55 pE ™s™) e submeti-
das sob aeracdo em condi¢cbes de esterilidade.in&loda fase de crescimento exponencial
das culturas (3 semanas), tendo sido obtida unsidéete da ordem de 16élulas mL*, fo-

ram colhidas as células para a obtencédo dos extratn microcistina.
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Extracdo de microcistina das culturas de Microcysspp

Os extratos contendo microcistina foram obtidosimpda concentracdo das células de
Microcystis sppem centrifuga (10 min, 5.000 rpm, 20°C) e filt@d@stas em filtros de celu-
lose GF/C (0,45 um). As células concentradas fagpostas a uma solucdo de metanol 75%
em volume por 18 horas no escuro a 4°C para agéxtrde microcistina. Essa solucéo foi
centrifugada (10 min, 5.000 rpm, 20°C) para a ré&maips detritos celulares, sendo o sobre-

nadante estocado em freezer (— 20°C) até seradiiliz

3.2. Reator Fotocatalitico

Nos estudos de degradacéo foi utilizada a confgguranostrada na Figura 9. O pri-
meiro protétipo desse tipo de reator foi desendolvia UNICAMP por Kondo (1990) e exami-
nado em detalhe por Nogueira (1995) e Nogueiradind€1996). O reator consiste de uma placa
de vidro recoberta com Ti@olocada em um suporte voltado para a linha dadtgjucom uma

~O

-

inclinacéo de 22°.

luz solar

e

efluente

TiO, suportado

o
. 5 ‘ coletor
recirculacéo

Figura 9. Esquema do reator solar de leito fixo e filmegeldb (Nogueira e Jardim, 1996).

3.2.1. Fixag&o do Catalisador

A imobilizacdo do TiQ foi realizada em uma placa de vidro jateado. idintente esta
placa foi limpa, utilizando detergente e acidoicdtra 10% em volume. Utilizando-se um

borrifador, aplicou-se uniformemente uma suspengidiO, a 1% massa por volume com
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pH = 3 a placa de vidro. Em seguida, a placagoaem uma estufa a 100°C. Esse procedi-

mento foi repetido 10 vezes.

O filme de TiQ resultante foi avaliado por microscopia eletrondm varredura
(MEV). As analises de MEV foram realizadas em unerbscopio LEO modelo 440 com
detector de elétrons secundarios, tensédo de 15 fiéssdo de 1 Pa. As superficies foram
presas a um porta-amostras de aluminio por meimaefita dupla face. Em seguida, uma
fina camada de tinta prata foi cuidadosamente agdicnas extremidades do substrato para

aumentar o contato elétrico.

3.2.2.Funcionamento do Reator

O reator foi operado no modo de batelada com reci®l vaso de mistura tem um vo-
lume util de um litro e meio, armazenando todoesfte sendo tratado sob continua agitacao.
O efluente chega a uma pingadeira colocada nodapaaca (que contém o fotocatalisador
imobilizado) impulsionado por uma bomba centrif(igamba esta colocada no interior de um
circuito em by-pass para que se faga o controledao). O efluente entdo escoa pela placa e
é recolhido de volta para o vaso de mistura (FigO)a

Figura 10. Reator utilizado solar utilizado

Como, em experimentos solares, a evaporacao danagagerficie da placa é bastan-

te significativa, construiu-se um sistema semi-audtiico de reposicdo da agua perdida por
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evaporagcao de forma a se manter o volume tratadstaide. Esse sistema consiste de um
reservatorio com agua, uma valvula solendide eamaa@ de nivel, o qual é reajustado manu-

almente a cada retirada de amostra.

A irradiancia e o espectro da luz solar durantexgserimentos foram medidos com o
auxilio do espectrorradibmetro StellarNet EPP20G&#0do o sensor embutido na placa para

que ficasse no mesmo angulo de incidéncia solar.

Nos experimentos de adsorcao, foi colocada amad que se encaixa perfeitamente
a placa do reator de forma que os experimentosifoernduzidos totalmente no escuro. Nos
experimentos de fotolise, utilizou-se outra plaeavidiro jateado na qual ndo foi a feita a de-

posicdo do filme de Ti©

3.2.3. Ensaios de Degradacéo

A concentracdo inicial de [D-Leu]-Microcistina-LRilizada foi de 10 ug T, pH 3 e
com uma vazéo de 6 mLC's Essa concentracéo de [D-Leu]-Microcistina-LRdstcolhida de
forma a representar um cenario no qual se tivesse@zes mais microcistina do que o valor
indicado pela OMS como limite em agua para consbormmano. O pH 3 é descrito por di-
versos pesquisadores como 6timo para maxima idieragtre o catalisador e o toxina (LIU
et al. 2009). A vazao foi definida a partir de esimentos prévios nos quais ela foi variada,
tendo-se escolhido a que forneceu a maior degradaig@as as andlises foram realizadas em
triplicata.

3.3. Analises

3.3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi utilizado um cromatografo Agilent série 1200s reeguintes condi¢Bes: coluna
Zorbax C-18 da Agilent (250 mm4,6 mmx 5 um). Utilizou-se um gradiente linear de elui-
cdo com a fase movel constituida de agua, acetarf®"CN) e acido trifluoroacético (TFA),
conforme mostrado na Tabela 3. A vazao foi deri,nin™ e a temperatura do forno foi de

25°C. O detector DAD foi ajustado paka= 238 nm. Esse protocolo é uma adaptacédo do
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procedimento desenvolvido por Meriluoto e SpooD&0 A ACN e o TFA foram fornecidos
pela JT Baker, grau HPLC, e a agua foi ultra-peaida em sistema Millipore MilliQ.

Tabela 3. Gradiente utilizado com a fase mével nas anatiseGLAE.

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (TFA 0,05% em ACN) (TFA 0,05% em &gua)
0,0 25 75
5,0 70 30
59 70 30
6,7 25 75
10 25 75

Apés a otimizacdo das condigBes cromatograficaanfereparadas solucdes diluidas
nas concentraces de 0,8, 3,0, 6,0, 8,0 e 10 i@ Ipartir de uma solucdo concentrada
(1 mg LY. As amostras foram concentradas 100 vezes qued@imL foram levados & secu-

ra completa em rota-evaporador e recuperados aninde TFA 0,05% em metanol.

O método foi validado determinando-se a linearidaderecisédo e o limite de quanti-
ficacdo (LOQ), de acordo com o méetodo proposto p&I¥ISA (2003). Para a construcao
da curva-padréo foi utilizado um extrato de [D-L-&lifrocistina-LR com concentracdo co-
nhecida. A diluicdo foi realizada com agua ultréfprada para se obter as concentragfes de
1,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10 pg'L

A linearidade da resposta do detector para os padgn@parados foi avaliada por meio
da andlise da regressao linear, correlacionandgss®ncentracdes de cada padréo, medidas
em pg LY, e o fator de resposta (FR) (area do pico correspute dividida pela area de

[D-Leu]-Microcistina-LR correspondente).

— 39—



3.3.2. Carbono Orgéanico Total

O grau de mineralizacao foi determinado por amaléecarbono orgéanico total. Elas

foram realizadas em analisador de carbono da Shimatbdelo TOC-VCPH.

3.3.3. Teste de Toxicidade com Camundongos

A hepatotoxicidade das amostras foi determinadargo de ensaios vivo usando-
se ratos como organismos-teste de acordo com ocptot apresentado por Heresztyn e
Nicholson (2001). Os testes foram realizados npalamento de Ecologia e Biologia Evo-
lutiva (UFSCar).

As microcistinas tém efeito toxico agudo em animaisn LD, por injecdo intraperi-

toneal de aproximadamente de 50 g kig massa corpérea em 24 h (CHEN, 2006).

A fim de se entrar na faixa da BlLas amostras foram concentradas 150 vezes. Fo-
ram utilizados 20 camundongos fémeas “Swifsnos” para cada dose (massa média: 23 g),
sendo um volume de 1,5 mL de extrato aplicado petitonialmente. Os controles foram

realizados com a aplicacdo de solucgéo fisiologica.

3.3.4. Fosfatase Alcalina

Inimeros trabalhos indicam que as microcistinasnprk@m tumores hepaticos pela
inibicdo das proteinas fosfatases PP1A e PP2A (FEZHEN e NICHOLSON, 2001;
HONKANEN, 1990). Esta reacéo de inibicdo é o meraa do teste utilizado para avaliar a

diminuicao da atividade da [D-Leu]-Microcistina-LR.
Utilizou-se um kit colorimétrico (marca Doles) paraleterminacdo de fosfatases no

soro, no plasma e em outros liquidos biolégicag)a foi adaptado para testes com o efluen-

te do presente trabalho. Esse kit segue a mewidale Bessey-Lowry.
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A amostra € incubada copanitrofenilfosfato, sal ciclohexilamina (substrato$ob a
acao das fosfatases, da-se a hidrélise do sal div@racao dep-nitrofenol. Com a adicao de
soda a reacédo e a consequente alcalinizacao do onerotrofenol liberado torna-se amarelo.

A atividade de fosfatase é proporcional a gdade dep-nitrofenol neo-formado.

Para cada amostra foram identificados dois tubandaios como B (branco) e T (tes-
te). Em cada tubo adicionou-se 0,4 mL do subst&@aotas do tampao pH 10,3. Os tubos
foram entdo colocados em banho-maria a 37°C dutamién. Ao tubo T adicionaram-se
50 uL de amostra, colocando-se em seguida ambdsbos em banho-maria a °87 por
10 min. Adicionaram-se entdo a cada tubo 5 mLoflzag8o de hidroxido de sédio e, ao tubo
B, mais 50 puL de amostra. Apos homogeneizac@apfoealizadas leituras em um espectro-

fotbmetro Jasco V-630 a 410 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Imobilizagéo e Caracterizagao do Ti®m placa de vidro

Seguindo a metodologia apresentada no item 3.Botegeu-se a imobilizacdo do
TiO2 na placa de vidro jateada. Em seguida, por meiarthlises de MEV, passou-se a
verificar as caracteristicas do filme depositadd.Figura 11 mostra uma microfotografia
indicando dois pontos distintos nos quais foi zaitia uma sonda de EDX (Espectroscopia
Dispersiva de Energia por Raios-X) para a analesmentar semi-quantitativa. Os resultados
dessas analises sdo apresentados na Figura 12.

+

[QSC EHI-26.0@ KV WD= 25 mm  Mag- 580 X Detector- QBSD
16pm Photo No.=7 4-Jun-2008

Figura 11. Microfotografia (MEV) com resolugdo de 500 vez&s Ponto 1 e 2 referem-se as andlises semi-quivatita
por EDX realizadas

Pela andlise da composi¢cao quimica obtida, pod®ise que, independentemente da
morfologia da superficie, houve um recobrimentoqadeo da placa com o TiOPercebe-se
claramente os picos relativo ao titanio, elemeni® Ao se encontra inicialmente no vidro.
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Figura 12. Andlise elementar do filme formado na placafpoX: (a) ponto 1 e (b) ponto 2 da Figura 11.

Em seguida, foram realizados testes nos quais cegimmento de imobilizacao foi
repetido por 10, 20 e 30 vezes. A Figura 13 aptasas microfotografias correspondentes.
Foi observado um recobrimento para os trés tests gom o aumento do numero de
aplicacfes, a quantidade de TiGQue ndo esta ligado quimicamente a superficieidm v
aumentou. Essa massa poderia ser retirada fa¢érpeta movimentacao do fluido no reator.

Assim, optou-se pela placa com 10 aplicacdes de&0l1% de TiQ

©)
Figura 13. Microfotografias (MEV) com resolu¢éo de 500 vezBiimero de aplica¢des da solugdo de,EQ%: (a) 10,
(b) 20 e (c) 30.
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Por fim, os dados obtidos a partir da fungéo LioanSdo MEV foram tratados com os

Sofwares OriginLab 7.1 e Un-Scan-It. A Figura ptesenta entdo um exemplo tipico da
topologia encontrada na superficie do vidro redabaym TiQ.
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800

(um ) 1000 0
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Figura 14. Topologia tipica da superficie da placa com 10capbes de solu¢éo 1% O

4.2. Validagdo do Método de Quantificacdo da [DtlléMicrocistina-LR

Apds serem testadas diferentes condigcbes comatmpgapara a determinacdo da

[D-Leu]-Microcistina-LR, obteve-se a melhor res@agdos picos utilizando-se as condi¢cfes
citadas no item 3.2.1.

Adotando-se estas condi¢cbes para a confeccaorda @oalitica, foi possivel resolver
bem a [D-Leu]-Microcistina-LR das demais substémeigistentes no extrato. Como pode ser
observado nos cromatogramas apresentados na Eiyuvarifica-se que identifica-se apenas

0 pico da [D-Leu]-Microcistina-LR. O qual é comfiado pelo espectro UV apresentado na
Figura 16.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos: (a) padréo e (b) extraf@deu]-Microcistina-LR.

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Figura 16. Espectro UV do pico comy e 6,8 min ([D-Leu]-Microcistina-LR).
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Para a confecgdo da curva analitica, foram prepareidco solu¢cbes-padrédo, nas con-

centraces de 0,8, 3,0, 6,0 8,0 e 10 iy ue foram entdo injetadas no cromatdgrafo em

triplicada.

O método de regressdo linear foi aplicado para tengbo da curva analitica.
A Figura 17 apresenta a curva obtida para a [D-IMigfocistina-LR.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA003) recomenda um
coeficiente de determinacéo igual a 0,99

Concentracéo (ug L‘l)

10

= Pontos experimentais
Regressao Linear

Equacéo:
Y =0,06013 + 0,0692 * X

5 R SD N P
0,99762 0,27822 5 1,3951E-4
0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Area (mAU)

Figura 17. Curva analitica obtida para a [D-Leu]-MicrocistibR-

Como o coeficiente de determinacdo encontradogisalia 0,995, a linearidade do

método para a [D-Leu]-Microcistina-LR, na faixa aincentracdes estudada, foi considerada

adequada.

Para avaliar a recuperacédo da [D-Leu]-MicrocistiRatoram utilizados trés niveis de
fortificacdo. A recuperacdo deve estar entre I55% para que o método possa ser conside-
rado adequado (ANVISA, 2003).

Os resultados de recuperacdo média estdo apresemad abela 4. Verifica-se que

foram obtidos niveis de recuperacdo em torno déoclféra a [D-Leu]-Microcistina-LR nos
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trés niveis de fortificagéo testados. Portantoctmisiderado o método apropriado para apli-
cacao desejada no presente trabalho.

Tabela 4. Valores de recuperacédo obtidos nos diferentessdle fortificacdo com [D-Leu]-Microcistina-LR.

Concentracdo

Composto L Concentragdo média Recuperacao
a?:;'?_rjf;da encontraday(g L™ (%)
- 10,0 9,90 99,0
[D-Leu]-Microcistina-LR 6,00 5,98 100,0
2,00 2,01 100,5

4.3. Analises Cromatograficas

A Figura 18 apresenta um conjunto tipico de crogratmas obtidos durante os expe-
rimentos de degradacéo solar da [D-Leu]-MicrocsstiR (tempo de retengao de 6,8 min).

| ao

|| G0

-
|/:/(V]| | 40 :jE:
V
|)| ;/ 20
yand 0
4
| \ |
| | ]J.' Dr.nln
| A
w = 90min
120min
Z 150min
2 4 g g
£ {min}

Figura 18. Cromatogramas obtidos durante a degradacdo da(ipMicrocistina-LR.

A partir da Figura 18, duas observacdes podenegasf A primeira é que se percebe o
surgimento de picos entre os tempos de retenc&oed@ min, os quais podem estar ligados a
formacé&o de intermediarios na reagédo de degradag&egunda € que ndo s6 o pico da toxina
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como os demais tiveram a sua area diminuida, inel@ueles referentes aos intermediarios,

corroborando o fato conhecido de que a fotocatélisma tecnologia ndo-seletiva.

A partir das areas dos picos da [D-Leu]-MicrocstltR obtidas nos cromatogramas,
montou-se um grafico onde se observa o perfil bdetdegradacdo, conforme apresentado na
Figura 18a. Pbdde-se observar que foi necessariemmo de tratamento de 150 min para que

a concentracdo da toxina fosse reduzida aos vaaigisios por lei (1,0 pgD).

Em seguida, tomou-se o cuidado de corrigir os sl@ato funcdo da variacéo de volu-
me circulante no reator. Como o volume inicialdeil,6 L e cada aliquota foi de 0,200 L, ao
longo do tempo de operacéo do reator o volumeifoindindo de forma significativa. Isso
fez com que o numero de passes da solucdo naduaeator fosse paulatinamente incremen-
tado, propiciando uma degradacao maior do quel.a @zdculou-se entdo 0 numero de passes
apos cada retirada de aliquota e os dados foramatinados em funcéo deste parametro. O
resultado obtido encontra-se na Figura 18b. Pedeesficar que o perfil do grafico ndo se

alterou significativamente.

Por altimo, procurou-se corrigir os dados tambéita paergia incidente durante os
experimentos. Isso se torna fundamental para gpe@ssam comparar experimentos realiza-
dos em dias diferentes, em estacdes do ano distearh condicdes de cobertura do céu dife-
rentes etc. Para tal, analisaram-se os espeditio®® com o0 auxilio do espectrorradibmetro
durante as corridas. Os dados de irradiancia faligididos em faixas, de forma a se verifi-
car em qual delas havia uma correlacdo adequadasatados de degradacdo. Foram elas:
UV-C (200 a 280 nm), UV-B (280 a 315 nm), UV-A (325400 nm), UV (200 a 400 nm),
Visivel (400 a 700 nm) e Total (200 a 700 nm). ifM@u-se, entdo, que a Unica faixa que se
correlacionou com os dados experimentais foi a UfRA= 0,9999). Esse resultado esta de
acordo com a regido de absorcao do,{}O< 387 nm) e com a pequena quantidade de energia
incidente nas regides do UV-C e do UV-B. O residtinal encontra-se na Figura 18c. Anali-
sando as Figuras 18 (a), (b) e (c) pode-se varificea mudanca significativa no perfil do grafi-
co de degradacao da [D-Leu]-Microcistina-LR. Hate mostra a importancia dos parametros

de correcéo para analise do processo.
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Figura 18. Degradacdo relativa da [D-Leu]-Microcistina-LR) dados brutos; (b) dados com corregdo do
n° de passes; (c) dados com correcdo do n° despaska energia incidente (UV-A).
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Varios autores estudaram a degradac¢do da micracisR por fotocatalise, a maioria
usando luz UV (ROBERTSON et al., 1997; SHEPHARRIet1998; LAWTON et al. 2003;
LIE et al. 2004; LIU et al., 2003; LIU et al., 20080U et al., 2006). Entretanto, como as
concentracdes utilizadas variam de 100 a 1.000sv&z#ilizada neste trabalho, torna-se difi-
cil uma comparacgéo direta dos graus de remocéogadas. Por outro lado, os resultados
obtidos neste estudo sdo mais proximos de uma&du@al, por se ter usado concentracdes
de microcistina proximas daquelas encontradas no amabiente (CARMICHAEL et al.,
2001; VIEIRA et al., 2005; GIANE et al., 2005; WANs3 al., 2007).

Pelaez et al. (2009) estudaram a utilizacdo davisizel . > 420 nm) no processo
fotocatalitico com Ti@Qdopado com nitrogénio e fluor, tendo sido alcaagatia degradacao

de 60% em 120 min, ainda com altas concentrac@@aignde microcistina.

4.4. Analises de Carbono Orgéanico Total

O grau de mineralizacdo obtido pelo processo emapedpi avaliado por meio das
analises de COT. Os dados obtidos sdo mostradegma 19, na qual as mesmas correcdes

guanto ao numero de passes € a energia incideata feitas.

Observa-se que se obteve uma mineralizacdo deiayadamente 90% até os 90 min
de tratamento. A partir dai, a concentracdo dbocer organico permaneceu praticamente
constante, até os 150 min. Verifica-se, entdo,agiatocatélise heterogénea solar foi eminen-
te destrutiva, ndo sé para a toxina, mas tambémqgsademais componentes do extrato e dos
compostos de degradacdo gerados. Considerando exteato utilizado contém uma con-

centracdo de matéria organica mais elevada quecartvacdo do contaminante.
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Figura 19. Mineralizacéo relativa da [D-Leu]-Microcistina-LRa) dados brutos; (b) dados com correcéo dopésies; (c) dados
com correcdo do n° de passes e da energia ino{tiAik).
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4.5. Analises de toxicidade utilizando-se camungdos

A Tabela 5 resume os resultados obtidos nas asalisetoxicidade. Concentrando-se a
amostra 150 vezes foi possivel injetar algo emotate 900 pg amostra Kgde massa corpérea.
Assim, a mortalidade, em 24 horas, no grupo quebeac a amostra inicial do reator, foi de 75%,
apresentando grande elevacdo na massa média do {§4d4%). Ja nos grupos que receberam as
amostras tratadas, nao foi observado efeito emogdsh Também nao foi percebido o aumento da
massa do figado. Este resultado demostra queeatétise heterogénea, com o uso da luz solar, foi
capaz de remover a toxicidade da solucéo iniciaj@ieu]-Microcistina-LR e, ainda, que ndo foram

gerados produtos toxicos resultantes da degradizcxina.

Tabela 5. Resultados dos testes de toxicidade com camundong

Massa dos Massa do Figado % Média de
Grupo Camundongos Estado (% da Massado Aumento do
9) Camundongo) Figado
23 vivo 6,47
® 22 Vivo 5,36
Amostra Final : 5,79
22 Vivo 5,55
22 Vivo 6,23
23 Vivo 6,17
@ 26 Vivo 5,65 587
Amostra Final o5 Vivo 5.24 )
23 Vivo 6,43
22 Vivo 5,91
A ? Final 22 V?VO 6,59 6,21
mostra Fina 21 Vivo 6.14
21 vivo 6,20
28 Vivo 5,53
@ 29 morto 8,86
Amostra Inicial 8,14
26 morto 9,30
26 morto 8,85
19 Vivo 6,42
® 21 vivo 5,76
Amostra-Controle . 6,24
17 Vivo 6,88
20 vivo 5,90
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4.6. Analises de inibicdo da fosfatase

A Figura 20 apresenta o gréfico da absorbanciaongpdmento de onde de 410 nm
em funcdo do tempo. Como esta medida é propoiciomebicdo da fosfatase pela [D-Leu]-
Microcistina-LR, verifica-se que houve uma dimirdogdeste efeito ao longo do tratamento,

existindo ainda um efeito inibitério residual

1,0 -
09
08 1
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -

Abs (410 nm)

0,3 1
0,2 A
0,1 A

0'0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150

Tempo (min)

Figura 20. Inibicdo da fosfatase em funcdo do tempo (amofitasatalisadas).

Esse resultado ndo era esperado, ja que a degoadad®-Leu]-Microcistina-LR a-
companhada pela CLAE e o teste de toxicidade conugdongos mostraram que a toxina foi
eliminada com sucesso. No entanto, a manuteng@e desidual de inibicdo da proteina fos-
fatase pode estar relacionada com a persisténgabgeodutos da reacado também capazes de
inibi-la. Esses, portanto, poderiam provocar o mesefeito crénico que a [D-Leu]-
Microcistina-LR em mamiferos quando submetidosqupras doses por longos periodos, ou
seja, cancer hepatico (NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al992; DAWSON, 1998).

Em um estudo desenvolvido por Antoniou et al. (2008 utilizada a fotocatalise
com luz UV @ = 365 nm) atingindo-se uma degradacéo total deogigtina-LR em 250 min
para uma concentracdo inicial de 800 [I§ klém da total inibicdo da proteina fosfatase.
Estima-se que, caso tivessem sido empregados tem@iases no tratamento da [D-Leu]-

Microcistina-LR, resultados semelhantes teriam sidancados.
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5. CONCLUSAO

A contaminacdo por micropoluentes em agua potauveh éator de risco que a socie-
dade moderna esta descobrindo com o desenvolvirdentovos métodos analiticos capazes
de detectar quantidades cada vez menores do coataiei Muito destes poluentes emergen-
tes tém sidos relacionados a diversas enfermidéatesgue tem despertado um grande inte-
resse pelos meéetodos ndo-convencionais de tratangedransformem tais poluentes em
compostos indcuos. Neste cenario, a fotocatatistestaca como uma metodologia eficiente

para a descontaminacao de agua para consumo.

A utilizacdo da energia solar neste processo sacke por se tratar de uma fonte limpa
e inesgotavel. O Brasil por estar em uma posiedggfica privilegiada possui ampla possi-
bilidade de utilizacdo da energia solar, embora agjda pouco explorada.

O presente trabalho destaca o uso da fotocatdise como uma tecnologia efetiva-
mente destrutiva, ndo somente para [D-Leu]-Mictow@sLR, como também para matéria
organica presente no extrato utilizado. Os testd®xicidade apresentaram o efetivo desapa-
recimento de efeitos agudos além de uma possiget@e nos efeitos cronicos relacionados

ao aparecimento de cancer de figado pela inibiggwateina fosfatase.

O reator solar de placa plana se mostrou eficieata o processo. A utilizacdo de um
sistema de reposi¢do da dgua evaporada foi fundahpama se avaliar a real taxa de degra-
dac&o da microcistina. Além disso, a medicdo @agimincidente no reator em todo o espec-
tro solar se mostrou de fundamental importancia paestudo e o desenvolvimento desta

tecnologia.

Os resultados mostraram que apenas a energianteida faixa do UV-A é significa-
tiva para a ativacdo do catalisador. Esse fatm& desvantagem, pois a radiacdo UV-A é
uma pequena por¢cao do espectro solar. Essa dageanteria contornada pelo uso de catali-

sadores com resposta estendida para a regiaoidelvis
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A tecnologia estudada neste trabalho apresentpatiseacialmente viavel para o em-

prego em escalas maiores. Para que tal ocortmsatipsenvolvimentos seriam necessarios:

* O desenvolvimento de novos fotocatalisadores @§ggeraam energia em comprimentos de

onda maiores, de forma a se aproveitar melhor yensolar.

* Um estudo hidrodindamico do reator visando a suiamgado sem reciclo, de forma a aumen-

tar o volume tratado no tempo.

» A realizacéo de testes de toxicidade cronicapded a se certificar da seguranca bioldgica

do efluente tratado.
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