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RESUMO

TORRES, Mariana de Almeida. Avaliagdao da Inativagao de Microcystis
aeruginosa Kitzing e Degradagdao de Microcistina-LR por Processo Foto-
Fenton. 109 f. Dissertacdo (Mestrado académico). Programa de Pds-graduagao em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental - Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Curitiba, 2016.

Episédios de floragado de cianobactérias produtoras de toxinas tém se tornado uma
preocupacao mundial, apontando a necessidade do desenvolvimento de novas
tecnologias de tratamento (capazes de inativar as células e degradar suas toxinas).
Neste sentido, os Processos Avangados de Oxidagao (AOPs), tais como o processo
foto-Fenton, tém se mostrado uma opgao atrativa na degradagdo de cianotoxinas
como as microcistinas, no entanto, o seu potencial de inativacdo de cianobactérias
ainda nao foi explorado. Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar
a inativacdo da espécie Microcystis aeruginosa e redugao da concentragdo de
microcistina-LR (toxina produzida pelas cianobactérias) por meio do processo foto-
Fenton, o qual foi conduzido em reator fotoquimico de bancada, com radiacao
artificial promovida por ldmpada de alta pressdo de mercurio. Inicialmente, a
microalga Desmodesmus subspicatus foi adotada como modelo experimental para
avaliacdo do processo foto-Fenton mediado pelo complexo Fe-oxalato, sendo
testadas os efeitos isolados das variaveis envolvidas no processo (ferro e peréxido
de hidrogénio) para posterior avaliagdo do processo combinado. Em um segundo
momento, diferentes condigdes (no que tange as concentragdes de Fe?* e H202) do
processo foto-Fenton foram estudadas nas células de M. aeruginosa. Neste segundo
momento, o processo foi aplicado sem mediagdo por complexos ferro-organicos. Em
ambos os casos, os efeitos foram avaliados através da redugdao da concentragao
celular imediata ao processo (em microscopio Optico e de epifluorescéncia) e por
inibicdo do crescimento. As analises de MC-LR foram realizadas em um sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector DAD. Os ensaios de
viabilidade celular apontaram efeitos significativos de Fe?* (10 e 15 mg.L'") e de
H202 (50 mg.L"), combinados a radiagdo, nas células de D. subspicatus, ao passo
que o processo foto-Fenton mediado por complexo ferroxalato foi capaz de provocar
100% de inibicdo do crescimento em apenas 30 minutos de reagdo. No processo
aplicado as células de M. aeruginosa em diferentes condigcdes, foram constatadas
redugdes médias na concentragao celular de 40% (0,6 mg.L-! de Fe?* + 10 mg.L" de
H20z2), 50% (5 mg.L-! de Fe?* + 50 mg.L"! de H202) e 47% (20 mg.L" de Fe?* + 100
mg.L' de H202), ao passo que os ensaios de viabilidade celular apontaram
inviabilizacdo do crescimento apés 45 minutos de reacdo em todas as condicbes
testadas. Adicionalmente, quando avaliadas as condigdes de 5 mg.L" de Fe?* + 50
mg.L' de H202 e 20 mg.L" de Fe?* + 100 mg.L" de H202, redugdes expressivas na
concentracdo de MC-LR foram observadas, sendo estas abaixo do limite
estabelecido pela OMS.

Palavras-chave: Processos Avancados de Oxidacido. Foto-Fenton. Microcystis
aeruginosa. Microcistina-LR.



ABSTRACT

TORRES, M. A. Evaluation of Microcystis aeruginosa Inactivation and
Microcystin-LR Degradation by Photo-Fenton Process. 2016. Dissertacdo
(Programa de Pés-graduacao em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Curitiba, 2016.

Cyanobacterial blooms have become a global concern, pointing out the need to
develop new treatment technologies capable of inactivating the cells and degrade the
cyanobacteria toxins. Advanced Oxidation Processes (AOP), such as photo-Fenton,
have shown to be an attractive option in cyanotoxin degradation (as microcystins)
although its potential to inactivate cyanobacteria has not been studied. In this
context, this work aimed to evaluate the inactivation of Microcystis aeruginosa
species and microcystin-LR (MC-LR) reduction. The process was conducted in a
photochemical reactor with artificial radiation promoted by mercury lamp. Initially, the
microalgae Desmodesmus subspicatus was adopted as an experimental model to
evaluate the isolated effects of the variables involved in photo-Fenton, for further
evaluation with the combined process. After this step, different combined conditions
of Fe?* and H202 were studied in M. aeruginosa cells. In both cases, the effects were
evaluated by directly cell concentration reduction during the process and growth
inhibition. The MC-LR analysis were conducted in a high performance liquid
chromatography system with PDA detector. Cell viability assays showed significant
effects of Fe?* (10 and 15 mg.L") and H202 (50 mg.L""), combined with radiation, in
the cell D. subspicatus, while the process mediated by ferrioxalate complex was able
to induce 100% inhibition of growth in just 30 minutes of reaction. In the process
applied in M. aeruginosa cells, cellular concentration reductions of 40% (0.6 mg.L" of
Fe?* and 10 mg.L™" of H202), 50% (5 mg.L! of Fe?* and 50 mg.L"! of H202) and 47%
(20 mg.L" of Fe?* and 100 mg.L™! of H202) were observed, while cell viability assays
showed the absence of growth after 45 minutes of reaction at all conditions.
Additionally, when evaluated the conditions of 5 mg.L-" of Fe?* and 50 mg.L" of H202
20 mg.L"" of Fe?* and 100 mg.L"' of H202, significant reductions in the MC-LR
concentration of were observed, which are below the limit set by WHO.

Keywords: Advanced Oxidation Processes. Photo-Fenton. Microcystis aeruginosa.
Microcystin-LR.
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1 INTRODUGAO

As interferéncias decorrentes das atividades humanas em corpos d’agua, a
exemplo do acréscimo desenfreado de nutrientes por meio do despejo de aguas
residuarias, fertilizantes e outros aportes de contaminacéo, séo causas em potencial
da eutrofizacédo artificial de sistemas aquaticos. A eutrofizagdo pode levar, dentre
outras consequéncias, ao desenvolvimento excessivo de microalgas e
cianobactérias, levando a formagédo de floragdes ou blooms (ESTEVES, 1998;
PADUA, 2009). Tal fendmeno se tornou uma preocupacdo mundial, dada a
capacidade das cianobactérias em produzir metabdlitos secundarios capazes de
conferir sabor e odor a agua (como MIB e geosmina) e toxicidade para organismos
vivos (cianotoxinas) (CARMICHAEL, 1992).

Varios géneros de cianobactérias sado produtores das cianotoxinas
denominadas microcistinas, heptapeptideos ciclicos hepatotdxicos, promotores de
tumores hepaticos (exposi¢des cronicas), e capazes de causar morte por
hemorragia no figado em poucas horas (exposicbes agudas) (AZEVEDO et al.,
2002). A principal via de exposicdo humana as microcistinas é a ingestado de agua
contaminada, devido a presencga de cianobactérias nos reservatérios de agua para
consumo (SHARMA et al., 2012).

Diversos compostos quimicos tém sido utilizados como algicidas, no entanto,
seu uso implica na lise das células de cianobactérias, e consequente liberagdo de
toxinas para o ambiente, refletindo no aumento expressivo da toxicidade (CALIJURI
et al., 2006).

Com o objetivo de evitar estes episodios, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias efetivas na inativagdo desses organismos e
degradagao de suas toxinas. Uma possibilidade € o uso de Processos Avangados de
Oxidagao (do inglés, AOPs), amplamente relatados na literatura pela sua eficiéncia
na degradacgao de microcistinas (BANDALA et al., 2004; GAJDEK et al., 2001; FANG
et al.,, 2011), ao passo que estudos do seu potencial de inativagdo das
cianobactérias juntamente com seus metabdlitos ainda foram pouco explorados.

Dentre os AOPs, destaque é dado ao processo foto-Fenton, devido a sua
eficiéncia na degradagao de diversos compostos recalcitrantes, ao seu menor custo
operacional e baixa toxicidade dos reagentes (BAUER E FALLMANN, 1997).
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Estudos recentes demonstram a eficiéncia do processo foto-Fenton na
desinfeccdo de aguas e efluentes, provocando a inativagado de bactérias entéricas e
esporos de fungos por meio do ataque dos radicais gerados ao longo do processo
(POLO-LOPEZ et al., 2010; SCIACCA et al., 2010; SPUHLER et al., 2010; POLO-
LOPEZ et al., 2012; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013; RODRIGUEZ-CHUECA et al.,
2014; ORTEGA-GOMEZ et al., 2014). No entanto, até o presente momento, ndo ha
registros na literatura de estudos do seu potencial na inativacdo de células de
Microcystis aeruginosa, bem como na degradac¢ao conjunta de suas toxinas.

Visando contribuir com esta necessidade, o presente trabalho tem como
objetivo estudar os efeitos do processo foto-Fenton, aplicado as células de
Microcystis aeruginosa, em diferentes condi¢des experimentais, bem como a

degradacgao de microcistina-LR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial do processo foto-Fenton na inativagdo de Microcystis

aeruginosa e degradacgao de microcistina-LR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Implementar o cultivo da microalga Desmodesmus subspicatus e
utiliza-la como modelo experimental para avaliacao dos efeitos isolados
e combinados dos reagentes envolvidos no processo foto-Fenton (Fe?*,
H202 e luz (UV-A)), assim como estabelecer a rotina laboratorial para
experimentos com células;

» Cultivar a cianobactéria Microcystis aeruginosa,

» Validar método cromatografico para determinagdo de microcistina-LR
em cultivo de células de Microcystis aeruginosa;

e Avaliar o potencial do processo foto-Fenton na inativacdo de M.
aeruginosa e degradacado de microcistina-LR, por meio de condigdes
experimentais distintas quanto as concentra¢des de ferro e peroxido de

hidrogénio.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 QUALIDADE E EUTROFIZAGCAO DE CORPOS D’AGUA

Durante séculos, a agua foi considerada um recurso infinito a disposi¢ao do
homem, por se tratar de um bem publico com capacidade de autodepuracao e
ciclagem. No entanto, o crescimento populacional e a concentragdo em centros
urbanos proporcionaram aumento na quantidade de esgotos langados em corpos
d’agua de tal forma que a carga poluidora desses efluentes superou a capacidade
de autodepuragdo desses corpos receptores (PHILIPPI JR, 2005). Estes efluentes
langados aportam, muitas vezes, grande quantidade de matéria organica, nutrientes,
substancias inorganicas e potencialmente téxicas, o que pode comprometer a
qualidade da agua e causar ou intensificar a eutrofizagdo destes ecossistemas
(BEM, 2013).

A eutrofizacdo é caracterizada pelo aumento excessivo nas concentragdes
de nutrientes (especialmente nitrogénio e fosforo), advindos de fontes naturais ou
antropicas. No primeiro caso, € um processo natural e ocorre principalmente em
ecossistemas aquaticos tropicais, que aportam fontes aléctones de matéria organica
e nutrientes. No entanto, devido a temperaturas mais elevadas e a dindmica das
reacdes, que aceleram os processos de producdo, respiracdo e decomposi¢ao, a
ciclagem destes nutrientes se da de forma rapida e natural (ESTEVES, 1998).

Ja a eutrofizacao artificial € mais preocupante, uma vez que decorre de
atividades antropogénicas tais como descarga de matéria organica e nutrientes
presentes em efluentes domeésticos, industriais e agricolas, acarretando assim em
alteragdes negativas na qualidade da agua (DI BERNARDO, MINILO E DANTAS,
2010). O aumento de nutrientes leva a maior produtividade por parte da comunidade
fitoplanctonica (ESTEVES, 1998) o que pode causar alteragbes no padrao sazonal,
uma vez que nestas condigdes esta comunidade passa a ser dominada por grupos
de espécies mais adaptadas ou competitivas, diminuindo a biodiversidade. Em
virtude da maior demanda de oxigénio para decomposi¢cao da matéria organica, a
eutrofizacdo artificial também pode levar a alteracbes nas suas concentragdes ao
longo da coluna d’agua (ANDREOLI E CARNEIRO, 2005).
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Além de tais consequéncias, a maior evidéncia de que um corpo d’agua
encontra-se eutrofizado é o surgimento de floragdes, também conhecidos como
blooms. O aumento das concentragdes de nutrientes proporciona uma rapida
resposta na produgao primaria do ecossistema, caracterizando entdo o crescimento
extensivo da comunidade fitoplanctdénica (cianobactérias, diatomaceas, cloroficeas,
euglenoficeas, criptoficeas e dinoflagelados) (BRANDAO et al., 2006). Os problemas
associados a floragbes incluem entupimento de encanamentos por algas
filamentosas, aumento da turbidez, desoxigenagcdo de 4&guas superficiais
(associados a alteragdes bioquimicas), mortandade de peixes e invertebrados,
aumento dos custos de tratamento da agua, alteragdes na paisagem (formacao de
escuma e camada esverdeada - Figura 1), além de interferéncia nas atividades
recreativas (WALMSLEY, 2000).

(A) (B) (C)

Figura 1. Floragdes de cianobactérias na Argentina (A), na Australia (B) e na China (C). Fonte:
Cyanosite (2014)

Dentre os organismos que fazem parte do fitoplancton, estudos tém sido
voltados as cianobactérias, presentes de forma natural na maioria dos ecossistemas
aquaticos superficiais existentes na biosfera, e que sao capazes de produzir
substancias que alteram o sabor e odor da agua, além de compostos toxicos, as
chamadas cianotoxinas (CARMICHAEL, 1992).
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3.2 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias (Reino Eubacteria, Filo Cyanobacteria), também
conhecidas por cianoficeas e anteriormente denominadas algas azuis, pertencem a
um antigo grupo de organismos existentes no planeta ha aproximadamente 3,5
bilhées de anos (CALIJURI et al., 2006). Acredita-se que elas estejam entre os
organismos pioneiros na atmosfera primitiva, sendo os primeiros produtores
primarios a liberarem oxigénio elementar e a colonizar rochas e solos nunca
habitados (CHORUS E BARTRAM, 1999).

S&o organismos procariontes aerobicos fotoautotroficos, ou seja, requerem
apenas agua, dioxido de carbono, substdncias inorganicas e luz para seus
processos vitais (CHORUS E BARTRAM, 1999).

A fotossintese € o principal meio para obtengdo de energia, o que lhes
confere caracteristicas semelhantes a de microalgas; contudo, sua organizagéo
celular é analoga a das bactérias (bioquimica e estruturalmente) (CALIJURI et al.,
2006). Em relagdo a estrutura da parede celular, as cianobactérias podem ser
caracterizadas como gram-negativas. No entanto, diferenciam-se das bactérias
gram-negativas por apresentarem a camada de peptideoglicano notadamente mais
espessa, capaz de conferir rigidez a parede e proteger da lise celular osmatica
(HOLT et al., 1994). Seu principal produto da sintese é o glicogénio (RAVEN,
EVERT E EICHHORN, 2007).

No interior de suas células estao localizados os tilacoides, onde se encontra
o aparato fotossintético (fotossistemas | e Il). Estes tilacéides sdo compostos por
inumeras camadas de membranas proximas a porgao periférica da célula,
semelhantes as encontradas em cloroplastos de células vegetais superiores
(RAVEN, EVERT E EICHHORN, 2007).

As cianobactérias possuem clorofila, além de pigmentos acessoérios, tais
como carotendides e as ficobiliproteinas, que podem conferir as células coloragao
vermelha (ficoeritrinas) e azul (ficocianinas e aloficocianinas) (CHORUS E
BARTRAM, 1999).

Quando agregadas, as ficobiliproteinas formam os ficobilissomos, estruturas
que também estdo localizadas nos tilacoides (HOLT et al.,, 1994). Ainda, muitas

espécies sao capazes de formar bainha ou envoltério de mucilagem, composta por
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mucopolissacarideos, cujo objetivo é manter o agregado de células em formas
coloniais ou filamentosas (RAVEN, EVERT E EICHHORN, 2007).

A morfologia basica compreende formas unicelulares, coloniais ou
multicelulares filamentosas, ao passo que as formas unicelulares podem apresentar-
se como esféricas, ovaladas ou cilindricas (TORTORA, FUNKE E CASE, 2005). A
reproducdo é dada de forma assexuada, por fissdo binaria simples (unicelulares),
fissdo multipla (formas coloniais) e por fragmentacdo de filamentos (formas
filamentosas) (TORTORA, FUNKE E CASE, 2005; HOLT et al., 1994;).

Alguns géneros de cianobactérias, tais como Microcystis sp. e Anaeba sp.,
possuem cavidades preenchidas por ar (vacuolos gasosos), que s&do compostas por
cilindros ocos recobertos por proteinas e permitem o controle da flutuagdo ao longo
da coluna d’agua, de acordo com as condigdes de luminosidade e concentragbes de
nutrientes (USEPA, 2012; TORTORA, FUNKE E CASE, 2005).

Muitos géneros também possuem heterdcitos, células especializadas de
maior tamanho, envoltas por paredes celulares espessas que contém enzimas
capazes de fixar o nitrogénio (N2) e converté-lo a nitrogénio amoniacal, forma
disponivel para reag¢des biologicas. Além dos heterdcitos, pode haver a formagao de
acinetos, esporos de resisténcia revestidos por envoltério espesso (RAVEN, EVERT
E EICHHORN, 2007).

Por consequéncia de tal diversidade, as cianobactérias possuem alta
capacidade de adaptacao, tornando-as colonizadoras de diversos ambientes, como
solos e rochas, e até mesmo nos mais extremos, como por exemplo, nas superficies
de neve em altas atitudes no Alasca (CALIJURI et al., 2006; PINHO, 2014). No
entanto, os ecossistemas aquaticos sdo os habitats de sua maior ocorréncia, visto
que a maioria das espécies possui seu crescimento 6timo em ambientes dulcicolas,
com pH neutro a levemente alcalino e temperatura entre 15 e 30 °C (AZEVEDO,
1998).

Segundo levantamento feito pela FUNASA (Fundag¢ao Nacional de Saude),
0s géneros de cianobactérias mais comumente encontradas em ecossistemas
brasileiros sdo Microcystis sp., Cylindrospermopsis sp., Anabaena spp. e Oscillatoria
spp. (BRASIL, 2003).
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3.2.1 Microcystis aeruginosa

Dentre as espécies de cianobactérias, Microcystis aeruginosa (Reino
Eubacteria, Subreino Negibacteria; Filo Cyanobacteria; Classe Cyanophyceae;
Subclasse Oscillatoriophycideae; Ordem Chroococcales; Familia Microcystaceae;
Género Mycrocystis) € a mais comum em episodios de floragdo, ao passo que sua
toxicidade ja € bem reconhecida e bastante estudada (RUNNEGAR et al., 1983;
ALGAE BASE, 2015).

Descritas inicialmente no século XVIIl, pensava-se que os organismos
pertencentes a espécie Microcystis aeruginosa eram microalgas, devido a presenga
de clorofila que confere coloragdo verde as células. Unicelulares, pertencentes a
ordem Chroococcales, possuem formato esférico, diametro médio de 4-5 um (Figura
2) e sua reproducdao se da por fissdo binaria. Na natureza, formam agregados
amorfos mantidos por mucilagem, de livre flotagdo na coluna d’agua devido a
presencga de vacuolos gasosos (RUNNEGAR et al., 1983; HOLT et al., 1994).

Figura 2. Microcystis aeruginosa (Aumento de 100 X). Fonte: Cyanosite (2014)
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3.3 CIANOTOXINAS

Varios géneros de cianobactérias formadoras de floragdo se mostraram
capazes de produzir metabdlitos secundarios com potencial téxico, conhecidos como
cianotoxinas. Embora os fatores que determinam a produgdo desses metabdlitos
nao estejam totalmente esclarecidos, atribuiu-se a produgdo como mecanismo de
defesa contra herbivoria (CARMICHAEL, 1992) ou ainda com a finalidade de conferir
vantagens competitivas (alelopatia) frente a outras cianobactérias e microalgas, o
que explicaria a predominancia de espécies produtoras de toxina em episddios de
floragédo (OGA, CAMARGO E BATISTUZZO, 2008).

As cianotoxinas sdo classificadas de acordo com sua forma estrutural ou
efeito toxico nos organismos. Em relacdo ao efeito toxico, sdo divididas em
neurotoxinas, que interferem na transmissdo neuromuscular (anatoxinas e
saxitoxinas); dermatotoxinas (que causam danos a pele); e hepatotoxinas, que
induzem danos ao figado (microcistinas e nodularinas) (BRASIL, 2003).

As neurotoxinas atuam especificamente no sistema nervoso, mesmo em
baixas concentracdes. Algumas destas toxinas foram classificadas como alcaloides
ou organofosforados que interferem na transmissdo dos impulsos nervosos,
provocando morte por parada respiratéria. Os géneros produtores de neurotoxinas
incluem Anabaena sp., Aphanizomenon sp., Oscillatoria sp. e Trichodesmium sp.,
sendo produzidas as toxinas anatoxina-a, saxitoxinas, neosaxitoxinas,
homoanatoxina-a e anatoxina-a (s) (AZEVEDO, 1998).

Ja as dermatotoxinas sao lipopolissacarideos que podem ser produzidos por
todos os géneros de cianobactérias, e causar irritagao através de contato dermal. Os
sintomas observados ao entrar em contato com dermatotoxinas podem ser
vermelhiddo e lesGes na pele, irritacdo nos olhos e urticaria. Os danos causados
pelas dermatotoxinas s&o considerados mais brandos do que os causados pelas
neuro e hepatotoxinas (CALIJURI et al., 2006).

Os episddios mais comuns envolvendo intoxicagdo por cianotoxinas sao
causados pelas hepatotoxinas, que possuem acdo mais lenta e podem causar a
morte em decorréncia de choque hipovolémico ou hemorragia intra-hepatica. Alguns
géneros de cianobactérias identificadas como produtoras de hepatotoxinas s&o:

Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Nostoc, Nodularia, Cylindrospermopsis,
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Planktotrix, Radiocystis e Arthrospira (MOLICA E AZEVEDO, 2009). As principais
hepatotoxinas caracterizadas até o momento sdo os heptapeptideos ciclicos
(microcistinas), os pentapeptideos (nodularinas) e o alcaldéide hepatotdxico
cilindrospermopsina (Figura 3) (BRANDAO et al., 2006).

HO
(A) X/w/ 0
HN ‘ J

Figura 3. Estrutura geral das microcistinas (A), nodularinas (B) e cilindrospermopsina (C). As
letras X e Z representam as porgoes variaveis das moléculas. Fonte: Adaptado de Chorus e
Bartram (1999) e Merel et al. (2013)

A intoxicagao por cianotoxinas pode se dar pela ingestdo direta da toxina,
por células presentes na agua, ou de forma indireta, por meio do consumo de
animais que ingeriram as toxinas e as bioacumularam. Uma vez que estas toxinas
sdo conhecidas por bioacumular em vertebrados e invertebrados aquaticos, existe
um grande potencial destes efeitos toxicos serem biomagnificados ao longo da
cadeia tréfica (CHORUS E BARTRAM, 1999).

Em 1978, na Australia, ovelhas, caes e cavalos ingeriram agua de um lago

eutrofizado, sendo este o primeiro relato de morte de animais causada por
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cianotoxinas. O primeiro caso de intoxicagdo humana foi reportado em 1946 em
Portugal, em que o consumo de um molusco bivalve resultou 100 vitimas devido a
ingestao de cianotoxinas (OGA, CAMARGO E BATISTUZZO, 2008).

No Brasil, o maior caso de intoxicagao por cianotoxinas ocorreu na cidade de
Caruaru, em Pernambuco. Em 1996, cerca de 100 pacientes que recebiam
hemodialise em uma clinica desenvolveram insuficiéncia hepatica aguda, e em
dezembro daquele ano ja haviam sido registrados 52 6bitos devido a agora chamada
Sindrome de Caruaru. Com conhecimento prévio da ocorréncia de floragdes de
cianobactérias em mananciais de abastecimento da regido nordeste, Azevedo,
Carmichael e colaboradores testaram a hipdtese de a sindrome ter sido provocada
por hepatotoxinas. Os estudos apontaram presenga de microcistinas no carvao
ativado do sistema de tratamento da clinica, assim como nas amostras de sangue e
figado dos pacientes (AZEVEDO et al., 2002).

A ocorréncia de cianotoxinas, como microcistinas, nodularina e
cilindrospermopsina ja foi reportada na maioria dos continentes, como Europa,
Africa, Oceania e América do Norte (MEREL et al., 2013).

Segundo Andreoli e Carneiro (2005), no estado do Parana, os mananciais
mais afetados pela presenca de espécies produtoras de hepatotoxinas séo os de
abastecimento da regido metropolitana de Curitiba. O monitoramento realizado entre
os anos de 2001 e 2004 indicaram concentragcdes de microcistinas acima de 10 mg
L' na represa do rio Irai (ANDREOLI E CARNEIRO, 2005).

3.3.1 Microcistinas

As microcistinas sdo as cianotoxinas mais comumente encontradas nos
episddios de floracdo, e tém sido extensivamente abordadas na comunidade
cientifica devido a sua toxicidade. Constituem uma familia de toxinas produzidas
principalmente pela espécie Microcystis aeruginosa, mas também por outras
espécies dos géneros Microcystis, Anabaena, Oscillatoria e Nostoc (DAWSON,
1998).

Estas toxinas tiveram suas nomenclaturas propostas inicialmente por
Carmichael e colaboradores (CARMICHAEL et al., 1988). Sdo heptapeptideos
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monociclicos e sua estrutura é representada por ciclo-(-D-Ala’-X?-D-MeAsp3-Z4-
Adda®-D-Glu®-Mdha’), onde X e Z sdo L aminoacidos variaveis, tais como: leucina
(L), arginina (R), tirosina (Y), triptofano (W) e fenilamina na porcao variavel X da
molécula; e arginina (R), alanina (A) e metionina (M) na posig¢ao Z. D-MeAsp ¢é o D-
eritro-B- Acido Metilaspartico, Adda é Acido-(2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-
2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico, D-Glu & y-acido glutdmico e Mdha & N-
metildeidroalamina. Os nomes dados as diferentes moléculas de microcistina estéo
relacionados com os aminodacidos variaveis nas posigdes X e Z da molécula. Usando
esta regra, é possivel reconhecer que a microcistina—LR (MC-LR) possui leucina e
arginina em sua estrutura e a microcistina-RR contém duas argininas
(CARMICHAEL et al.,1988).

Como compostos organicos sintetizados naturalmente, as microcistinas séo
conhecidas por sua estabilidade e alta solubilidade em agua. Devido as suas
caracteristicas quimicas, podem permanecer intactas por varios dias em
ecossistemas aquaticos. Foram identificados até o momento mais de 80 analogos de
microcistina, sendo a microcistina-LR (Figura 4) a variante mais comumente
encontrada em episédios de floragdo, assim como a mais toxica (ANTONIOU et al.,
2005).

Figura 4. Estrutura da microcistina-LR. Fonte: Adaptado de Pinho et al. (2015)
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Estudos bioquimicos e histolégicos demonstraram que a MC-LR apontou
maior toxicidade para camundongos quando comparada a MC-RR e MC-YR, sendo
estas as variantes de microcistinas predominantes em ambientes eutrofizados (OGA,
CAMARGO E BATISTUZZO, 2008).

No Brasil, a portaria GM/MS n. 2.914 preconiza o valor maximo permitido de
1 pg.L' de microcistinas totais em agua potavel, tomando como base o valor
estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude para MC-LR (WHO, 1998;
BRASIL, 2011).

Uma vez que as microcistinas possuem habilidade limitada em atravessar
membranas na auséncia de um transporte ativo, sua entrada nos hepatdcitos se da
por meio dos transportadores de acidos biliares, causando inibicdo das enzimas
fosfatases 1 e 2A, com consequente hiperfosforilagdo das proteinas e
desorganizagdo do citoesqueleto. Esta desorganizagdo leva a retragdo dos
hepatdcitos, o que, por sua vez, acarreta na retracdo dos capilares e aumento dos
espacos intercelulares, ao passo que o sangue passa a fluir por estes espacgos
formados, o que é capaz de provocar lesdes teciduais e hemorragia hepatica
(CHORUS E BARTRAM, 1999; CALIJURI et al., 2006).

Além da desorganizagdo do citoesqueleto, essas hepatotoxinas também
podem provocar peroxidagdo lipidica, perda de integridade da membrana,
fragmentacao de DNA, apoptose e dilaceragao celular. Evidéncias sugerem também
que as microcistinas sao fortes promotores de tumores (OGA, CAMARGO E
BATISTUZZO, 2008).

Plantas aquaticas e terrestres também podem sofrer efeitos ao serem
expostas a microcistinas, uma vez que nelas também ha a presencga das fosfatases
1 e 2A. Bittencourt-Oliveira et al. (2014) compilaram varios relatos de redugéo de
biomassa em plantas aquaticas expostas a estas toxinas, assim como reducédo na
producao das fosfatases, estresse oxidatidos, reducao na atividade fotossintética e
até apoptose celular em plantas terrestres.

Outro aspecto relacionado a contaminagdo de plantas com microcistinas
esta ligado a sua capacidade de bioacumulagdo nestes organismos, e possivel
biomagnificagdo na cadeia trofica. Deste modo, plantas irrigadas com agua
contaminada se tornam mais uma preocupagdo em relagdo a saude publica,
revelando outra fonte de exposigdo as toxinas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al.,
2014).
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3.4 PREPARO DE AMOSTRA E DETERMINACAO CROMATOGRAFICA DE
MICROCISTINA-LR

A fim de minimizar os riscos a saude humana frente a exposi¢cao de
microcistinas, métodos sensiveis e confiaveis para sua determinagdo sé&o
necessarios, capazes de detectar estes compostos em baixas concentragdes e
diferentes matrizes. A preocupagdo com estes riscos tem levado ao
desenvolvimento de varias técnicas para deteccdo e quantificacdo dessas toxinas,
tais como o ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
ensaios de inibicdo da enzima fosfatase e cromatografia liquida de fase reserva
(com detector de arranjo de diodos ou acoplada a espectrometria de massas)
(MCELHINEY E LAWTON, 2005). Tais meétodos vieram em substituicdo aos
bioensaios com ratos, cujo objetivo era diagnosticar a toxicidade de amostras
(“screening method”) (MCELHINEY E LAWTON, 2005). Atualmente, méritos legais e
éticos limitam o emprego deste método (PINHO, 2014).

O valor maximo estipulado pela OMS, sua alta toxicidade e as baixas
concentragbes em amostras reais demandam o desenvolvimento de métodos
analiticos sensiveis para determinagéo destas toxinas (ANTONIOU et al., 2005).

As baixas concentragdes das cianotoxinas (microgramas ou nanogramas por
litro), também tornam necessarias etapas de preparo de amostra, uma vez que a
maioria dos meétodos analiticos ndo sdo suficientemente sensiveis a ponto de
detectar concentragbes-trago (MCELHINEY E LAWTON, 2005). Uma série de
metodologias podem ser empregadas na pré-concentragcdo de amostras aquosas
para determinagdo de cianotoxinas, tais como extracdo liquido-liquido,
microextracdo em fase sdélida e extracdo em fase solida (SPE). O SPE pode ser
utilizado ndo s6 para pré-concentracdo, como para eliminagcdo de impurezas das
amostras (clean-up) (PINHO, 2014). Por este motivo, grande parte dos estudos que
quantificam a cianotoxina microcistina-LR tem recorrido ao SPE como etapa de

preparo de amostras, especialmente em amostras com matrizes complexas (Quadro

1).
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Preparo de Amostra por Método de Extracao em Fase Sélida (SPE)
Vazao da
Cartucho Condicionamento Amostra Clean up Eluente Autor
(mL.min™")
c18 10 mL Agz'\('; 10 mL 5 H20 ACN | Momani et al. (2008)
cig | 1omtL Mfgg +10mL <10 ; MeOH | Reilly e Codd (2007)
) MeOH:H20
MeOH em Acido Acético ) (30:70) em Yuan, Carmichael e
HLB (0,1 M) Acido Acético | MeOH Hilborn (2006)
(0,1 M)
MeOH:H20
10 mL MeOH 10% + 10 (10:90) + MeOH .
HLB mL MeOH 20% 5 MeOH:H.O | (80%) | Miaoetal (2010)
(20:80)
. MeOH,
c18 10 mL MeOH + 10 mL 1 MeOH:H:20 cloroformio Ramanan, Tang e
MeOH 20% (10:90) Velayudhan (2000)
e hexano
MeOH:H20 .
C18 10 mL MeOH - (20:80) MeOH Pinho (2014)

Quadro 1. Metodologias de SPE utilizadas para preparo de amostra de microcistina-LR.
Legenda: (-) Nao informado

Embora os ensaios bioquimicos (que incluem o teste imunoenzimatico
ELISA e o da enzima fosfatase) sejam sensiveis, rapidos e adequados para o
monitoramento em larga escala, estes estdo pré-dispostos a resultados falso
positivos (ANTONIOU et al., 2005).

Ja através da cromatografia liquida, limites de quantificagcdo relativamente
baixos podem ser obtidos e subprodutos de degradacgédo avaliados (PINHO, 2014).
Devido a isto, varios métodos de deteccdo da toxina foram desenvolvidos por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Quadro 2). Analises utilizando
cromatografia liquida de fase reversa com detector DAD sdo as mais comumente

adotadas para identificacdo e quantificacido de microcistinas.
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Métodos de Quantificagdo de Microcistinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Equipamento Matriz F.E Izjoelzgc]’e(SE) F.M Y:}ia;;:'}’)' Tem?oeg?tura LD (ug L) Autor
Coluna C18 Acetato de amoénio
Meio reacional 10mM e Acetonitrila Momani et al.
HPLC-UV de AOP (300 )é?.)g mm 20 (65:35%) 1 - 0,2 (2008)
B (Eluigao Isocratica)
HPLC- yy | Meio reacional (2%%“;(”2 S 10 Af:;();él‘t‘r’”'?oz;?‘l’ug:o 1 25 . Lian et al. (2014)
de AOP di ') s6dio 0,1% (35%:65%) '
B ’(Eluigéo Isocratica)
Acido Trifluoroacético
HPLC-DAD | Meio reacional (1%%'3?; o . 0.1% e Acetonitrila 0,3 . . Miao et al. (2010)
de AOP : ’ (35%:65%) ’ '
d.i., 3,5um) N Lo
(EImga@o Isocrética)
HPLC 0,05% Acido Férmico
(detector de Biolégica c18 em Acetonitrila e 0,05%
Espectrometria | (plasma e bile (100 x 2,1 mm 10 Acido Férmico em 0,2 40 6 Li et al. (2014)
de Massas lon de peixe) d.i.) Agua Ultra-pura
Trap) (Eluigdo Gradiente)
Meio reacional C18 MeOH: H20, ambos
HPLC-DAD (25 cm x 4.6 mm 20 acidificados com TFA 0,9 45 200 Pinho (2014)
de AOP . N
d.i, 5uym) 0,1%
. . C18 o
HPLC-DAD | Meioreacional | g4 46 20 TFA0,05% e MeOH 0.6 40 043 | Fangetal. (2011)
de AOP mmd. i) (35:65)
Extrato C18 ACN: H20, ambos Pichardo e
HPLC-DAD | concentrado de | (15 cm x 3.9 mm 25 acidificados com TFA - 40 1 Pflugmacher
cianobactérias d.i, 5uym) 0,1% (2011)

Quadro 2. Métodos de Cromatografia Liquida utilizados para quantificagdo de microcistinas. Legenda: (-) Nao informado; F.E: Fase estacionaria;
F.M: Fase mével; (A) Comprimento de onda; (d.i): Diametro interno; LD: Limite de detec¢ao.
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3.5 REMOGAO DE CIANOBACTERIAS E TRATAMENTO DE CIANOTOXINAS

Processos de tratamento de agua devem ser capazes de proteger os
consumidores contra exposicdes as cianotoxinas. Assim sendo, os tratamentos
aplicados em Estagdes de Tratamento de Agua (ETAs) devem remover as
cianobactérias sem prejudicar a integridade celular, removendo assim as toxinas
intracelulares. Todavia, devem remover também as toxinas ja liberadas na agua
(extracelulares) (MEREL et al., 2013).

Algicidas adotados para manejo e controle de floragdes em reservatorios sdo
capazes de provocar a lise celular, liberando, assim, as toxinas intracelulares
(CHORUS E BARTRAM, 1999). O sulfato de cobre (CuSOs4) vem sendo
extensivamente usado na gestdo da qualidade de agua ha mais de 100 anos, e,
além de provocar o acumulo do metal nos ecossistemas aquaticos, provoca o
aumento das concentragdes de toxinas dissolvidas na agua (CHORUS E BARTRAM,
1999; ANTONIOU et al., 2005).

Etapas de pré-oxidacdo (com uso de agentes oxidantes tais como cloro e
permanganato de potassio) tém sido aplicadas em plantas de tratamento de agua, a
fim de aumentar a biodegradabilidade de matéria orgénica recalcitrante, além de
outros contaminantes. No entanto, esta etapa pode acarretar em danos a parede
celular, liberando a toxinas intracelulares. Além do aumento da toxicidade, a
liberacdo do material intracelular pode aumentar concentragbes de carbono
dissolvido, o que por sua vez pode impactar na etapa de coagulagdo, além de
favorecer a formacao de subprodutos de desinfecgdo, com potencial mais toxico
para mamiferos do que a toxina em si (ANTONIOU et al.,, 2005; USEPA, 2012;
MEREL et al., 2013).

A portaria GM/MS n. 2.914 determina que se o numero de cianobactérias
exceder 20.000 células.mL"', monitoramentos semanais deverdo ser realizados e é
vetado o uso de algicidas para o controle do crescimento de cianobactérias, ou
qualquer tipo de intervengcdo que provoque a ruptura da célula e consequente
liberagédo da toxina (BRASIL, 2011).

Processos convencionais de tratamento de agua, tais como coagulagao,
floculagdo, sedimentacao, flotagao por ar dissolvido e filtragdo se mostram efetivos

na remoc¢ao das cianobactérias e consequentemente na remogao de toxinas
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intracelulares (USEPA, 2012). No entanto, ndo sdo capazes de remover
eficientemente as toxinas ja liberadas para o meio extracelular (AZEVEDO, 1998).

Deste modo, se faz necessario o desenvolvimento de novas técnicas de
tratamento, capazes de inativar as células e degradar suas toxinas. Na ultima
década, diversos estudos relatam o uso de processos convencionais ou avangados
de oxidagao de cianotoxinas. Dentre os agentes convencionais utilizados, destacam-
se 0z6nio, permanganato (RODRIGUEZ et al., 2007) e perdxido de hidrogénio (FAN
et al., 2013). Quanto aos Processos Avangados de Oxidagdo (AOPs), tém sido
estudados processos de fotocatalise (LAWTON et al.,, 1999), sistema UV/H202 e
processos Fenton (SHARMA et al., 2012).

Em contrapartida, poucos estudos tém relacionado a remocgdo de
cianobactérias e degradagédo de suas toxinas em um mesmo processo. Barrington,
Reichwaldt e Ghadouani (2013), testaram o uso de H202 como algicida e agente
oxidante de microcistinas em uma lagoa de estabilizacdo. Neste estudo, concluiu-se
que o H202 é um poderoso algicida, capaz de reduzir significativamente as
concentracdes de clorofila-a € microcistinas rapidamente.

Pinho e colaboradores (2015) avaliaram o efeito da fotocatalise heterogénea
(utilizando TiO2) na lise de Microcystis aeruginosa e degradagdo de microcistina-LR
(intra e extracelular). Do mesmo modo, resultados satisfatorios de reducédo da
concentracao de células e de MC-LR foram obtidos.

Varios estudos reportaram a capacidade do processo foto-Fenton em
inativar microrganismos, como bactérias e esporos de fungos (POLO-LOPEZ et al.,
2010; SCIACCA et al., 2010; SPUHLER et al., 2010; POLO-LOPEZ et al., 2012;
ORTEGA-GOMEZ et al., 2013; RODRIGUEZ-CHUECA et al., 2014; ORTEGA-
GOMEZ et al., 2014). No entanto, estudos da sua aplicagcdo para inativacdo de
cianobactérias conjugada a degradagdo de suas toxinas ainda nao foram
reportados.

3.6 PROCESSOS AVANCADOS DE OXIDAGCAO

Os Processos Avangados de Oxidagao (AOPs) tém se mostrado uma opgéao

atrativa como ferramenta ambiental na degradagédo de micropoluentes, uma vez que
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S840 processos menos onerosos, possibilitam a degradagdo dos contaminantes (e
nao apenas sua transferéncia de fase) através de reagentes com baixa toxicidade.
Todos tém em comum a formacgao de radicais fortemente oxidantes, em sua maioria
radicais hidroxila (-OH), capazes de reagir indiscriminadamente com ampla classe
de compostos orgénicos e inorganicos.

Os AOPs podem ser classificados de acordo com os diferentes métodos que
originam os radicais, sendo divididos processos homogéneos e heterogéneos,

assistidos ou nao por radiagédo (Quadro 3).

Sistemas Homogéneos Sistemas Heterogéneos
Com Irradiagao Sem Irradiagao Com Irradiagéao Sem Irradiagao
UV/H202 O3 TiO2/UV Eletrofenton
Like-Fenton , 0
UV/Os (H202/Fe?*+m™) TiO2/H202/UV Fe
Like-Fenton Fenton - Processos
(H202/Fe?*+UV) (H202/Fe?*) Fotoeletrocatalise eletroguimicos
Foto-Fenton Sono-Fenton Like Fenton com Fe Like Fenton com
(H202/Fe?*/UV) imobilizado Fe imobilizado

Quadro 3. Sistemas de Tratamentos por Processos Avangados de Oxidacado. Fonte: Adaptado
de Babuponnusami e Muthukumar (2014)

Dentre os AOPs, a comunidade cientifica tem se voltado fortemente para os
processos Fenton, amplamente estudados devido ao seu alto potencial de
degradacdo, baixo custo e baixa toxicidade dos reagentes, assim como a
simplicidade operacional (SOUZA, 2008).

3.6.1 Processos Fenton

H. J. H. Fenton (1894, apud BABUPONNUSAMI E MUTHUKUMAR, 2014)
reportou a ativacdo do peréxido de hidrogénio por sais de ferro para oxidagao de
acido tartarico. Esta reagao, hoje conhecida como reacgao de Fenton, é caracterizada

pela geragdo de radicais hidroxila, capazes de oxidar compostos organicos e
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inorganicos, que s&o originados da decomposi¢do de H202, catalisada por Fe?* em
meio acido (Equagéo 1) (BABUPONNUSAMI E MUTHUKUMAR, 2014).

Fe?* + H202— Fe3®* + «OH + “OH (1)

Os ions ferrosos estdo presentes como complexos em solugdo aquosa, em
condigdes de baixo pH, na auséncia de ligantes. Os radicais hidroxila formados s&o
0s principais agentes reativos no processo de degradacdo de poluentes organicos
por oxidagado. A posicao na série de potencial de oxidacdo do radical hidroxila é
inferior apenas ao fluor (TEIXEIRA et al., 2004).

Na auséncia de substrato, o radical hidroxila oxidara uma segunda molécula
de ion ferroso (TEIXEIRA et al., 2004), ocasionando o término da cadeia (NEYENS
E BAEYENS, 2003) (Equagao 2).

Fe?* + «OH — Fe3 + “OH (2)

Ademais, descobriu-se que através da adicédo de radiagao UV/Vis a reacdo de
Fenton poderia tornar-se ainda mais eficiente (RUPPERT, BAUER E HEISLER,
1993). O processo que combina o H202, Fe?* e radiagédo € chamado de foto-Fenton,
no qual ocorre a foto-reducdo dos ions férricos formados na reacdo de Fenton,
formando-se mais um radical hidroxila e fechando-se um ciclo catalitico, enquanto
H202 estiver presente no meio (Equagdo 3). A regeneragdo dos ions ferrosos
juntamente com a geragéo de um radical hidroxila adicional, possibilitam o aumento
da eficiéncia do sistema (BAUER E FULLMANN, 1997).

hv
Fe3*+H,0 > Fe?* + H*+ «OH (3)

A maior desvantagem relacionada a aplicagdo dos processos Fenton é
atribuida a necessidade do pH acido para que as espécies de ferro se encontrem
dissolvidas. No entanto, a presenga da matéria organica pode ser capaz de auxiliar
em sua solubilidade. Complexos organicos de Fe3* sdo estaveis em pH neutro,
tornando capaz de ultrapassar a dependéncia do pH acido do processo foto-Fenton

tradicional. Complexos fotoativos de Fe3* sdo formados por grupamentos
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carboxilatos e policarboxilatos, sendo estes os mais comumente presentes em
matéria organica dissolvida (SPUHLER et al., 2010).

Outra forma de superar este inconveniente € o0 emprego desses processos
mediados por complexos ferro-organicos, como ferroxalato. O rendimento quantico
da producdo de Fe?* é aumentada consideravelmente quando o Fe3* é complexado
com carboxilatos, como o oxalato (Equacao 4) (HISLOP E BOLTON, 1999).

hv
Fe'(C204)s> ———= Fe?* + 2C204% + C204"" (4)

Os anions radicais C204" sdo rapidamente decompostos, formando diéxido
de carbono e CO2" (Equagao 5):

C204"— CO2~+ CO2 (5)

O CO2~, por sua vez, & capaz de produzir Fe?*, por meio da reagédo 6
(HISLOP E BOLTON, 1999), o que pode aumentar ainda mais a eficiéncia do

processo foto-Fenton na presencga destes complexos.
CO2- + Fe'''(C204)3% — Fe?* + CO2 + 3C204* (6)

Complexos de ferroxalato, quando aplicados ao processo foto-Fenton,
aceleram a producdo de Fe?* e consequentemente a producdo de radicais hidroxila.
Ainda, estes complexos impedem a precipitacdo do ferro em pH neutro, além de
estender a banda de absor¢do para regido do Vvisivel, atingindo-se maiores
eficiéncias quando do uso de radiagdo solar (DOUMIC et al., 2015).

No entanto, quando na auséncia de complexos ferrorganicos (tais como
ferroxalato), o peroxido de hidrogénio pode reagir com os ions férricos por meio de
reagcdes secundarias. Na literatura, € comum referir-se a estas reagdes como like-
Fenton (PIGNATELLO et al., 2006), que geram radicais menos energéticos (como o
radical hidroperoxila) com potencial de degradagéo, além da regeneragdo do Fe?*
(equacgdes 7 e 8) (AGUIAR et al., 2007).

Fe3* + H2 02— Fe?* + H* + HO2e (7)
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Fe3* + HOz— Fe2 + H* + O2 (8)

Para Pignatello e coautores (2006), de um ponto de vista mecanistico, a
diferenciacao da forma de ferro na reacgéo é irrelevante (independentemente de qual
forma esteja inicialmente presente), uma vez que ambos Fe?* e Fe®* fazem parte da

cadeia de reagao que compde o processo Fenton.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESTRATEGIA DE TRABALHO

A fim de cumprir os objetivos propostos, este trabalho se deu em duas
etapas distintas (Figura 5). Em um primeiro momento, adotou-se a microalga
Desmodesmus subspicatus como organismo-modelo, com o objetivo de ajustar as
condigdes experimentais do processo foto-Fenton, visando a sua aplicagdo em um
sistema biolégico (por meio de ensaios preliminares), estabelecendo a rotina
laboratorial com um organismo fotossintetizante de facil cultivo, sensivel e livre de
riscos a saude associados a sua manipulacdo. Nesta etapa foram inicialmente
avaliados os efeitos isolados das variaveis envolvidas no processo foto-Fenton
(ferro, peréxido de hidrogénio e luz), para posterior aplicagdo do processo de forma
combinada.

Na segunda etapa foi estabelecido o cultivo da cianobactéria Microcystis
aeruginosa, e posterior validagdo do método cromatografico para determinagédo de
microcistina-LR. Em seguida, o processo foto-Fenton foi avaliado nas células das
cianobactérias, em trés condigbes distintas quanto as concentragbes de ferro e de
peréxido de hidrogénio, e os efeitos foram avaliados através da redugdo do numero
de células viaveis durante o periodo reacional, ensaio de viabilidade celular pés-

reacao e reducao da concentracdo de microcistina-LR.



ETAPA 1

Cultivo
Desmodesmus subspicatus

|

Avaliagdo das variaveis
isoladas (H,O, e Fe-oxalato)

em 3 niveis de concentragéo

|

Escolha da concentragdo e

aplicagéo do processo Foto-

ETAPA 2

Cultivo
Microcystis aeruginosa

|

Validagdo de método
cromatografico para

determinagdo de MC-LR

|

Avaliagéo do processo Foto-

Fenton em 3 condigbes

Fenton experimentais

Concentragéo celular

Concentragéo celular

imediata
Viabilidade celular

Viabilidade celular -
Concentragdo MC-LR

Figura 5. Fluxograma representativo das etapas de trabalho

4.2 REAGENTES, INSUMOS E EQUIPAMENTOS

No processo foto-Fenton, foram utilizadas solugbes aquosas de H20:2
preparadas a partir da solugéo estoque de 30% m/v (Perdxidos do Brasil), solugdes
aquosas de FeS04.7H20 (Vetec) e solucdo de catalase bovina (Sigma-Aldrich).
Todos os demais sais, acidos e bases utilizados foram de grau analitico.

Os monitoramentos de Fe?*, Fetota € peroxido de hidrogénio foram
efetuados com o auxilio de espectrofotdmetro UV-Vis Varian (modelo Cary 50). As

medicdes de turbidez foram realizadas com turbidimetro portatii marca Hanna®,
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modelo HI 93703. As pesagens foram realizadas em balanga analitica (Bel
Engineering®) com preciséo de 0,1 mg. As analises de microscopia foram realizadas
em microscopio o6ptico (Zeiss®, modelo Primo Star) e microscopios de
epifluorescéncia Olympus® BX51 e Leica ® DMLS. Também foram utilizados
luximetro digital Minipa® (modelo MLM-1011) e pHmetro Digimed.

Todos os solventes utilizados para as analises cromatograficas (acetonitrila,
metanol e acido trifluoroacético) foram de grau cromatografico de pureza, e agua
ultrapura proveniente de sistema ultrapurificador Mega Purity® (modelo Mega Up).

As analises cromatograficas foram realizadas em sistema de cromatografia
liquida modelo HPLC Prominence (Shimadzu) equipado com bomba quaternaria LC-
20AT, degaseificador DGU-20A, forno CTO-20A, detector UV (DAD) SPD-M20A e
controladora CBM-20A. As analises foram realizadas em coluna X-Terra® (Waters;

150 x 30 mm d. i., 3,5um), com coluna guarda Phenomenex C18.

4.3 LIMPEZA DE VIDRARIA

Todas as vidrarias e materiais utilizados para os cultivos e nos experimentos
do processo foto-Fenton foram mantidas em banho acido por 24 h (HCI ou HNO3
10% v/v), enxaguadas 6 vezes com agua destilada e 3 vezes com agua obtida de
sistema de osmose reversa Water Quality®. As vidrarias utilizadas para
cromatografia também foram mantidas em banho &acido, e posteriormente
enxaguadas 6 vezes com agua destilada, 6 vezes com agua de osmose reversa, 6
vezes com agua ultrapura e 3 vezes com metanol (grau HPLC).

Os materiais que entraram em contanto com as células de Microcystis
aeruginosa foram mantidos por 24 h em banho de hipoclorito de sédio comercial (1%
v/v), enxaguados 4 vezes com agua destilada e posteriormente submetidos ao

banho acido.
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4.4 ENSAIOS COM Desmodesmus subspicatus

4.4 1 Cultivo

A microalga Desmodesmus subspicatus foi cultivada conforme metodologia
estabelecida pela norma brasileira NBR 12648/2011 (ABNT, 2011).

O cultivo foi mantido em sala apropriada, com monitoramento de temperatura
(aproximadamente 30°C) e intensidade luminosa (4500 Ilux), no laboratério de
Limnologia (UTFPR) (Figura 6). O indéculo foi gentiimente cedido pelo Instituto
Ambiental do Parana, e o cultivo foi realizado em frascos lavadores de gas sob
aeragao constante, em meio CHU estéril (Anexo A). As microalgas foram inoculadas
no intervalo de 3 a 5 dias, em meio liquido e sélido, com o objetivo de assegurar a

manutencao do cultivo.

Figura 6. Frascos lavadores de gas com cultivo da microalga Desmodesmus subspicatus
Fonte: A autora.
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4.4.2 Avaliagdo das Variaveis Isoladas e do Processo Foto-Fenton Mediado por

Complexo Ferro-oxalato na Microalga Desmodesmus subpicatus

A fim de avaliar o efeito das variaveis (ferro, peroxido de hidrogénio, luz e
agitagdo magnética) do processo foto-Fenton em um organismo unicelular
fotossintetizante, utilizou-se como organismo-modelo a microalga Desmodesmus
subspicatus. Para isto, foram utilizados trés niveis de concentragées de Fe?* (5, 10 e
15 mg.L") e de H202 (20, 35 e 50 mg.L"). As concentragbes de Fe?* e H202 foram
testadas isoladamente, com e sem a presenca de radiagao.

Os ensaios realizados com adicdo de ferro foram mediados por complexos
ferro-organicos, através do emprego de acido oxalico (propor¢cao de 1:3 p/p). Ao
avaliar-se o efeito de cada concentragao de ferro e peroxido de hidrogénio, com e
sem a presenga da radiacdo, assim como o efeito isolado do acido oxalico, da

radiacédo e da agitagdo magnética, totalizaram-se 15 experimentos (Figura 7).

Desmodesmus subspicatus

Fe-Oxalato H,O,
(105 cél.mL")
5mg.L-" de 10 mg.L-" de 15 mg.L-' de
Fe2* + Fe2* + Fe2* + 20 mg.L-1 35mg.L-1 50 mg.L-1
15mg.L" de 30mg.L" de 45mg.L" de c
Acido Oxalico Acido Oxalico Acido Oxalico an:j-e sem Com e sem Com e sem
Com e sem Com e sem Com e sem adiagao Radiagao Radiagéo
Radiacéo Radiacao Radiacéo
, Apenas
Apenas Acido Apenas
Agitacéo
Oxalico Radiagéo
Magnética

Figura 7. Fluxograma representativo dos experimentos realizados para avaliagdo das variaveis
isoladas envolvidas no processo foto-Fenton, em células de D. subspicatus.

Todos os ensaios foram realizados em suspensao celular com concentragao
inicial de 1x10% células.mL-', medidos em camara de Neubauer, e pH proximo de
7,0. Em camara de fluxo laminar, uma aliquota do frasco de cultivo foi retirada para
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verificagdo da concentragdo celular no microscépio de Optico (400 vezes de
aumento). Uma vez verificada a concentragao celular, uma aliquota foi retirada do
frasco para preparo da suspensdo em solucao salina (NaCl 0,9%), por meio de
diluicao direta.

Nos ensaios em que foram avaliados os efeitos das diferentes concentracdes
de ferro, a solug¢des de sulfato ferroso e acido oxalico foram adicionadas juntamente
com a suspensado de células e solugdo salina em baldo volumétrico, para
posteriormente serem transferidas para o reator. Nos ensaios em que o efeito do
peroxido de hidrogénio foi avaliado, a diluicdo do H202 foi feita diretamente no
reator.

Os experimentos tiveram duragao de 30 minutos, sendo retiradas aliquotas
para analises das concentragbes de ferro, perdxido de hidrogénio, concentragao
celular imediata e viabilidade celular (reinoculagao de parte da amostra em meio de
cultivo e verificagado do crescimento celular apés 4 dias).

Os ensaios foram conduzidos em reator fotoquimico convencional de bancada
de vidro, com 500 mL de capacidade (Figura 8), e a radiagdo foi promovida por
ldampada a vapor de mercurio de 125 W de alta presséo, com remog¢ao do bulbo
original e inserida no reator por meio de um bulbo de vidro (Pyrex). A luminosidade
foi medida com auxilio de luximetro digital, posicionado ao lado do reator, a fim de

manter a mesma faixa de intensidade luminosa em todos os experimentos.

(B)

Entrada
sistemade —p
resfriamento
N
w
(2]
3
Entrada
para —p y Saida
aeragao sistema de
resfriamento

8,4cm

Figura 8. Fotografia do reator fotoquimico de bancada com lampada suspensa (A);
Representagao do reator fotoquimico de bancada com suas dimensdes (B). Fonte: A autora
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Nas amostras retiradas para contagem celular imediata e para reinoculagéo, o
peréxido de hidrogénio foi neutralizado com adigdo de suspensdo de catalase 4%.
Lugol fraco (lodo de Gram 2%) foi adicionado nas amostras para contagem celular
imediata (ap6s abatimento do H202), para posterior andlise em microscopio optico
(Zeiss®).

A viabilidade das células foi avaliada em placa de 12 pocgos, através da
reinoculagdo das aliquotas em meio CHU, em triplicata. Em cada pogo, foram
adicionados 2,7 mL de meio de cultivo e 0,3 mL de amostra (in6culo de 10%). As
placas foram mantidas sob agitagao de 15 rpm em mesa agitadora Fanem® (modelo
255-B) e luminosidade constante (4500 lux). Apds 4 dias a concentragéo celular e
morfologia das células foi analisada com auxilio de microscépio 6ptico.

Uma vez esclarecidos os efeitos isolados das variaveis nas células de D.
subspicatus, o processo foto-Fenton foi aplicado com a concentragdo de menor
efeito observado ou nulo, a fim de verificar o potencial do processo (efeito sinérgico)
na inviabilizagao das células.

O processo foto-Fenton foi avaliado por 135 minutos, e a determinacao da
concentracdo celular imediata foi realizada em microscopio de epifluorescéncia
Zeiss® (amostras nao fixadas). Ja os ensaios de viabilidade celular foram realizados
em Erlenmeyers de 100 mL, contendo 45 mL de meio de cultivo CHU estéril e 5 mL
de amostra, mantidos sob agitacdo e luminosidade constantes por 4 dias. Apds este
periodo a concentragdo celular foi verificada em microscépio de epifluorescéncia

Leica®.

4.5 ENSAIOS COM Microcystis aeruginosa

4.5.1 Cultivo de Microcystis aeruginosa

A cianobactéria Microcystis aeruginosa utilizada para os estudos de
inativacdo por processo foto-Fenton, foi proveniente de inéculo da cepa BBO0O0S5,

isolada de floragdes tdéxicas do reservatério de Barra Bonita (Sdo Paulo) e
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gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Armando Augusto H. Vieira (Departamento de
Botanica, Universidade Federal de Sao Carlos).

O cultivo foi realizado no Laboratério de Limnologia (UTFPR), em meio liquido
ASM-1 modificado (GORHAM et al.,, 1964) (Figura 9), cuja composi¢cdo é
apresentada no Anexo B. As condicdes de cultivo foram baseadas em Soares,
Magalhdes e Azevedo (2004) e Jiang et al. (2008), as quais consistiram em
fotoperiodo (14 h claro e 10 h escuro), com luminosidade de 2400 + 100 lux, e
temperatura mantida entre 23 e 30°C. Os frascos foram inoculados (in6culo de 10%)
e apos a inoculagdo permaneceram sobre bancada, sendo agitados manualmente

uma vez ao dia.

Figura 9. Frascos de cultivo de Microcystis aeruginosa em batelada. Fonte: A autora.

A abertura, inoculacdo e manuseio dos frascos foram realizados em camara
de fluxo laminar vertical com descontaminacao por lampada germicida. Do mesmo
modo, o manuseio durante todos os experimentos foi realizado em locais de acesso
restrito e mediante o uso de EPI’s (tais como jaleco e luvas), a fim de assegurar a

segurancga do analista e demais usuarios do laboratdrio.

4.5.2 Processo Foto-Fenton Aplicado ao Cultivo de Microcystis aeruginosa

Com objetivo de avaliar o processo oxidativo nas células de Microcystis

aeruginosa, optou-se por estudar diferentes condicdes no que se refere as
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concentragdes de ferro (na forma de sulfato ferroso) e de peroxido de hidrogénio,
atentando-se as diferentes proporgoes entre Fe?*:H202:

+ Condigdo 1: 0,6 mg.L"' de Fe?* e 10 mg.L"' de H202 (Proporgao Fe?*:

H202= 0,06);

+ Condigdo 2: 5 mg.L"' de Fe?* e 50 mg.L"' de H202 (Proporgao Fe?*:
H202=0,1); e

» Condigdo 3: 20 mg.L" de Fe?* e 100 mg.L"" de H202 (Proporgao Fe?*:
H202= 0,2).

Os experimentos (realizados em triplicata) se deram no mesmo reator
fotoquimico de bancada descrito no item 4.4.2 (Figura 8), sendo a agitacéo
promovida por agitador magnético.

Nestes ensaios, a radiacao também foi proporcionada por lampada a vapor
de mercurio de 125 W (de alta pressao) envolvida em bulbo de vidro (Pyrex), no
entanto a mesma foi mantida a aproximadamente 10 cm da parte superior do reator
(Figura 8B, previamente apresentada).

A idade do cultivo de cianobactérias utilizado para os ensaios foi
padronizada por meio de inoculacdo 15 dias antecessores aos experimentos
(indculo de aproximadamente 1x10° células.mL).

Em camara de fluxo laminar, uma aliquota do cultivo foi retirada do frasco
para verificacdo da concentragdo celular, com auxilio de camara de Neubauer e
microscopio Optico (400 vezes de aumento). Uma vez conhecida a concentragao,
retirou-se uma aliquota para diluicdo na matriz, visando obter concentracao celular
de 1x10° células.mL' para realizagdo dos ensaios. Apds a diluicdo em baldo
volumétrico, a concentragéo celular foi confirmada e entdo a suspensao celular foi
transferida para o reator, onde foram adicionados os reagentes (sulfato ferroso e
peréxido de hidrogénio), sob agitagcdo. Foram retiradas aliquotas para analises de
ferro, peroxido de hidrogénio, concentragdo celular imediata e viabilidade celular
pos-reacao, e monitorados pH, temperatura e luminosidade no inicio e apés 45 e 90
minutos, sendo entao finalizada a reagao através de ajuste de pH (aproximadamente
6) e adicdo de enzima catalase 4%.

A viabilidade das cianobactérias submetidas ao processo foto-Fenton

também foi avaliada por meio da inoculagdo de 2 mL das amostras em tubos de
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ensaio (50 mL de capacidade), que continham 18 mL de meio ASM-1 estéril (in6culo
de 20% v/v). Os tubos foram incubados em camara de germinagao por 15 dias (22
°C, fotoperiodo de 14 h claro e 10 h escuro). Apos os 15 dias, o crescimento e
morfologia celular foram verificados em microscépio de epifluorescéncia.

Ao final do processo, aliquotas também foram retiradas para extracdo em
fase solida e posterior quantificagdo de microcistina-LR por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

4.6 CONTROLE ANALITICO

4.6.1 Determinagédo da Concentragéo Celular por Contagem

As determinagdes da concentragao celular, tanto de D. subspicatus como de
M. aeruginosa, foram realizadas por meio de contagem em camara de Neubauer
(0,1 mm de profundidade) (Figura 10), utilizando as equagdes (10) e (11) para sua
quantificacdo (MADIGAN et al., 2010).
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Figura 10. Representacao da camara de Neubauer: dimensdes, campos e sentido de contagem
(A); Fotomicroscopia da camara de Neubauer preenchida com células de M. aeruginosa
(Aumento de 400 vezes) (B). Fontes: Adaptado de Silveira (2012) (A); A autora (B).

Concentracio celular (células.mL™') = X, x 10* (10)




47

Concentracio celular (células.mL™) = Xz X 0,16 x 10°  (11)

Onde:

» Xa = média das contagens de células dos campos representados pela
letra A;
» Xs = média das contagens de células dos campos representados pela

letra B

A escolha da equacdo a ser adotada foi condicionada a concentracio
celular. Em concentragdes celulares entre 10* e 10° cél.mL™", utilizou-se a equacgao

(10). Em concentragdes acima de 10° cél.mL-', adotou-se a equagao (11).

4.6.2 Extracdo em Fase Sélida de Microcistina-LR (MC-LR)

Anteriormente a etapa de pré-concentragdo, as amostras foram submetidas
a 3 ciclos de congelamento/descongelamento, com o objetivo de provocar a lise
celular e consequente liberagao da toxina intracelular.

Para o pré-tratamento das amostras, foram utilizados cartuchos de extragao
em fase sodlida contendo fase estacionaria octadecilsilica (1000 mg, Applied
Separations®), em sistema Manifold (Agilent®) com controle de vacuo (bomba
Logen Scientific®). Os cartuchos foram condicionados com metanol (10 mL) e agua
ultrapura (10 mL), seguido da aplicagdo da amostra, eluicdo em metanol (10 mL) e
regeneragdo com acetonitrila (10 mL). A aliquota correspondente a eluigdo foi
evaporada sob fluxo de ar comprimido, redissolvida em 500 uL de agua ultrapura e
homogeneizada por agitagdo em Vortex. A solugdo obtida foi transferida para vials e
50 pL injetados no sistema cromatografico.
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4.6.3 Avaliagao de Microcistina-LR (MC-LR) e Validagao de Método Cromatografico

As analises foram realizadas no sistema cromatografico previamente
descrito no item 4.2, com coluna C18 X-Terra® (Waters; 150 x 30 mm d. i., 3,5um),
precedida de coluna guarda com fase estacionaria C18 (Phenomenex®). A fase
movel foi composta por solugédo de acido trifluoacético 0,05% (A) e acetonitrila ou
metanol (B), mantida em 0,3 mL.min"'. Os cromatogramas foram monitorados no
intervalo de 190 a 450 nm, a coluna mantida a 25 °C e o volume de injec&o foi de 50
ML.

As separagdes cromatograficas ocorreram por meio de dois métodos

distintos:

— Método A: Condicionamento inicial a 35% de solvente B, de 35 a
50% de B em 15 minutos, de 50 a 100% de B em 10 minutos, 100%
de B por 10 minutos. Retorno do gradiente em 5 minutos e o

condicionamento da coluna por 30 minutos.

— Método B: 50% de B por 50 min; 55 a 100% de B em 2 min,

mantendo-se em 100% por 20 min e retorno para 50% em 2 min.

Os cromatogramas foram analisados em 238 nm (comprimento de onda
maximo da MC-LR) com auxilio do software LC Solution (LabSolution, Shimadzu).

A validagao do método cromatografico seguiu o guia da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para validacdo de métodos bioanaliticos (RE n°® 899
de 2003). Foram avaliadas a seletividade, linearidade, precisdo, exatiddao e
recuperacao. Para a validagao, foram utilizadas solu¢cdes de padrao certificado da
toxina (Enzo Life Sciences, 95% pureza), preparadas na matriz experimental a partir

de solugdes estoque de 10 e 1 mg.L".
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4.6.4 Determinacgéo de Perdxido de Hidrogénio

Os niveis de peréxido de hidrogénio residual utilizado no processo foto-
Fenton foram avaliados com o reagente Allper® (Peroxidos do Brasil®), através de
metodologia espectrofotométrica fundamentada na reagdo com titanio, adaptada de
Schick e colaboradores (SCHICK et al., 1997).

Este método baseia-se na reagédo entre o titdnio e perdéxido de hidrogénio,
levando a formagao de complexo de coloragcdo amarelada, que absorve em 395 nm.
Duas curvas analiticas (faixas de concentragdo de 10 a 50 mg.L™! (r = 0,9997) e de
0,1 a 10 mg.L" (r = 0,9997) foram elaboradas com solugdo padrido de perdxido de
hidrogénio (Peroxidos do Brasil®, 35% v/v).

Para as analises, foram adicionadas 6 gotas do reagente Allper®, para 6 mL
de amostra filtrada com auxilio de seringa e holder contendo membrana de Nylon
(0,45 micrometros). As amostras eram imediatamente lidas em espectrofotdmetro
apos o término das reacgdes. Diluigdes das amostras foram realizadas quando
ultrapassado o limite maximo de quantificagédo, e o valores corrigidos com o fator de

dilui¢ao.

4.6.5 Determinacgdes de Ferro Il e Ferro

As espécies Fe?*/Fe3* foram determinadas através de método baseado na
reagdo de complexagao entre Fe?* e o-fenantrolina (APHA, 1995).

O teor de Fe?* foi obtido por complexacgéo direta com 0,3 mL de solugdo de o-
fenantrolina (marca Vetec®, 10 g.L'). Para as andlises de ferro total, foram
adicionados 0,2 mL de solugdo de hidroquinona (marca Vetec®, 12,5 g.L™") para
reducdo das espécies férricas, e posterior complexagdo com o-fenantrolina. Os
complexos formados com o-fenantrolina levam a coloragdo alaranjada, monitorada
em espectrofotometro (508 nm).

Para a determinacdo das concentracdes, foi elaborada curva analitica com
sulfato ferroso amoniacal (Vetec®), com faixa de 0,1 a 4 mg.L" (r = 0,9998). Quando

ultrapassado o limite de quantificagdo maximo, as amostras foram diluidas e a



50

concentragao foi corrigida com o fator de diluigéo.

4.7 ANALISES DOS DADOS

Os dados de contagem celular nos experimentos realizados com D.
subspicatus foram analisados pelo teste t Student (95% de confianga), utilizando-se
o software Statistica® versdo 10 (Statsoft). Os demais resultados de concentragao
celular foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas por meio
do teste de Tukey, com auxilio do programa BioEstat 5.0 (95% de confianca).

Os graficos foram confeccionados a partir de planilhas de dados utilizando os

programas Excel® (Microsoft) e Origin Pro 8® (OriginLab Corporation).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ESTUDOS COM A MICROALGA Desmodesmus subspicatus

5.1.1 Estudo dos Efeitos Isolados das Variaveis Envolvidas no Processo Foto-

Fenton em Células de Desmodesmus Subspicatus

Inicialmente, os efeitos isolados das variaveis envolvidas no processo foto-
Fenton (concentragbes de peroxido de hidrogénio, ferro, radiagcéo e agitagao) foram
avaliados nas células de D. subspicatus (Figura 11) diluidas em solugdo salina
(0,9% p/v) em pH préximo da neutralidade, de modo a impedir a lise celular atraveés
da regulacao da pressao osmotica (TORTORA, FUNKE E CASE, 2005).

Figura 11. Aspecto morfolégico da espécie Desmodesmus subspicatus (Aumento de 400
vezes)

A principal finalidade desta primeira etapa foi ajustar condigdes experimentais

(concentragao dos reagentes, tempo de reagdo) em um modelo celular e estabelecer
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a rotina experimental necessaria ao cultivo e manuseio de um microrganismo
fotossintetizante, sem incorrer nos riscos bioldgicos inerentes a cianobactérias.

As concentragdes de ferro e de peroxido de hidrogénio foram baseadas em
estudos nos quais o processo foto-Fenton foi aplicado em outros procariotos, devido
a escassez de trabalhos aplicando-se o processo em microalgas ou cianobactérias
(RODRIGUEZ-CHUECA et al., 2014; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013; ORTEGA-
GOMEZ et al., 2014). Foram escolhidos trés niveis de concentracdo para as
variaveis (5, 10 e 15 mg.L" de ferro e 20, 35 e 50 mg.L' de H202), estudadas de
forma isolada, assim como o efeito sinérgico dos reagentes adicionados a radiagéo
promovida pela lampada.

5.1.1.1 Perdxido de Hidrogénio

Ao avaliar-se os efeitos das diferentes concentragbes de H202 (20, 35 e 50
mg.L"") com ou sem a presenga de radiagdo, ndo foram verificadas reducgdes
significativas nas concentragdes de células em relagdo ao controle (tempo 0)
durante todos os experimentos (teste t Student, 95% de confianga), exceto naquele
em que foram testados 50 mg L' de H20: e radiagdo. Neste caso, as concentragdes
celulares ficaram abaixo do limite de quantificagdo da camara de Neubauer (<104
células.mL") e observou-se uma reducdo de 58% (Figura 12). No ensaio contendo
35 mg.L! e radiagdo é possivel verificar redugdo de aproximadamente 50%, no
entanto o teste t Student indicou que as médias do controle e da amostra submetida
a 35 mgl' e radiagdo sado estatisticamente iguais (p=0,06, amostras

independentes).
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Figura 12. Representacgao grafica da porcentagem de redugao das concentragoes celulares de
D. subspicatus comparando-se os tempos 0 e 30 minutos (experimentos realizados com 50, 35
e 20 mg.L"' de H20,, com e sem a presenca de radiagio).

Do mesmo modo, o ensaio de viabilidade celular indicou crescimento de
células em todas as amostras apos 4 dias de incubacdo, exceto na amostra
correspondente ao tempo 30 minutos cujo experimento continha 50 mg.L-! de H202 e
radiacdo, onde nao foi constatado crescimento celular (Figura 13). Este resultado
indica que, apesar das concentragdes terem sido reduzidas a abaixo do limite de
deteccdo da camara de Neubauer (experimento com 50 mg.L" de H20:2 e radiag&o),
ainda haviam células capazes de realizar a divisao celular, exceto apds a exposigcao
por 30 minutos em tal condigao.

Inibicdo do crescimento significativa também foi constatada nos ensaios com
35 mg.L" e radiagdo e 20 mg.L"' de H202 sem radiagdo, onde o crescimento foi
menor na amostra correspondente ao tempo 30 minutos, quando comparada ao
controle (t=0 minutos). Uma vez que ndo houve inibicbes no crescimento nos
experimentos com 20 mg.L"' de H202 e radiagdo, e 35 mg.L"' de H202 (sem
radiagdo), a inibigdo no crescimento no experimento com apenas 20 mg.L" de H202

se mostrou um resultado incoerente.
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Figura 13. Representacdao grafica da porcentagem de inibicdo do crescimento de D.
subspicatus comparadas ao controle (=0 minutos), constatadas nos ensaios de viabilidade
celular, apés 30 minutos de exposigio a 50, 35 e 20 mg.L"' de H.0,, com e sem a presenca de
radiagéo.

Polo-Lopez e colaboradores (2012) destacaram o potencial do processo
H202/UV-Vis na inativagdo de microrganismos. Apesar do mecanismo ainda nao ser
esclarecido, ha evidéncias do efeito sinérgico entre o peroxido de hidrogénio e
radiagdo ultravioleta-visivel (100-700 nm), capaz de inativar microrganismos. Os
autores reportaram a inativagdo de esporos do fungo Fusarium solani através da
radiagdo solar e adigdo de H202 na concentragdo de 10 mg.L"" em suspenséo de 103
UFC.mL"". Similarmente, Ortega-Gémez et al. (2013) apontaram a eficiéncia da
radiagdo UV-Visivel combinada ao perdxido de hidrogénio (10, 20 e 50 mg.L") na
inativacdo da bactéria Enterococcus faecalis. Tais resultados, quando comparados
aos obtidos no experimento em que avaliou-se os efeitos do perdoxido de hidrogénio
e da radiagdo em D. subspicatus, corroboram com as evidéncias do potencial
oxidativo do H202 combinado a radiacio.

Ainda que o ensaio de viabilidade tenha indicado crescimento de células em
quase todas as amostras, foram encontradas células com morfologia alterada em

relacdo a coloracao (Figura 14), nas amostras provenientes dos ensaios com 35 e
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50 mg.L' de H202 (com e sem a presenca de radiagio). A aparente despigmentagdo
observada em alguns campos pode ser indicativo de alteracdo provocada pela

oxidagao de fotossistemas.

Figura 14. Células de Desmodesmus subspicatus observadas no ensaio de viabilidade apos
exposicio ao peréxido de hidrogénio (35 e 50 mg.L") e radiagdo (Aumento de 400 vezes)

Quanto as medi¢cdes de turbidez, ndo foram constatadas alteracdes
significativas durante todos os experimentos, bem como para as analises de
peroxido de hidrogénio, que nao foi significativamente consumido em nenhum dos

ensaios realizados (Tabela 1).
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Tabela 1. Pardmetros de monitoramento das analises dos efeitos de diferentes concentragdes de H.O2 (com em sem radiagao) nas células de

Desmodesmus subspicatus

50 mg.L ! de H202 + Radiacéo

Concentragao Celular

Viabilidade Celular

Tempo (min) (10.000 cél.mL") (10.000 cél.mL") Turbidez (NTU) H.0, (mg.L™") Luminosidade (x100 Lux)
0 0,87 (+0,2) * 65,70 (+4,59) * 6,76 51,24 450
15 0,25 (+0,0) 10,40 (+3,45) 6,27 49,97 360
30 0,37 (x0,5) <LQ 5,41 48,70 415

50 mg.L* de H202
0 16,30 (+5,30) * 121,10(x10,65) * 6,73 54,81
15 15,00 (+7,07) 46,40 (+40,07) 6,51 49,52 N.A
30 18,10 (+0,17) 108,00 (+40,09) 7,40 48,55

35 mg.L ! de H202 + Radiacéo

0 9,50 (+2,12) * 198,00 (+15,50) * 2,96 35,18 430
7 7,88 (+3,36) 105,00 (+84,60) 2,63 33,77 590
15 8,75 (£2,12) 190,00 (x22,50) 2,61 34,41 612
30 4,00 (+0,00) 137,00 (x15,00) 2,46 31,91 600

35 mg.L* de H20>
0 8,50 (+0,70) * 11,50 (+3,60) * 2,61 32,23
7 4,75 (+0,00) 16,80 (+7,69) 2,79 34,10 NA
15 3,63 (+1,94) 23,00 (+2,57) 3,56 35,22 '
30 6,38 (+3,01) 51,60 (+21,30) 2,80 35,69

20 mg.L " de H20: + Radiacdo

0 8,38 (+0,88) * 7,29 (+2,6) * 2,14 19,95 430
7 8,88 (+1,94) 239,00(+49,10) 2,13 19,71 540
15 9,88 (+2,65) 31,20 (£3,17) 2,58 19,71 560
30 8,25 (+1,76) 275,00 (+90,50) 2,01 19,34 470

20 mg.L * de H202
0 8,50 (£3,18) * 56,10 (+15,30) * 2,10 19,44
7 7,75 (£3,54) 33,50 (+4,98) 2,05 19,58 NA
15 6,38 (+2,65) 29,30 (+14,00) 2,02 19,20 '
30 5,63 (+1,24) 12,30 (+1,34) 2,07 19,33

Legenda: (N.A) representa parametro ndo aplicavel; (<LQ) representam concentragées abaixo do limite de quantificagio do método; LQ = 1x10*
cél.mL"'; (*) amostras controle
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5.1.1.2 Ferro (Fe?*/Fe®)

As diferentes concentracbes de ferro (na forma de sulfato ferroso,
complexadas com acido oxalico), testadas com ou sem a presencga de radiagcédo nas
células de Desmodesmus subspicatus, também n&o indicaram redugdes
significativas na densidade celular, ao longo dos experimentos (teste t Student, 95%

de confianga) (Figura 15).
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Figura 15. Representacgao grafica da porcentagem de redugao das concentragdes celulares de
D. subspicatus comparando-se os tempos 0 e 30 minutos, durante os experimentos realizados
com 5,10 e 15 mg.L™" de Ferro-Oxalato, com e sem a presenca de radiagio.

Os ensaios de viabilidade apontaram crescimento celular em todas as
aliquotas retiradas dos experimentos contendo 15 e 5 mg.L-' com a presenga de
radiagdo, e na amostra contendo apenas 15 mg.L-' de Fe-oxalato. No entanto, este
crescimento foi significativamente maior na amostra controle (t=0 minutos), quando
comparada ao t=30 minutos, apontando forte inibigdo (ANOVA, 95% de confianga)
(Figura 16).
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Os ensaios nos quais foram avaliados os efeitos do ferro nas concentracoes
de 10 mg.L"', com e sem a presenca de radiagdo, indicaram crescimento nos
controles (t=0 min), todavia as aliquotas correspondentes a 30 minutos reacionais
apresentaram crescimento abaixo do limite de quantificagédo, fato no qual pode ser
um indicativo que tal concentragdo de ferro é capaz de afetar a capacidade de
divisdo celular, impedindo seu crescimento.

Por fim, a concentragdo de 5 mg.L-' de Fe-Oxalato (na auséncia de radiagao),

apontou crescimento para todas as amostras reinoculadas.
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Figura 16. Representagdo grafica da porcentagem de inibicio do crescimento de D.
subspicatus comparadas ao controle (=0 minutos), constatadas nos ensaios de viabilidade
celular, apés exposig¢do a 5, 10 e 15 mg.L"' de Ferro-Oxalato, com e sem a presenca de
radiacgao.

Ainda que tenha sido verificado crescimento, foram constatados, nos ensaios
de viabilidade em que as concentragdes de 10 e 15 mg.L-! foram empregadas (com
e sem radiagao) alteragbes na morfologia de algumas células da microalga (Figura
17). Quando comparadas a células saudaveis, foi possivel notar aparente
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desestruturacao da membrana, alteragdes no interior das células e tamanho (maior
do que o convencional).

Alguns autores atribuiram o efeito do Fe?* em células de E. coli a sua
facilidade em difundir para o meio intracelular. Ao elevar-se as concentragdes de
Fe?*, a produgédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) pode ser elevada por
meio da reacdo de Fenton intracelular, aumentando os danos causados as células
(SPUHLER et al., 2010; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013; RODRIGUEZ-CHUECA et
al., 2014; ORTEGA-GOMEZ et al., 2014). Spuhler e colaboradores (2010) ainda
sugeriram que o Fe®* é capaz de adsorver a parede celular, levando a formagao de

complexos Fe3*-bactéria.

Aumento: 1000 X

Figura 17. Células de Desmodesmus subspicatus observadas no ensaio de viabilidade apos
exposicio ao ferro (10 e 15 mg.L"").

Mais uma vez, nos experimentos em que houve a presenca de radiacao,

observou-se um efeito de branqueamento nas células de D. subspicatus (Figura 18).
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Figura 18. Células de Desmodesmus subspicatus observadas no ensaio de viabilidade apés
exposicao ao ferro e radiagdo (Aumento de 400 vezes).

Quanto ao controle analitico, verificou-se que a proporcéo entre ferro e acido
oxdlico utilizada (1:3) foi satisfatdéria para manter a espécie Fe?* dissolvida.
Conforme destacado por Pignatello e colaboradores, o complexo ferro-organico mais
estavel se da pela ligacdo de trés ions oxalatos e um férrico (PIGNATELLO et al.,
2006). No entanto, nos ensaios em que a radiagao esteve presente foi constatada a
precipitagdo do ferro, muito provavelmente associada a fotodegradagcdo dos
complexos ferro-organicos, ocasionando a precipitacdo na forma de 6xidos devido
ao pH neutro. Os dados de monitoramento da turbidez corroboram com tais
resultados, indicando aumento da mesma conforme procedeu-se os experimentos
na presenga de radiagao (Tabela 2).

Schmitz, Dal Magro e Colla (2012) salientaram a alta capacidade de
microalgas, especialmente da microalga Spirulina patensis, na biossor¢gao de metais
tais como cromo, zinco e chumbo, reduzindo assim as concentragdes destes metais
em solugdes aquosas e em efluentes. Além da biossor¢do (interagdes fisico-
quimicas dos metais aos componentes da parede celular, dada pelo rapido contato
do organismo com o metal), a exposi¢cado prolongada ao metal (horas ou dias) pode
provocar a bioacumulagdo, que é a difusdo do metal para o interior da célula por
meio de mecanismos complexos de transporte passivo e ativo, dependentes de uma
série de fatores (KAPLAN, 2013).

Tais referéncias podem clarificar as redugcdes nas concentragdes do ferro ao
longo dos experimentos de exposicdo da D. subspicatus ao metal (além da sua
precipitagdo), assim como os efeitos na morfologia das células e a inibicdo do
crescimento (ensaio de viabilidade celular), uma vez que metais podem provocar
efeitos toxicos quando presentes no meio intracelular, dada as concentracdes de
exposicao relativamente altas (ordem de miligramas por litro).
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Tabela 2. Parametros de monitoramento das andlises dos efeitos de diferentes concentragdes de Fe-Oxalato (com em sem radiagao) nas células
de Desmodesmus subspicatus

Ferro-Oxalato (15 mg/L) + Radiacao

. Concentragéao Celular Viabilidade Celular . Fetotal Dissolvido 24 4 Luminosidade
Tempo (min) (10.000 cél.mL") (10.000 cél.mL)  1urbidez (NTU) (mg.L") Fe® (mg.L7) (x100 Lux)
0 7,50 (£3,18) * 26,90 (£10,07) * 217 14,74 12,63 540
7 9,50 (+3,18) 5,25 (+2,25) 2,32 14,89 14,26 550
15 6,63 (£1,24) 1,63 (£0,45) 2,37 14,67 14,96 610
30 8,50 (+0,70) 2,13 (¢1,02) 4,41 13,72 14,13 650
Ferro-Oxalato (15 mg.L) -1
0 9,88 (+0,88) * 27,00 (£15,70) * 2,08 14,23 13,29
7 5,50 (+2,83) 13,00 (£1,75) 2,25 13,93 13,15 NA
15 9,13 (+0,84) 4,79 (£0,87) 2,19 14,21 13,01 '
30 8,38 (+0,53) 7,38 (£1,63) 2,25 14,38 14,22
Ferro-Oxalato (10 mg.L ') + Radiacao
0 7,88 (£0,84) * 3,54 (£1,23) * 1,91 11,32 8,71 510
7 7,50 (+0,00) 1,00 (£0,00) 22,70 4,64 3,99 680
15 5,75 (£1,41) 2,63 (£0,12) 23,70 3,60 3,21 700
30 9,25 (+1,06) 2,13 (£1,77) 34,90 1,69 2,20 760
Ferro-Oxalato (10 mg.L 1)
0 10,5 (+0,07) * 115,00 (+24,20) * 9,23 10,06 9,37
15 11,30 (£2,47) <LQ 8,63 10,31 9,26 N.A
30 13,00 (+5,30) <LQ 8,95 10,63 9,85
Ferro-Oxalato (5 mg.L ') + Radiagdo
0 5,63 (£0,17) * 15,50 (+6,03) * 2,20 6,32 2,92 500
7 6,00 (£1,77) 1,67 (x0,31) 17,00 1,68 0,72 530
15 4,88 (£1,24) 1,75 (£0,33) 18,20 1,25 0,44 530
30 7,00 (+0,70) 1,33 (x1,12) 19,50 <LQ <LQ 450
Ferro-Oxalato (5 mg.L )
0 6,75 (£1,41) * 17,70 (+4,02) * 2,30 6,86 5,02
7 5,13 (£1,24) 20,30 (+1,56) 2,19 5,55 4,98 NA
15 7,00 (£1,41) 85,60 (+4,81) 2,12 5,50 5,09 '
30 6,00 (+0,70) 52,50 (+29,30) 2,07 5,55 4,87

Legenda: (N.A) representa parametro nao aplicavel; (<LQ) representam concentragdes abaixo do limite de quantificagdo do método; LQ
(Concentragio Celular) = 1x10* cél.mL"'; LQ (Ferro) = 0,1 mg.L""
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5.1.1.3 Agitagdo Magnética, Radiagao e Acido Oxalico

A avaliagdo da agitagao magnética, da radiacdo e do acido oxalico isolados
nao apontaram efeitos deletérios as células de D. subspicatus, no que se refere a
reducdo da concentracido e crescimento celular. Cabe ressaltar que o acido oxalico
foi testado na maior concentragao (45 mg.L") durante os experimentos com o ferro.

Observou-se, no entanto, que as células submetidas a radiacdo se mostraram
empalidecidas quando inoculadas no meio de cultivo (ensaio de viabilidade), assim
como em todos os outros ensaios de viabilidade em que as microalgas foram

sujeitadas a radiacao e ferro ou perdxido de hidrogénio (Figura 19).

Figura 19. Células de Desmodesmus subspicatus observadas no ensaio de viabilidade apés
exposic¢ao a radiagdo (Aumento de 400 vezes).

5.1.2 Aplicacdo do Processo Foto-Fenton Mediado por Complexo Ferro-Oxalato nas

Células de Desmodesmus subspicatus

A escolha das concentragbes de Fe?* e H202 a serem combinadas no
processo foto-Fenton foram condicionadas ao menor efeito ou efeito nulo observado
sobre as células de Desmodesmus subspicatus, a fim de estudar o potencial dos
efeitos sinérgicos das variaveis no processo foto-Fenton. Uma vez que nenhuma
variavel isolada foi capaz de reduzir as concentragdes celulares (exceto a

concentragdo de 50 mg.L'' de H202 na presenga de radiagdo), a escolha da
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condicdo a ser aplicada foi baseada nos resultados dos ensaios de crescimento
celular (viabilidade).

Considerando que a uUnica concentragdo de Fe?* com efeito nulo no
crescimento celular da microalga foi de 5 mg.L™" (na auséncia de radiagdo), optou-se
por adotar tal concentragdo, combinada com a menor concentragdo de H202 (20
mg.L"). Uma vez escolhida a condigéo, o processo foto-Fenton foi aplicado por 135

minutos (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de monitoramento do processo foto-Fenton aplicado as células de

Desmodesmus subspicatus

Tempo (min)

Parametro 0 30 90 135

Concentragio Celular (100.000 cél.mL') 1,34+0,08 1,79+051 1,19+0,12 1,30+0,21
Turbidez (NTU) 8,5 30,0 31,3 32,0
Peréxido de Hidrogénio (mg.L™") 17,76 11,45 7,78 7,05
Fe Total Dissolvido (mg.L'1) 3,52 0, 17 0,12 0,27
Fe?* (mg.L") 0,53 <LQ <LQ 0,15
Luminosidade (x100 Lux) 900 920 790 870
Viabilidade Celular (1x10° cél.mL"") 1,06 £ 0,32 0,0 0,0 0,0
Temperatura (°C) 27 30 35 32

Legenda: (<LQ) representam concentragdes abaixo do limite de quantificagcdao do método; LQ =
0,1 mg.L"

Ao aplicar-se o foto-Fenton nas células da microalga n&do foi possivel
constatar redugdes significativas na concentracédo celular imediata ao processo. No
entanto, as analises em microscopio de epifluorescéncia apontaram reducido na
intensidade de emissdo das células, quando comparadas a células saudaveis
(Figura 20), ja a partir de 90 minutos de submissao ao processo.

Uma vez que a emissao de células fotossintetizantes é atribuida a clorofila, e
que os fotossistemas estdo intimamente conectados a outras vias metabdlicas
importantes, alteragdes na fluorescéncia pode ser um indicativo que danos
oxidativos podem ter ocorrido em seus fotossistemas, que por sua vez podem
desencadear em outros danos nas células, reduzindo sua capacidade de

crescimento (viabilidade).
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Figura 20. Células de Desmodesmus subspicatus saudaveis observadas em microscoépio de
luz (A); Células de Desmodesmus subspicatus saudaveis observadas em microscépio de
epifluorescéncia (B); Células de Desmodesmus subspicatus com alteragcédo na intensidade de
emissdo em microscoépio de epifluorescéncia, apés submetidas ao processo foto-Fenton (C).
(Aumento de 400 vezes).

Quanto ao ensaio de viabilidade celular, foi constatado crescimento apenas
na amostra controle, ndo tendo sido observado crescimento de células nas amostras
coletadas em 30, 90 e 135 minutos de reagao. Estes resultados podem ser um
indicativo de que a partir de 30 minutos de reagao a capacidade de crescimento das
células foi afetada, e condizem com os possiveis danos causados aos fotossistemas
(indicados pelas analises em microscopio de epifluorescéncia).

No que diz respeito ao monitoramento das concentracbes de perdxido de
hidrogénio, a redugdo da concentracdo de H202 ficou na ordem de 60%,
permanecendo aproximadamente 7,05 mg.L™" residuais (Tabela 3).

Ao longo do processo a concentracdo de ferro total dissolvido foi bastante
reduzida, na ordem de 92% em 135 minutos. Da mesma forma, a reacgao foi iniciada
com 0,53 mg.L-' de Fe?*, de modo que em 30 e 90 minutos as concentragdes se
apresentaram abaixo do limite de quantificacdo, demonstrando que todo ferro
dissolvido encontrava-se na forma de Fe3*. Contudo, em 135 minutos de reacgéo,
houve um aumento acentuado nas concentragées de ferro total dissolvido e Fe?*.

Polo-Lépez et al. (2012) estudaram os efeitos do processo foto-Fenton solar
nos esporos do fungo Fusarium solani, através da combinagao de radiag&o solar, 5
mg.L"' de Fe?* e 10 mg.L"' de H202. Os experimentos foram realizados com
concentragéo inicial de 10° UFC mL-"', que foram reduzidas apenas apos 4 horas de
exposi¢cao, de modo que apds este periodo o limite de detecgao foi atingido. Ao

aplicar-se o processo foto-Fenton nas células de D. subspicatus, reducdes nas
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concentragdes celulares ndo foram observadas em 135 minutos de reacdo. Estes
resultados podem ser indicativos de que maiores eficiéncias de reducdo na
concentragao celular podem ser atingidas em maiores tempos de reagao, dada a
baixa concentragao de reagentes adotada.

No estudo de Steriti e colaboradores (2014), a reagao de Fenton foi aplicada a
células da microalga Chlorella vulgaris, no entanto o objetivo era avaliar a eficiéncia
do processo no rompimento das células como forma de extragdo dos lipidios,
visando a produgéo de biocombustiveis. Ao aplicar 3,79 g.L' de FeSOa4 e 204,08 g.L-
' de H202, a extracdo dos lipidios foi duas vezes maior quando comparada aos
métodos convencionais de extragcdo, apos 3 minutos de exposigdo aos reagentes,
apontando a eficiéncia do processo no rompimento das células. Cabe destacar,
neste estudo, a alta concentragao de reagentes adotada.

Segundo Soares e colaboradores, o decaimento no consumo de H20:2
combinado a reducdo das concentrag¢des de ferro dissolvido, durante a reagao, sao
indicativos da baixa velocidade das reacbdes de degradagao, associada a formagao
de complexos de ferro com a matéria organica dissolvida. Tais complexos reduzem
significativamente a fotorredugdo do Fe3* para Fe?*, levando a redugdo do consumo
de H202. A baixa velocidade de reacao indica que estes complexos de ferro com
matéria organica sdo bastante estaveis e possuem baixa foto-atividade. No entanto,
apods um periodo de baixa producao de radicais hidroxila, pode-se observar leve
aumento nas concentracdes de ferro dissolvido e aumento no consumo do H202,
indicando que os complexos de ferro e matéria organica foram degradados
(SOARES et al., 2015). Tais comportamentos nas concentragdes de ferro e perdxido
de hidrogénio foram observados neste experimento.

Cho et al. (2004), ao aplicar o processo foto-Fenton mediado por Fe-Oxalato
em células de E. coli (concentragbes de 5,5 mg.L"' de Fe3*, 68 mg.L"' de H202 e 450
mg.L' de acido oxalico), reduziram concentragbes médias de 10° UFC.mL™" para
abaixo do limite de deteccdo em 75 minutos. Os autores ressaltaram os radicais
C204e, CO2¢ e O2¢ com potencial de inativagdo das células no processo mediado
por Fe-Oxalato.

De forma analoga, Ortega-Gomez et al. (2013) testaram o efeito do processo
foto-Fenton em Enterococcus faecalis, utilizando reator do tipo Cilindrico Parabdlico
Composto (CPC) e 10 UFC.mL-' como concentragao inicial de células, 50 mg.L-! de

H202 e 20 mg.L"' de Fe?*, em diferentes matrizes. O limite de detecgdo para a
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concentragdo de células foi atingido em todas as matrizes testadas (solugao salina,
efluente secundario sintético e agua ultrapura com padréo de matéria organica) apos
50 minutos de reacgdo. Adicionalmente, quando testada a inativagdo das bactérias
em solugdo salina, o perdéxido de hidrogénio foi totalmente consumido em 80
minutos de reacgao.

Dado que as concentragdes dos reagentes aplicadas no estudo de Ortega-
Gdémez et al. (2013) foram significativamente maiores do que as do presente estudo,
e que maiores eficiéncias foram obtidas e menor tempo, sugere-se que em
condigbes mais brandas dos reagentes, maiores tempos de reagdo podem ser
requeridos a fim de proporcionar maiores eficiéncias de inativagdo de Desmodesmus
subspicatus e, consequentemente, maior consumo de peroxido de hidrogénio e
ferro. No entanto, deve-se obviamente levar em consideracdo a complexidade de
cada um dos organismos avaliados em ambos os estudos, assim como a diferenca
das matrizes reacionais

De modo geral, os resultados obtidos com o modelo experimental adotado
demonstraram que o acido oxalico ndo contribuiu de forma significativa para a
conservagao do ferro na forma dissolvida. Do mesmo modo, os ensaios com a
presenga da radiagdo apontaram forte efeito sobre as células da microalga. Isto
posto, estes fatores foram considerados para os estudos com as células de
Microcystis aeruginosa.

5.2 ESTUDOS COM A CIANOBACTERIA Microcystis aeruginosa

5.2.1 Composig¢ao da Matriz Reacional

Anteriormente a validagdo do método cromatografico para determinagcéo de
MC-LR e a realizagdo dos ensaios com M. aeruginosa, teve-se a preocupagao em
escolher uma matriz reacional que simulasse uma amostra de agua real (quanto as
concentragdes de nitrogénio e fosforo, e pH proximo a neutralidade), e que, no
entanto, possuisse composicdo conhecida e nao influenciasse a viabilidade das
células. Deste modo, optou-se por modificar as concentragdes dos sais presentes no
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meio de cultivo ASM-1 (Anexo B), baseando-se nas concentragdes de nitrogénio em
forma de ions nitrato (NOs") e fosforo na forma de ortofosfato (PO4").

As concentragbes adotadas foram 23 mg.L-' de NOs  (correspondentes a 8
mg.L-! de nitrogénio - Solugdo A do meio ASM-1) e 3 ug.L™! de PO43 (Solugéo B do
meio ASM-1) baseadas em estudos desenvolvidos nos reservatorios de agua do Rio
Verde e Rio Irai, localizados no estado do Parana (Brasil) (LAGOS, 2009; CERUTTI,
2015). As demais solugdes que compde o meio ASM-1 (C e D) foram adicionadas na
mesma concentragao utilizada para o cultivo das cianobactérias, e o pH manteve

préximo a neutralidade.

5.2.2 Otimizacdo da Extracdo em Fase Sdlida e Condigdes Cromatograficas para

Microcistina-LR

A otimizagcdo do método de extragdo em fase sdlida para determinagédo de
microcistina-LR foi realizada em amostras de cultivo de Microcystis aeruginosa com
concentragdo aproximada de 2x10° cél.mL-', diluidas na matriz reacional (meio
ASM-1 modificado), a fim de se obter a concentragdo de 1x10° cél.mL'. Apds a
diluicdo, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de congelamento e
descongelamento, com o objetivo de provocar a ruptura das células e consequente
liberagdo da toxina intracelular para o meio extracelular, resultando, desta forma, na
determinacao de microcistina-LR total.

As etapas da extracdo consistiram na ambientacdo do cartucho de
octadecilsilica e aplicagdo de 180 mL de amostra, seguida das etapas de clean-up e
secagem do cartucho por 10 min (quando presentes), e eluicdo e limpeza do
cartucho.

As aliquotas denominadas “clean-up” sdo referentes as coletadas na
aplicacdo de 10 mL de MeOH:H20 (20:80) para eluicdo de impurezas e/ou
interferentes. Ja as aliquotas denominadas “eluato”, sdo da aplicacédo de 10 mL de
MeOH para eluigdo do analito de interesse.

O fator de pré-concentragdo obtido para otimizagdo das condicbes

cromatograficas e do SPE foi de 360 vezes, e foram testadas a presenga ou ndo das
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etapas de clean-up e secagem do cartucho. A figura 21 elucida as diferentes

condigdes testadas no processo de otimizagcao da extragao em fase sélida.

Condicionamento
(10 mL MeOH + 10 Aplicagéo de 180

mL H,O ultrapura) mL de amostra

¢

Condicéo 1 Condicéo 2 Condicédo 3 Condicéo 4

ags \ 4 \
10 mL 10 mL MeOH I
MeOH:H20 ¥
Clean up

10 mL
MeOH:H20

Eluicéo
10 mL MeOH

Eluicéo
‘ 10 mL MeOH

| Evaporagdo |

) 4

| Dissolucgéo

\ 4

. Anélise (HPLC) |

Figura 21. Fluxograma explicativo das diferentes condi¢gées utilizadas para otimizagdo da
extragdo em fase solida
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A fim de melhorar a resolugdo dos picos de MC-LR nos cromatogramas,
foram testadas diferentes condigbes de separacao (alteragbes na inclinacdo da

rampa do gradiente (A%ACN/minuto) e do modificador organico) (Quadro 4).

Modificador
Organico Gradiente
(Solvente B)

Condigéo
Cromatografica

Inicial: 30% de B; 30 a 50% de B em 15 min
1° ACN (A%ACN/minuto=1,33); de 50 a 100% (em 40 min), mantendo-
se em 100% por 10 min e retorno para 30% em 5 min

Inicial: 35% de B; 35 a 50% de B em 15 min
2° ACN (A%ACN/minuto=1,0); de 50 a 100% (em 15 min), mantendo-
se em 100% por 10 min e retorno para 35% em 5 min

Inicial: 35% de B; 35 a 50% de B em 20 min
3° ACN (A%ACN/minuto=0,75); de 50 a 100% (em 10 min), mantendo-
se em 100% por 10 min e retorno para 35% em 5 min

Inicial: 35% de B; 35 a 50% de B em 30 min
4° ACN (A%ACN/minuto=0,5); de 50 a 100% (em 10 min), mantendo-
se em 100% por 10 min e retorno para 35% em 5 min

Inicial: 45% de B; 45 a 70% de B em 50 min
(A%MeOH/minuto=0,5); de 70 a 100% (em 10 min),
mantendo-se em 100% por 10 min e retorno para 45% em 5
min

5° MeOH

Quadro 4. Condi¢6es cromatograficas testadas na separag¢dao de MC-LR na etapa de otimizagéao
da extragao em fase sélida

Os cromatogramas das aliquotas referentes ao clean-up e elui¢do do cartucho
foram comparados com o cromatograma e o espectro de absor¢ao UV do padrao de
MC-LR (1 mg.L', preparada em H20 ultrapura), nas mesmas condigbes
cromatograficas.

Os cromatogramas dos eluatos (utilizando-se a primeira condigao
cromatografica indicada no Quadro 4) nas diferentes condigbes de SPE, apontaram
a presenga do pico de microcistina-LR, quando comparados com o cromatograma e
perfil espectral UV do padrao da toxina.

Os cromatogramas das amostras de clean-up apontaram que esta etapa
poderia ser descartada, uma vez que nao colaborou para limpeza dos
cromatogramas no que se refere a interferentes e impurezas, e ainda demostrou
eluicdo de parte do analito de interesse (Figura 22). Do mesmo modo, a etapa de

secagem do cartucho ndo indicou melhorias de limpeza ou recuperagao
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significativas, demonstrando ser desnecessaria no processo de pré-concentragao

das amostras.

30+

20

mAu

10+

ol | |
Mw
0O 10 20 30 40 50 60

Tempo de Retencao (min)

Figura 22. Cromatogramas (A=238 nm) das amostras de Clean up (condi¢édo 1 e 3), comparadas
ao padrio de MC-LR (1 mg.L""). Legenda: (—) Condigdo 1; (——) Condigao 3; ( ) Padrao de
MC-LR (1 mg.L").

Desta forma, a condicdao escolhida como o6tima dentre as testadas foi a
condigao 2 (Figura 21). No entanto, uma ma resolugéo dos picos no tr da MC-LR foi
observada. A fim de melhorar esta resolugdo, foram testadas novas condi¢gdes de
separagao (indicadas no Quadro 4), na amostra referente ao eluato da condi¢ao
escolhida.

Embora a separagdo dos analitos tenha sido aprimorada com as alteragdes
realizadas no método utilizando a ACN como solvente organico, a separacéo do pico
de MC-LR néo foi completa. Decidiu-se entao avaliar a mudanca de seletividade do
solvente, substituindo-se o modificador organico para MeOH.

ApOs as alteragdes na seletividade da fase movel, separagéo satisfatoria dos
picos foi observada. Deste modo, a condi¢do cromatografica considerada otimizada
foi a numero 5 (Quadro 4). Uma vez estabelecidas as condigbes 6timas de extragéo
em fase sélida e separagdao cromatografica, foram realizadas duplicatas da mesma

condigao (A e B, Figura 23), a fim de confirmar a reprodutibilidade dos resultados.
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Figura 23. Cromatogramas (A=238 nm) das replicatas realizadas para o método de SPE
adotado, comparadas ao padrio de MC-LR (1 mg.L"'). Ao lado direito, os espectros de
absorgao UV do padrao de MC-LR (A) e do pico com Tr=41 minutos da amostra de cultivo apés
pré-concentragcao. Legenda: (——) Replicata A; (——) Replicata B; (——) Padrao de MC-LR (1
mg.L").

5.2.3 Validagao do Método Cromatografico para Quantificagado de Microcistina-LR

Posteriormente a otimizagdo das condi¢gdes cromatograficas e da Extragao
em Fase Sdélida, partiu-se para a validagdo do método cromatografico da MC-LR,
tomando-se como base as diretrizes da resolugdo n° 899 da ANVISA (2003) para
métodos bioanaliticos.

Segundo esta resolugdo, a validagdo garante que os métodos analiticos
atendem as exigéncias de ferramentas analiticas, por meio de dados experimentais.

Deste modo, o método deve possuir seletividade, linearidade, preciséo, limites de



72

deteccdo e quantificacdo, exatiddo e intervalos de concentracdo adequados as

analises a serem realizadas.

5.2.3.1 Especificidade

De acordo com a RE n° 899 da ANVISA, especificidade é a capacidade do
método bioanalitico em discriminar e quantificar o analito de interesse na matriz
biolégica em meio a interferéncias, tais como metabdlitos, impurezas, compostos de
degradagao ou interferentes da matriz.

Para a avaliacdo da especificidade, a resolugdo recomenda a analise de
amostras da matriz bioldgica de seis individuos (ANVISA, 2003). Uma vez que se
trata de cultivo de cianobactérias, este ndo possui alta variabilidade entre os frascos
cultivados nas mesmas condi¢des controladas. Desta forma, foram utilizadas quatro
matrizes biologicas (4 frascos de cultivo de Microcystis aeruginosa), inoculadas e
cultivadas nas mesmas condigdes.

A partir da matriz, foram realizadas diluicdes na matriz reacional (meio ASM-
1 modificado) com concentragdo 1x10° cél.mL"", (concentracgao esta utilizada para os
experimentos do processo foto-Fenton nas cianobactérias). As aliquotas (de 150 mL
cada) foram mantidas sob baixa temperatura (-20°C), até realizar-se a Extragao em
Fase Sdlida, seguida da analise cromatografica.

A condi¢cao adotada para o SPE foi a previamente descrita no item 5.2.2, e
as condicbes cromatograficas (novamente otimizadas) consistiram em eluicéo
isocratica 50% de MeOH (B) com gradiente de limpeza (50% de B por 50 min; 55 a
100% de B em 2 min, mantendo-se em 100% por 20 min e retorno para 50% em 2
min). Os cromatogramas obtidos da analise de seletividade estdo expostos na figura
24,
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Figura 24. Cromatogramas (A=238 nm) de cultivo de células de M. aeruginosa, com
concentragio de 1x10° cél.mL", apés Extracdo em Fase Sélida: Replicata1 (—), 2 (—) e 3 (
)- tr MC-LR = 44 minutos.

Determinada a seletividade, foi realizada analise de uma amostra branco a
fim de observar a presenca de possiveis interferentes no tempo de retencdo do
analito, conforme preconiza a RE n° 899 da ANVISA.

A amostra branco para analises de interferentes consistiu apenas na matriz
reacional (meio ASM-1 modificado), igualmente submetida aos ciclos de
congelamento e descongelamento e ao SPE, do mesmo modo as demais amostras
contendo a toxina.

Os cromatogramas (Figura 25) ndao apontaram presenca de picos com
intensidade significativa no tempo de retengdo da microcistina-LR, indicando, desta

forma, que a matriz biolégica ndo possui interferentes.
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Figura 25. Cromatograma (A=238 nm) da matriz reacional (meio ASM-1 modificado), apés
submisséao a Extragdao em Fase Sélida

5.2.3.2 Limite Inferior de Quantificacédo

Para determinacéo do Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ) foram realizadas
diluicdes decrescentes do padrdo de MC-LR, na matriz reacional, e analisadas nas
condigdes cromatograficas otimizadas. No presente estudo, as analises de diluigdes
do padrao foram realizadas em triplicata até que o LIQ fosse estabelecido (conforme
diretrizes da ANVISA). Uma vez estabelecida a concentracdo limite para

quantificac&o, a analise foi realizada em quintuplicata (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados obtidos nas analises do padrao de microcistina-LR na determinagao do
Limite Inferior de Quantificagao (LIQ)

Conce’n!ragéo t, Area Conce.ntragéo o Desvio cv o
Teorica l Experimental Média = L Exatidao
(mg.L") (min)  (Au) (mg.L") Padriao (Precisao)
46,64 26790 0,093

0,1 44,51 25545 0,089 0,090 0,0027 3% 90%
43,99 25121 0,088
46,26 14530 0,055

0,07 46,85 15814 0,059 0,058 0,0028 5% 83%
46,94 16234 0,061
43,5 10059 0,041

0,05 43,5 10517 0,043 0,041 0,0017 4% 82%
43,5 9435 0,039
43,45 7729 0,034
44,64 8073 0,035

0,03 45,14 7940 0,035 0,035 0,0015 4% 117%
45,15 7457 0,033
44,89 8763 0,037

Legenda: t.- Tempo de retengao; CV - Coeficiente de variagao

Dada a exatiddo da concentragcdo de 0,03 mg.L-", tal valor foi estabelecido
como limite inferior de quantificacdo de MC-LR. Limites de quantificagédo registrados
na literatura em andlises por HPLC-DAD variam de 0,7 pg.L', a 0,5 mg.L"’
(RODRIGUEZ et al., 2007; ANDRADE, 2009; MARTINS, 2010; CASSINI et al., 2013;
PINHO, 2014). Deste modo, vé-se que a sensibilidade do método analitico esta
condicionada aos equipamentos e insumos disponiveis para pesquisa. No entanto,
constata-se que o LIQ obtido na validagdo do método da presente pesquisa

mostrou-se sensivel, quando comparado a tais valores.

5.2.3.3 Linearidade

A curva analitica de MC-LR para analise da linearidade foi composta por seis
concentragdes, que variou do LIQ até 50% acima da concentragdo esperada na
amostra (0,03, 0,30, 0,60, 0,90, 1,20 e 1,50 mg.L"). Os valores de variagao
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estabelecidos pela resolu¢do (coeficiente de variagdo inferior a 20% para o LIQ e
15% para as demais concentragdes) foram respeitados.

Através do método de regressao linear foi possivel obter a equagdo que
estabelece a correlagdo entre as areas dos picos cromatograficos e as
concentragbes de microcistina-LR (Figura 26), o qual apontou coeficiente de
correlagdo de 0,9998. Tal valor se mostrou satisfatério, dado que a RE n° 899
preconiza o valor minimo de 0,98. Os dados obtidos nas analises de linearidade sao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos nas anélises do padrao de microcistina-LR para determinagéo da

linearidade (curva analitica)

Concentragao Média das Areas dos Coeficiente de Variacio
(mg.L") Picos de MC-LR ¢
0,03 9133,0 5%
0,3 91185,0 2%
0,6 186691,0 4%
0,9 289021,7 2%
1,2 385763,3 3%
1,5 479346,0 1%
600
y =322481x - 3283.2
R?=0.9998
500
400
F)
<
E 300
1]
z
200
100
0
0 0.5 1 1.5 2

Concentragido (mg.L™")

Figura 26. Curva analitica obtida por regressao linear, correlacionando as areas dos picos de
MC-LR e suas respectivas concentragoes
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5.2.3.4 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo do método analitico foram avaliadas por meio de
controles de qualidade, que consistiram em solugdes de microcistina-LR de 3
concentragdes distintas (controles de baixa, média e alta concentragdo) em triplicata,
e em 3 dias ndo consecutivos (exatidao intra e inter-corridas).

Seguindo a resolugao da ANVISA, a precisao foi determinada por meio do
coeficiente de variagdo (desvio padrao dos valores divido pela média), ndo se
admitindo valores maiores que 15%. Ja a exatidao foi expressa por meio da média
das concentracdes experimentais obtidas dividida pela concentragao teorica.

As concentragdes dos controles de qualidade foram escolhidas em

concordancia com o estabelecido pela resolugao:

» Controle de baixa concentragdo (CQB): menor ou igual a 3 vezes o
LIQ;

» Controle de média concentracao (CQM): média entre CQB e CQA,;

 Controle de alta concentracdo (CQA): 75 a 90% da maior

concentracao da curva analitica.

Deste modo, adotaram-se as concentragdes de 0,1, 0,7 e 1,3 mg.L" para o
CQ@B, CQM e CQA, respectivamente. Na Tabela 6 € possivel analisar os resultados
ja convertidos em concentragdo por meio da equagao de regressao linear, a qual
demonstra precisdo do método entre 2 e 15% e exatidao entre 88 e 131%, valores
em concordancia com os propostos pela resolucdo da ANVISA para métodos
bioanaliticos.
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Tabela 6. Concentragées e valores de precisdo e exatidao obtidos na avaliagao do método de

quantificagdo de microcistina-LR (intra e inter-dias)

Controles Concentragdes Experimentais
(Concentragdo Média D25V oy Exatidio
Teorica - . . . Padrao
mg.L") Replicata1 Replicata2 Replicata 3
1° Dia (n=3)
1,3 1,29 1,32 1,36 1,32 0,035 3% 102%
0,7 0,67 0,68 0,69 0,68 0,011 2% 97%
0,1 0,11 0,10 0,11 0,10 0,006 6% 103%
2° Dia (n=3)
1,3 1,14 1,22 1,29 1,22 0,073 6% 94%
0,7 0,61 0,60 0,64 0,62 0,020 3% 88%
0,1 0,10 0,10 0,10 0,10 0,002 2% 102%
3° Dia (n=3)
1,3 1,43 1,49 1,41 1,44 0,039 3% 111%
0,7 0,76 0,63 0,80 0,73 0,090 12%  104%
0,1 0,111 0,151 0,132 0,13 0,020 15% 131%

Legenda: CV - Coeficiente de variagao

5.2.3.4 Recuperacao

A eficiéncia do método de extragao (recuperagao) foi avaliada através de 3
concentragdes (baixa, média e alta), levando-se em consideragdo a faixa linear do
método. Foram adotadas as mesmas concentragdes dos controles de qualidade
utilizados para avaliagdo da preciséo e exatidado (0,1, 0,7 e 1,3 mg.L"), avaliadas em
duplicata.

O procedimento consistiu no preparo das solugdes aquosas da toxina,
preparadas a partir de solu¢des-estoque de MC-LR em metanol (evaporado em linha
de ar comprimido, a fim de evitar interferéncias nas analises). Procedeu-se ent&o
com o de Extracdo em Fase Sdlida, e posterior analise. Os valores de concentracao
(Tabela 7) foram expressos através da relagéo entre o valor experimental e o valor

nominal de concentracao.
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Tabela 7. Valores de recuperacao obtidos em diferentes niveis de concentragao de MC-LR

Ensaio de Recuperacao

Concentragao Concentragiao

Tedrica Replicata Real Média Desvio Padrao CV Recuperagao

(mg.L") (mg.L")
1 0,070

0,1 0.075 0.008 10% 75%
2 0,081
1 0,595

0,7 0.622 0.038 6% 89%
2 0,649
1 1,193

1,3 1.246 0.075 6% 96%
2 1,299

Legenda: CV - Coeficiente de variagdo

Embora valores proximos a 100% sejam desejaveis, a resolugéo n°® 899 da
ANVISA nao estabelece um valor minimo de recuperagdo, e sim que esta seja
precisa e exata. Ainda de acordo com o guia, a precisdo deve variar em até 20%.
Isto posto, € possivel concluir que os valores de recuperacido obtidos no método de

quantificacdo de MC-LR sao satisfatorios.

5.3 ESTUDO DA APLICACAO DO PROCESSO FOTO-FENTON NO CULTIVO DE
Microcystis aeruginosa

5.3.1 Visualizacao de Microcystis aeruginosa em Microscoépio de Epifluorescéncia

As contagens e visualizagdes das células (anterior e posteriormente aos
experimentos) foram realizadas em microscopio 6ptico e de epifluorescéncia, com
objetivo de observar quaisquer alteragdes no comprimento de onda de emissao
(alteragao na coloragdo), assim como em sua morfologia. Devido aos pigmentos
presentes nos fotossistemas, as células de M. aeruginosa (Figura 27A), quando
submetidas a excitacdo em microscopio de epifluorescéncia, emitem no
comprimento de onda correspondente a cor vermelha (HOLT et al., 1994) (Figura
27B). Portanto, alteracbes causadas nos fotossistemas podem acarretar em
mudancgas na fluorescéncia (CAMPBELL et al., 1998) (Figura 27C). Deste modo, tais
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analises podem servir como mais um parametro na determinacdo da viabilidade

celular.

Figura 27. Morfologia da espécie Microcystis aeruginosa , observada em microscopio de luz
(A); em microscopio de epifluorescéncia (B); em microscépio de epifluorescéncia (C): Células
com emissao padrdao (vermelho) e células com fluorescéncia alterada (azul). Aumento de 400
vezes.

5.3.3 Analise dos Efeitos do pH, Luz e Estresse Mecanico nas Células de M.

aeruginosa

Previamente aos experimentos do processo foto-Fenton, possiveis efeitos nas
células por estresse mecanico foram estudados. O propdsito foi verificar se a
agitacdo magnética para homogeneizagao causaria, por si s0, algum dano ou efeito
nas células. Suspenséo celular (concentragdo de 1x10° células.mL, diluidas na
matriz reacional) foi submetida a agitacdo (com auxilio de agitador magnético) por
90 minutos. Aliquotas (5 mL) foram retiradas no inicio, em 30 e 90 minutos para
contagem celular e inoculagao (ensaio de viabilidade celular). Uma amostra controle
(sem qualquer agitagao) também foi avaliada.

Os resultados de concentragédo, submetidos a analise de variancia (95% de
confianga), apontaram que a fonte de homogeneizagdo n&o foi capaz de causar
qualquer diminui¢gdo na concentragao celular durante a exposicéao (Figura 28A). Do
mesmo modo, o crescimento celular apds inoculagdo e 15 dias de incubagéao foi

constatado em todas as aliquotas coletadas (Figura 28B), apontando que a agitagéo
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magneética ndo proporcionou qualquer estresse mecénico ou efeito danoso sobre as

células das cianobactérias em estudo.
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Figura 28. Representagdo grafica das concentragoes celulares de M. aeruginosa durante exposig¢ao
a agitagdo magnética (A) e apds reinoculagao e incubagdo por 15 dias (B). Legenda: (=) Agitagao
Magnética; () Controle.

Do mesmo modo, foram realizados experimentos a fim de verificar se o baixo
pH (ocasionado pela adi¢ao do sulfato ferroso) e a luz, também causariam quaisquer
efeitos deletérios nas células. Assim como na avaliacdo do estresse mecanico,
cultivo de células com concentracao inicial de 1x10° cél.mL-' foram submetidas a pH
3,7 (pH correspondente aquele observado apo6s adicdo da maior concentragdo de
sulfato ferroso), e a uma lampada a vapor de mercurio de alta pressado (a mesma
utilizada nos experimentos do processo doto-Fenton). Estes ensaios foram
conduzidos por 90 minutos, e aliquotas (5 mL) foram retiradas em 0 e 90 minutos
para determinagdo da concentracdo celular e viabilidade; pH e luminosidade
também foram monitorados durante tais ensaios.

Cabe salientar que devido aos resultados obtidos no modelo experimental, a
ldmpada foi suspensa a 10 cm do reator, € ndo inserida na solugdo como nos
estudos com a D. subspicatus, dado o forte efeito observado nos ensaios com a
microalga.

Os resultados de concentragao celular e viabilidade obtidos (Tabela 8),
submetidos a analise de varidncia, ndo demonstraram reducdes estatisticamente
significativas (em 90 minutos) nas concentragdes celulares e no crescimento celular

apos inoculagdo, quando comparadas ao controle (tempo 0 minutos). Nota-se, desta
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forma, que possiveis efeitos do processo foto-Fenton nas células ndo estédo
atrelados a variaveis como pH ou a radiagao.

Tabela 8. Resultados obtidos apés submissao das células de Microcystis aeruginosa a

radiagéo e ao pH

Exposicado a Radiagédo Exposi¢ado a Baixo pH
Parametros Tempo (min)
0 90 0 90
pH 6,5 6,26 3,7 3,9
Temperatura (°C) 24 23 25 26
Luminosidade (x 100 Lux) 415 420 - -
Concentragao Celular . .
(x 100.000 cél.mL"") 1.43 1,30 1,63 1,41
Viabilidade Celular . .
(x 100.000 cél.mL™") 6,7£2,12 2,96 + 0,61 5,6 £0,28 3,36 £ 0,04

Legenda: n=1; (*) amostras controle. Nota: Amostras controle referem-se as coletadas
anteriormente a adigdo dos reagentes; as amostras referentes ao tempo 0 minutos foram aquelas
coletadas logo apés a adigao dos reagentes.

5.3.4 Estudo dos Efeitos do Processo Foto-Fenton nas Células de Microcystis

aeruginosa e Concentragao de Microcistina-LR

O estudo do processo foto-Fenton aplicado as células de Microcystis
aeruginosa foi desenvolvido por meio do teste de trés condi¢des distintas, no que se
refere as concentragdes de ferro e perdxido de hidrogénio.

Foram testadas as seguintes condigbes: 0,6 mg.L" de Fe?* e 10 mg.L" de
H202; 5 mg.L" de Fe?* e 50 mg.L' de H202 e 20 mg.L" de Fe?*; e 100 mg.L" de
H202. As condigdes foram baseadas em estudos desenvolvidos por Ortega-Gomez e
colaboradores e por Spuhler e colaboradores (SPUHLER et al.,, 2010; ORTEGA-
GOMEZ et al., 2014), nos quais aplicou-se o processo foto-Fenton em bactérias
entéricas, visando estudar o potencial do processo na desinfeccdo de agua. Dada a
lacuna de estudos prévios do processo em células fotossintetizantes, tais trabalhos
foram utilizados como base para realizagcado do processo no presente estudo.

Nas condigbes mais branda e mais extrema, as razoes de Fe?*/H20:

adotadas foram de 0,06 e 0,2, adotada de estudos prévios, citados anteriormente. Ja
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na condigdo intermediaria a proporcao foi de 0,1, adotada como mediana entre as
condicdes baseadas nos estudos supracitados.

Na escolha de tais concentragbes atentou-se para as razdes entre o ferro e
o peroxido de hidrogénio (Fe?'/H202). Ao aplicar-se o foto-Fenton em
microorganimos, revela-se a preocupac¢ao em utilizar concentragdes de ferro e
peréxido de hidrogénio capazes de promover o processo, no entanto sem causar
efeitos isolados sobre as células ou a toxina, justificando assim o efeito sinérgico da
reacao.

Embora a literatura classica sobre os processos Fenton ressalte que razdes
entre Fe?*/H202 menores que 1 podem incorrer em menores eficiéncias do processo
(NEYENS E BAEYENS, 2003), na maioria dos casos, tais estudos partem de
concentragdes do composto de interesse ou carga organica conhecidos. No entanto,
a aplicagado do processo em microrganismos pode acarretar no uso de condigdes
distintas quando comparadas a aplicagcdo do processo em compostos quimicos
dissolvidos, dada a diferenca de complexidade destas matrizes, e dos possiveis
efeitos isolados das variaveis no microorganismos.

Cabe salientar que nos ensaios com as cianobactérias o processo foto-
Fenton foi conduzido sem a mediagdo de complexos ferro-organicos (acido oxalico),
uma vez que os resultados obtidos no modelo experimental com as células de D.
subspicatus ndo demonstraram contribuigao significativa na manutenc¢ao do ferro na
forma dissolvida.

Ao submeter as cianobactérias ao processo foto-Fenton nas condi¢cdes de 0,6
mg.L" de Fe?* e 10 mg.L-! de H20: foi constatada redugdo média na concentragéo
celular de 1,3x10° para 8,28x10* cél.mL"" (aproximadamente 40%) (Tabela 9).

Por sua vez, o ensaio de viabilidade celular (inoculagdo e verificagdo do
crescimento celular) apontou crescimento apenas nas amostras controle, fato no
qual pode ser indicativo de que processo oxidativo foi capaz de inviabilizar as

células, impedindo seu crescimento, ja a partir de 45 minutos de reagéo.
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Tabela 9. Parametros analisados durante aplicagio do processo foto-Fenton (0,6 mg.L" de Fe?*

e 10 mg.L" de H202) em células de Microcystis aeruginosa

Tempo (min)

Parametro 0 45 90
pH 6,24 £ 0,03 6,07 + 0,03 6,03 £ 0,05
Temperatura (°C) 25+ 1 28 £ 1 312
Luminosidade (x100 Lux) 450 + 25 460 + 30 440 + 20

Concentragio Celular (10.000 cél.mL") 13,80 + 1,61* 11,30 £ 2,10 8,28 + 1,16
Peréxido de Hidrogénio (mg.L™") 8,67 + 0,57 7,17 +0,13 6,56 + 0,10

Fe totas Dissolvido (mg.L"") 0,37 £ 0,17 0,12 £ 0,02 <LQ

Fe?* (mg.L") 0,13+ 0,11 <LQ <LQ

Viabilidade Celular (1.106 cél.mL"") 2,30 £ 0,07* 0,00 0,00

Legenda: (<LQ) representam concentragdes abaixo do limite de quantificagdo do método; n=3;
(*) amostras controle. Nota: Amostras controle referem-se as coletadas anteriormente a adigdo dos
reagentes; as amostras referentes ao tempo 0 minutos foram aquelas coletadas logo apds a adigao
dos reagentes.

Nestas condi¢cbes, o pH manteve-se estavel durante o periodo de reacdo
(entre 6,24 e 6,03), assim como a intensidade luminosa. A temperatura ndo excedeu
31 °C, evitando inativagao térmica das células.

Durante o processo, em tais condicdes, as concentragdes de H202 foram
reduzidas a uma média de 24% (de 8,67 para 6,56 mg.L"'). As concentragdes de
Fetotar dissolvido indicam que no inicio da reagéo, dos 0,6 mg.L"' adicionados,
apenas 0,37 mg.L" encontraram-se dissolvidos, sendo destes 0,13 mg.L! na forma
de Fe?* e 0,24 mg.L' na forma de Fe®. Em 45 minutos de reagdo, foram
quantificadas apenas concentragbes de Fe3* (0,12 mg.L'), uma vez que os
resultados das andlises de Fe?* apresentaram-se abaixo do limite de quantificagéo.
Por fim, em 90 minutos de reacédo, ndo foram encontrados niveis quantificaveis de
ferro dissolvido (Fe?* ou Fe3*).

Tais redugdes nas concentracdes de ferro podem estar associadas a perda
por precipitacdo (devido ao pH préximo a neutralidade), a complexagdo com a
matéria organica, e até mesmo a interagbes quimicas com a parede celular das
cianobactérias. Dado que a matriz em que a reacdo ocorre € rica em ions, células
suspensas, e matéria organica dissolvida (conteudo celular proveniente do
rompimento das células), inumeras interagbes com o ferro dissolvido podem ocorrer,
interferindo na cinética da reacao e na disponibilidade do ferro.

Embora as concentragbes de Fe?* terem se mostrado abaixo do limite de

quantificacdo em 45 minutos de reacdo, foram constatadas redugdes na
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concentracdo celular apos este periodo. Tal resultado pode ser indicativo de que
outros processos foram capazes de contribuir na producédo de radicais oxidantes.
Uma vez que o ferro esteve presente na forma de Fe?®*, a produgdo de radicais pode
ter sido em decorréncia do processo like-Fenton (decomposicdo de H202 na
presenca de Fe3'). No entanto, este processo se da de forma mais lenta quando
comparada com o processo foto-Fenton tradicional, o que corrobora para o baixo
consumo de H202 (PIGNATELLO et al., 2006).

Outra possibilidade € a contribuicdo do processo UV/H202, caracterizado pela
clivagem homolitica do H202 em radicais hidroxilas, na presenca de radiagdo UV-C
(comprimentos de onda inferiores a 280 nm) (SHARMA et al., 2012). Apesar de
utilizado bulbo de vidro para envolver a lampada, uma pequena porgcao da radiacéo
UV-C é capaz de ultrapassar o vidro, havendo a possibilidade de promog¢ao do
processo de forma moderada.

Apos aplicacdo do processo foto-Fenton por 90 minutos, as amostras foram
submetidas aos ciclos de congelamento e descongelamento, extracdo em fase
sélida e injecao em sistema cromatografico, nas mesmas condi¢des otimizadas para
a amostra do cultivo (Item 5.2.2). As concentragcdes de MC-LR, antes e apos a
aplicagdo dos processos reacionais, foram determinadas através das areas dos
picos referentes ao seu tempo de retencio da toxina.

Cabe salientar a mudanca no tr verificada no pico da toxina, de 41 para 32,1
minutos. Tal alteragao pode ser advinda de varias causas, tais como mudancas no
ambiente quimico, como também relacionada a alteragées na composicdo da fase
movel, embora tenham sido utilizados solventes provenientes do mesmo fabricante.

Em relacdo as analises cromatograficas para determinagao de microcistina-
LR, das amostras submetidas a 0,6 mg.L-' de Fe?* e 10 mg.L"" de H202 (Figura 29),
foi possivel observar reducdo de 24% (£10%) nas concentragdes da toxina. De 3,58
ug.L' presentes no cultivo de cianobactérias na concentragdo celular estudada,
houve redugdo média para 2,74 ug.L"' (20,35 pg.L'). Cabe ressaltar que as
concentracdes antes e apos o tratamento para esta condicdo, encontram-se acima

do valor maximo permitido pela OMS de 1 ug.L™".
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Figura 29. Cromatogramas (A=238 nm) obtidos apos submeter o cultivo de M. aeruginosa a 0,6
mg.L" de Fe?* e 10 mg.L"' de H,O: por 90 minutos (triplicata dos experimentos), comparados ao
cromatograma do padrao de MC-LR. Legenda: (—) Replicata 1; (——) Replicata 2; (—)
Replicata 3; (——) Padrdo de MC-LR (1 mg.L™). Eluicdo gradiente: 45% de B; 45 a 70% de B em
50 min; de 70 a 100% (t=10 min), mantendo-se em 100% por 10 min e retorno para 45% em 5
min (Fase Mével MeOH (B):H20 0,05% TFA).

Ja os resultados do processo foto-Fenton utilizando-se 5 mg.L" de Fe?* e 50
mg.L' de H202 apontaram redugdo média de 51 + 18% na concentragdo celular
imediata (de 1,36x10° para 6,72x10* cél.mL™"), de modo que o ensaio de viabilidade
celular ndo apontou crescimento de células nos tempos 45 e 90 minutos, apenas

nas amostras controle (Tabela 10).
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Tabela 10. Resultados dos parametros analisados na aplicagdao do processo foto-Fenton (5

mg.L" de Fe?* e 50 mg.L"' de H.0.) em células de Microcystis aeruginosa

Tempo (min)

Parametro 0 45 90
pH 3,76 + 0,06 3,75+0,02 3,72+0,02
Temperatura (°C) 2710 29+0 320

Luminosidade (x100) (Lux) 440 £ 15 450+ 10 450 + 15
Concentragao Celular (10.000 cél.mL"") 13,60 £ 1,38 5,61+ 2,09 6,72 + 2,63
Peréxido de Hidrogénio (mg.L™") 44,28 + 0,53 39,86 + 0,44 36,82 + 0,20
Fe tota Dissolvido (mg.L™") 3,21 +0,29 1,72+ 0,26 0,67 £0,19

Fe?* (mg.L") 1,70+ 0,16 0,65 10,15 0,17 £0,11

Viabilidade Celular (1.000.000 cél.mL-") 2,25 +0,12* 0,00 0,00

Legenda: (<LQ) representam concentragdes abaixo do limite de quantificagdo do método; n= 3;
(*) amostras controle. Nota: Amostras controle referem-se as coletadas anteriormente a adigdo dos
reagentes; as amostras referentes ao tempo 0 minutos foram aquelas coletadas logo apds a adigao
dos reagentes.

O pH inicial dos ensaios (anteriormente a adicdo de FeSO4) foi de 6,75 (x
0,15). Apds a adigao do ferro, houve diminuigdo para aproximadamente 3,7. Por sua
vez, o monitoramento do ferro apontou que logo no inicio da reagdo as
concentragoes ja se apresentaram na ordem de 3,21 mg.L"' de Fetotal (média de 1,70
mg.L' de Fe?* e 1,51 mg.L-! de Fe®*) de modo que ao fim do processo o FeTotal caiu
em 79% e o Fe?* em 90% (em relagdo as concentragdes iniciais). Nestas condigoes,
o peroxido de hidrogénio foi consumido em 17% (de 44,28 para 36,82 mg.L™").

Conforme destacado por Neyens e Baeyens (2003), em pH inicial acima de
3,0 complexos de ferro dissolvidos séo precipitados na forma de hidréxidos, que séo
menos reativos. Desta forma, o consumo de peroxido de hidrogénio sera reduzido
consideravelmente. Ademais, a formagao de hidroxidos de ferro desloca o equilibrio
da agua, provocando queda drastica do pH. No entanto, mesmo apds a queda do
pH, espécies precipitadas ndo se redissolvem faciimente (PIGNATELLO et al.,
2006). Nos experimentos realizados nesta condi¢cdo, a precipitagcdo do ferro foi
visivel no reator.

Ao aplicar o processo foto-Fenton na inativacdo de Enterococcus faecalis
utilizando 10 mg.L"" de Fe?* e 20 mg.L' de H202, Ortega-Gomez e colaboradores
(2014) obtiveram consumos de ambos os reagentes proximos a 100%, em 50
minutos de reagdo. Cabe salientar a diferenga na proporgédo dos reagentes, quando

comparada a utilizada na condi¢ao intermediaria nas células de M. aeruginosa do
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presente estudo, o que pode proporcionar diferentes eficiéncias de inativacdo das
células, no consumo dos reagentes, e em menores tempos.

As andlises de determinagdo de MC-LR na condigdo de 5 mg.L" de Fe?* e 50
mg.L"" de H202 indicaram pico com o tr da toxina apenas na replicata 3, no entanto
dada a sua baixa intensidade, ndo foi possivel integra-lo. Desta forma, observa-se
que apos submissdo do processo por 90 minutos, as concentragcdes de MC-LR
estavam abaixo do limite de quantificagdo do método, sugerindo que a toxina

existente na amostra de cultivo foi amplamente degrada (Figura 30).
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Figura 30. Cromatogramas (A=238 nm) obtidos apés submeter o cultivo de M. aeruginosa a 5
mg.L"' de Fe?* e 50 mg.L"' de H,O: por 90 minutos (triplicata dos experimentos), comparados ao
cromatograma do padrido de MC-LR (1 mg.L""). Legenda: ( ) Replicata 1; ( ) Replicata 2; (
——) Replicata 3; ( ) Padriao de MC-LR (1 mg.L""). Eluigdo gradiente: 45% de B; 45 a 70% de
B em 50 min; de 70 a 100% (=10 min), mantendo-se em 100% por 10 min e retorno para 45%
em 5 min (Fase Mével MeOH (B):H20 0,05% TFA).
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Nos experimentos em que as células de Microcystis aeruginosa foram
submetidas a 20 mg.L' de Fe?* e 100 mg.L' de H202 a concentragdo celular foi
reduzida de 1,29x10° para 6,89x10* cél.mL! (47%) (Tabela 11). Do mesmo modo
aos outros experimentos, o ensaio de viabilidade apontou crescimento apenas nas
amostras referentes a tempo inicial de reagdo (onde ainda n&o haviam sido
adicionados os reagentes), em todas as replicatas, indicando possiveis danos as

células apds este periodo e impedindo seu crescimento.

Tabela 11. Resultados obtidos na aplicagdo do processo foto-Fenton (20 mg.L" de Fe?* e 100

mg.L"' de H,02) em células de Microcystis aeruginosa

Tempo (min)

Parametro 0 45 90

pH 3,22+ 0,03 3,13+ 0,04 3,09 £ 0,00

Temperatura (°C) 28 £ 1 29+ 1 321

Luminosidade (x100) (Lux) 450 £+ 20 450 + 20 470+ 15

Concentragio Celular (10.000 cél.mL"") 12,90 £ 1,24* 6,97 + 0,66 6,89 £ 1,24
Peréxido de Hidrogénio (mg.L™") 84,39 + 1,39 74,55+ 1,22 69,00 £ 1,44
Fe tota (Mg.L™") 10,09 £ 0,85 3,15+ 2,21 2,38 + 0,90
Fe?* (mg.L") 2,09+0,28 0,76 £ 0,33 0,28 £ 0,14

Viabilidade Celular (1.000.000 cél.mL-") 1,26 + 0,10* 0,00 0,00

Legenda: (<LQ) representam concentragdes abaixo do limite de quantificagdo do método; n= 3;
(*) amostras controle. Nota: Amostras controle referem-se as coletadas anteriormente a adigdo dos
reagentes; as amostras referentes ao tempo 0 minutos foram aquelas coletadas logo apds a adigao
dos reagentes.

Ao final dos 90 minutos as concentragbes de H202 foram reduzidas a 69,00 (+
1,44) (aproximadamente 18%). O monitoramento das concentracbes de Fetotal
indicaram que dos 20 mg.L' adicionados, aproximadamente 10 mg.L-! estavam
dissolvidas no tempo referente a 0 minutos, ao passo que aos 90 minutos apenas
2,38 mg.L" (£ 0,90) encontravam-se dissolvidos. As concentragbes de Fe?*
apontaram que quase a totalidade do ferro dissolvido encontrava-se na forma de
Fe3*, especialmente a partir de 45 minutos de reagéo (2,39 mg.L™").

Assim como nos ensaios em que foi avaliada a condicédo intermediaria, o pH
inicial esteve proximo a neutralidade (6,7 £ 0,01) e apds a adi¢c&o do sulfato ferroso
caiu para 3,22 (+ 0,03), chegando a 3,09 (x 0,0) em 90 minutos do processo foto-

Fenton. Tal reducao é correlata a formagao e precipitagdo de hidréxidos de ferro,
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conforme discutido anteriormente. Mais uma vez a precipitacdo das espécies de
ferro foi visivel no reator durante a reacéao.

Nas analises cromatograficas da toxina, entre as replicatas dos experimentos
com 20 mg.L" de Fe?* e 100 mg.L" de H202, apenas uma indicou a presenca do
pico com tr referente a MC-LR com intensidade suficiente para integragdo de area
(Figura 31). Para este pico, a reducdo foi de 3,58 ug.L-'para 0,98 ug.L-! (valor
inferior ao 1 pg.L' estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude),
representando redugdo em relagdo ao pico correspondente a amostra inicial em
93%. Para as outras duas replicatas deste mesmo experimento, as concentragdes
mostraram-se abaixo do limite de quantificagcdo do método cromatografico.
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Figura 31. Cromatogramas (A=238 nm) obtidos apés submeter o cultivo de M. aeruginosa a 20
mg.L"' de Fe?* e 100 mg.L"! de H,0: por 90 minutos (triplicata dos experimentos), comparados
ao cromatograma do padrido de MC-LR (1 mg.L"). Legenda: (—) Replicata 1; ( ) Replicata
2; (——) Replicata 3; ( ) Padrdo de MC-LR (1 mg.L""). Eluigdo gradiente: 45% de B; 45 a 70%
de B em 50 min; de 70 a 100% (t=10 min), mantendo-se em 100% por 10 min e retorno para 45%
em 5 min (Fase Mével MeOH (B):H20 0,05% TFA).
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Efeitos nas células de M. aeruginosa foram constatados apés o processo foto-
Fenton (Figuras 32). Em todas as condicbes avaliadas, a parede de células
apresentou-se aparentemente mais espessa e com sélidos agregados a elas. O
campo de visualizagao no microscopio indicou alta concentragéo de soélidos, muito
provavelmente devido a suspensdo de catalase (utilizada para consumir o H202
residual nas amostras) e aos debris de células lisadas.

Adicionalmente, na condigéo intermediaria (5 mg.L-! de Fe?* e 50 mg.L™" de
H202) e mais extrema (20 mg.L-! de Fe?* e 100 mg.L-' de H202) foi possivel notar a
formacgao de agregados celulares (Figura 33), muito semelhantes aos formados por
bainha de mucilagem em algumas cepas de Microcystis aeruginosa (HOLT, 1994).
Cabe ressaltar que a cepa cultivada para os experimentos ndo apresentou
agregados celulares anteriormente ao processo foto-Fenton.

Verificou-se ainda que a presenga dos agregados causou aumento do
coeficiente de variagdo nas contagens de células entre os quadrantes da camara de
Neubauer, havendo a possibilidade de interferéncia nos resultados de concentragao
celular ao longo do processo.

Cabe destacar ainda que nao foram constatadas alteracdes na fluorescéncia
das células durante ou apds o tratamento, indicando que a fluorescéncia imediata
das células nao foi afetada. No entanto, o ensaio de viabilidade celular apontou
auséncia de crescimento celular apds reinoculacédo das amostras, o que pode ser
indicativo da ocorréncia de danos oxidativos que nao afetam diretamente os

fotossistemas.

Figura 32. Possiveis efeitos observados em células de M. aeruginosa , apds submissdao ao
processo foto-Fenton (Aumento de 400 vezes).
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Figura 33. Agregados de células de M. aeruginosa apés 90 minutos de submissdo ao processo
foto-Fenton (Condigdes: 5 mg.L"' de Fe?* e 50 mg.L"' de H,0; e 20 mg.L" de Fe?* e 100 mg.L""
de H.0;) em aumento de 400 vezes (A e C), em aumento de 1000 vezes (B) e visto em
microscoépio de epifluorescéncia (D).

Estes efeitos podem estar relacionados com a capacidade do Fe*' em
adsorver na parede celular de bactérias. Spuhler e colaboradores sugeriram a
capacidade do Fe3" ser adsorvido na superficie de Escherichia coli, formando
complexos Fed*-bactéria. Ressaltaram ainda que a parede celular das bactérias
possui superficies altamente reativas capazes de ligarem-se ao ferro. Além das
proteinas ligantes na membrana externa, outras proteinas e seus grupos
carboxilicos existentes sdo propensos a ter afinidade pelo Fe3*, contribuindo para
formacgao desses complexos (SPUHLER et al., 2010).

Coral e colaboradores (2013), ao investigar o efeito da ozonizagdo na
integridade celular de M. aeruginosa e A. flos-aquae, observaram rapida e completa
perda de viabilidade celular em ambas as espécies, apds exposicdes ao 0zo6nio em

concentragdes acima de 0,2 mg.L". No entanto, redugdes de 32 e 41% nas
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concentragdes celulares s6 foram observadas quando as dosagens de 0z6nio foram
de 2 e 4 mg.L", respectivamente. Ainda, os autores ressaltaram que, assim como
outros agentes oxidantes, o ozbnio ataca primeiramente a parede celular e
glicoproteinas, glicolipideos e certos aminoacidos da membrana plasmatica.
Entretanto, devido ao alto potencial oxidativo e pelo fato do ozbnio atacar
posteriormente o material genético, a lise celular ndo € o primeiro mecanismo de
inativacao.

Ao estudar o processo de fotocatalise heterogénea com 6xido de tianio (TiO2),
em reator piloto solar (CPC), Pinho e colaboradores (2015) obtiveram resultados
satisfatérios na redugdo da concentragao celular de M. aeruginosa. Em 55 minutos
de exposicdo a 20 mg.L™' de catalisador, a concentragdo de células caiu de 1x10°
cél.mL' para abaixo do limite de quantificagdo (1x10* cél.mL"). Tal estudo
exemplifica aplicagdo de AOP’s na inativacdo de M. aeruginosa, no entanto, possui o
inconveniente da geracéo de residuos contendo particulas de titanio.

Utilizando as mesmas concentragdes de 0,6 mg.L"' de Fe?* e 10 mg.L! de
H202 em processo foto-Fenton solar, em reator Cilindrico Parabdlico Composto,
Spuhler et al. (2010) reduziram em 100% as concentracdes de Escherichia coli
suspensas em agua mineral, em 180 minutos de reag&do. No entanto, cabe salientar
que em 90 minutos de reagado, as concentracdes ainda se encontravam acima de
1x10* UFC.mL'. O tempo de reagédo avaliado neste estudo se mostrou muito
superior ao utilizado com as células de M. aeruginosa, nas mesmas concentragcoes
de Fe?* e H20, assinalando que eficiéncias maiores de inativagdo podem ser
alcangadas em reagdes mais prolongadas. Os autores ainda ressaltaram que em
tais condigcdes, a geracdo de radicais hidroxila e de ROS pode ocorrer
simultaneamente no meio intracelular ou préximo as células. Ainda, a presenca de
peréxido de hidrogénio no meio extracelular pode aumentar a permeabilidade da
membrana, facilitando assim a difusdo do Fe?* e aderéncia do Fe3" as células
(SPUHLER et al., 2010).

Os resultados de reducao expressiva das concentracbes de MC-LR nas
condigdes intermediaria e mais extrema do processo foto-Fenton sinalizam a
eficiéncia na degradacao da toxina, no entanto a sua eficiéncia quanto a toxicidade
sO pode ser atestada mediante a realizagcdo de bioensaios, dada a possibilidade de

formacgao de subprodutos de degradagao.
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Embora ndao tenham sido mais observados os picos da toxina, as
concentracdes celulares cairam apenas em aproximadamente 50% apds o
tratamento, em ambas as condicbes. Este fator sugere a possibilidade de
degradagao da toxina a nivel intracelular. Neste sentido, varios autores evidenciaram
a probabilidade de ocorréncia do processo Fenton e foto-Fenton no meio
intracelular, devido a facilidade do Fe?* em permear pela membrana catalisando a
producdo de EROs (SPUHLER et al., 2010; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013; POLO-
LOPEZ et al., 2014; RODRIGUEZ-CHUECA et al., 2014; ORTEGA-GOMEZ et al.,
2014).

Dada a auséncia de estudos em que o processo foto-Fenton foi aplicado em
células de M. aeruginosa, visando a inativagdo das células e degradagao da toxina,
comparagoes dos resultados de redugao de area dos picos cromatograficos de MC-
LR foram feitas em sua maioria a partir de trabalhos de degradacdo da toxina em
solucao ou extrato celulares.

Antoniou et al. (2008) estudaram a degradagdo de MC-LR através de
fotocatélise heterogénea com TiO2 imobilizado em reator fotoquimico de bancada
(concentragédo estimada do catalisador de 1,68 mg.cm?), avaliando-se através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Em 30 minutos de reagdo, a concentragao
da toxina reduziu de 1,0 mg.L"' para abaixo do limite de detecgdo do método.
Analises utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
apontaram que a maioria dos subprodutos de degradacédo aparecerem em apenas 2
minutos de degradacéo, e atingiram seu maximo entre 10 e 15 minutos de reagéo.

Por sua vez, Bandala e colaboradores (2004), ao estudar o processo foto-
Fenton na degradacédo de MC-LR em agua ultrapura, obtiveram 100% de reducéao da
concentracao da toxina em 35 minutos de reacao, utilizando baixas concentracdes
de H202 e Fe?* (17 mg. L' e 13 mg.L™, respectivamente).

Rositano et al. (2001) compararam o efeito da ozonizagdo em MC-LR
purificada e em extrato de cultivo de M. aeruginosa. Para a toxina purificada (1 mg.L"
', dissolvida em agua ultrapura), apenas 0,22 mg.L'" e 15 segundos foram
suficientes para degrada-la completamente. Ao investigar a eficiéncia do processo
no extrato de cianobactérias, concluiu que 1 mg.L"" de O3 foram necessarios para
degradacgdo de 222 ug.L' de MC-LR presentes no extrato, em tempo inferior a 5

minutos.
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De modo geral o processo foto-Fenton, nas trés condigdes testadas por 90
minutos, demonstrou resultados satisfatorios na inativacdo da cianobactéria
Microcystis aeruginosa, embora as concentragbes celulares ndo tenham sido
completamente reduzidas. Quanto as concentragbes de MC-LR, redugdes
significativas foram constatadas nas condi¢gdes estudadas, exceto na condigdo mais
branda (0,6 mg.L-"' de Fe?* e 10 mg.L"' de H20.). Desta forma, o processo foi

avaliado novamente nesta condi¢ao, prolongando-se a reagao por mais tempo.

5.3.4.1 Aplicagdo Prolongada do Processo Foto-Fenton (0,6 mg.L"' de Fe?* e 10
mg.L-" de H202)

O estudo prolongado do processo foto-Fenton, a fim de estudar o efeito nas
concentracdées de MC-LR, foi realizado nas mesmas condicdes descritas no item
4.5.2, por 240 minutos (Tabela 12).

Tabela 12. Parametros avaliados na aplicagio prolongada do processo foto-Fenton (0,6 mg.L"
de Fe?* e 10 mg.L" de H.0.) em células de Microcystis aeruginosa

Tempo (min)

Parametro

0 45 90 180 240
pH 6,27 540 580 580 5,74

Temperatura (°C) 25 25 25 25 26
Luminosidade (100 Lux) 400 440 440 400 440
Concentragio Celular (10.000 cél.mL"") 14,0* 11,3 8,28 11,5 6,25
Peréxido de Hidrogénio (mg.L™") 10,11 8,38 7,71 6,46 6,80
Fe totas Dissolvido(mg.L™") 0,47 0,15 0,47 0,17 <LQ
Fe?* (mg.L") 0,21 <LQ 0,29 <LQ <LQ
Viabilidade Celular (1.000.000 cél.mL"") 2,08* 0,00 0,00 0,00 0,00
Concentragido MC-LR (ug.L™) 3,96 3,64 234 2,83 2,64

Legenda: (<LQ) representam concentragdes abaixo do limite de quantificagdo do método; n=1;
(*) amostras controle. Nota: Amostras controle referem-se as coletadas anteriormente a adigdo dos
reagentes; as amostras referentes ao tempo 0 minutos foram aquelas coletadas logo apds a adigao
dos reagentes.

Em 240 minutos de reacdo, o processo foto-Fenton foi capaz de reduzir a
concentragdo celular em 55% comparando-se a concentragdo celular inicial (de

1,4x10° para 6,25x10°% cél.mL"). Do mesmo modo ao observado nos experimentos
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anteriores, foi observada possivel perda de viabilidade celular ja em 45 minutos de
reacéo (ensaio de viabilidade celular).

O monitoramento das espécies de ferro apontou que, dos 0,6 mg.L"
adicionados, 0,47 mg.L-! encontravam-se dissolvidos no inicio da reagao, sendo 0,21
mg.L"" na forma de Fe?* e o restante como Fe3*. Em 45 minutos, ndo foi possivel
quantificar espécies ferrosas, e foi constatada baixa concentracdo de espécies
férricas. Contudo, em 90 minutos as concentracdes de espécies de ferro elevaram-
se novamente. Esta dindmica observada nas concentragdes de ferro pode ser
associada formacdo de complexos com compostos dissolvidos, formados ao longo
da reagao. Quando tais compostos sofrem a ag¢ao dos radicais formados ao longo do
processo, fazem com que o ferro seja redissolvido (conforme discutido previamente
no item 5.1.2). Nestas condigbes, o H202 foi consumido em 33%, restando 6,80
mg.L" residuais.

As analises cromatograficas (Figura 34) demonstraram que as concentragdes
de microcistina-LR foram reduzidas em 33% apds 240 minutos de reacéo,
comparando-se a concentragao inicial do cultivo (redugdo de 3,96 para 2,64 ug.L™").
No entanto, uma queda em 41% em relacédo a concentragao inicial foi observada em
90 minutos de reagédo (2,34 ug.L"), que em 180 minutos voltou a subir (2,83 ug.L™").
Esta oscilagdo nas concentragdes da toxina (entre 90 e 180 minutos) podem estar
associadas a eficiéncia do processo de extracdo em fase sélida, da etapa de
liberagdo da toxina por congelamento e descongelamento, e a possivel interagcéo da

toxina com a biomassa de células lisadas.
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Figura 34. Cromatogramas (A=238 nm) obtidos ap6s submeter as células de M. aeruginosa ao
processo foto-Fenton (0,6 mg.L"' de Fe** e 10 mg.L"' de H202) por t=0 minutos (—); t=45
minutos ( ); t=90 minutos (—); t=180 minutos (—); e t=240 minutos de rea¢édo (—). t- MC-LR =
44 minutos. Método cromatografico: 50% de B por 50 min; 55 a 100% de B em 2 min,
mantendo-se em 100% por 20 min e retorno para 50% em 2 min (Fase Mével MeOH (B):H.0
0,05% TFA).

Pinho e colaboradores (2015) estudaram a oxidagdo de M. aeruginosa por
fotocatalise heterogénea com TiO2, com determinagbes de MC-LR intra e
extracelular durante o tratamento. Em 25 minutos de reagao, os autores observaram
que a toxina se encontrava majoritariamente no ambiente intracelular. Apds 55
minutos de reacdo, observou-se incremento acentuado nas concentracdes
extracelulares de MC-LR.

Huo et al. (2015) avaliaram o efeito de diferentes concentragbes de H20:2
combinado a uma lampada a vapor de mercurio de alta pressao (semelhante a
utilizada no presente estudo) também em células de Microcystis aeruginosa,
suspensas em meio ASM filtrado e néo filtrado. Os autores monitoraram a densidade
de células, a formacéao de radicais hidroxila (por meio de correlagdo matematica com
o composto-sonda acido p-clorobenzéico), niveis de H202 e de microcistinas. Os
resultados demonstraram que todas as concentragbes de H202 testadas (10, 20, 40

e 60 mg.L") mantiveram-se praticamente constantes em 3,5 horas de tratamento, e
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que as concentragcbes celulares s6 comegaram a reduzir apdés 120 minutos de
exposicao, para todas as concentragdes de oxidante testadas. Até este periodo, as
células permaneceram intactas. As concentragdes de radicais hidroxila ficaram entre
1,54 e 5,76x10'® M para os sistemas avaliados, valores estes muito inferiores dos
usualmente encontrados em AOP’s convencionais (entre 107 e 10712 M).

Uma informacgéo importante levantada pelos autores foi a de que a producéao
de radicais hidroxila foi ligeiramente maior nos experimentos com meio ASM néo
filtrado. Analises de espectroscopia de raio X apontaram que os elementos mais
abundantes no meio nao filtrado s&o oxigénio e ferro. Desta forma, os autores
correlacionaram a maior formacédo dos radicais neste meio devido a decomposicao
do peroxido de hidrogénio em menor escala através do processo foto-Fenton, uma
vez que estavam presentes o ferro, o peréxido de hidrogénio e radiagdo (UV-A e UV-
B).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao avaliar as variaveis isoladas do processo foto-Fenton nas células de D.
subspicatus (adotadas como modelo experimental), efeitos significativos de Fe?*
(complexado com &acido oxalico) e do H202 foram observados nas maiores
concentragdes avaliadas, e especialmente na presenga de radiagao.

Ao aplicar-se o foto-Fenton nas microalgas, ndo foram observadas redugdes
nas concentragdes celulares ao longo da reagéo, no entanto este se mostrou capaz
de inativar as células em apenas 30 minutos. Adicionalmente, alteragcdes na
fluorescéncia das células foram observadas imediatamente ao processo, apontando
possiveis efeitos oxidativos nos fotossistemas.

O meétodo cromatografico desenvolvido e validado para determinagcéo de
microcistina-LR em cultivo de Microcystis aeruginosa apresentou excelente
seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo, demonstrando ser adequado para a
determinacao da toxina produzida pelas células.

Ja o processo foto-Fenton aplicado as células de Microcystis aeruginosa, nas
diferentes condigbes estudadas, nédo foi capaz de reduzir completamente as
concentragdes celulares imediatamente apds os experimentos, no entanto, foi capaz
de afeta-las a ponto de inviabilizar seu crescimento em apenas 45 minutos. Nestes
casos, os efeitos causados as células ndao foram capazes de alterar sua
fluorescéncia, indicando que os possiveis danos oxidativos ndo afetam diretamente
os fotossistemas das cianobactérias, diferentemente das microalgas.

O efeito do processo na redugdao da concentracdo de MC-LR foi positivo,
especialmente nas condi¢gdes intermediaria e mais extrema estudadas. Estes
resultados levantaram a hipétese de degradacgéo da toxina no meio intracelular, uma
vez que as concentragdes celulares nao foram totalmente reduzidas ao longo do
processo.

De modo geral, o presente estudo demonstrou que o processo foto-Fenton
possui potencial para a inativagdo de microalgas e cianobactérias. Contudo, estudos
de protétipos aplicaveis do processo poderiam ser estudadas em maiores escalas,
com uso de radiagao solar como fonte de energia e de forma combinada as outras

etapas do processo de tratamento de agua.
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Meio de cultura CHU utilizado para cultivo de Desmodesmus

subspicatus

Tabela A1 — Composi¢do do meio de cultivo CHU

Solugao =
Estoque para Composicao da Solugéao Concentracao do Sal na Concentra.gao do
~ - Sal no meio CHU
Preparo do Estoque Solugao Estoque (g.L") (mg.L")
Meio CHU g
1 NaNOs 25 250
2 CaCl2.2H20 3 25
3 MgS04.7H20 8 75
4 K2HPO4 8 75
5 KH2PO4 18 175
6 NaCl 3 25
C10H14N2Na20s.2H20 50 50
7
KOH 31 31
8 FeS04.7H20 5 4.98
HsBO3 11 11,42
9 ZnS04.7H20 0,088 0,00882
MnCl2.4H20 0,014 0,00144
MoOs 0,007 0,00071
10 CuS04.5H20 0,016 0,00157
Co(NOs3)2.6H20 0,005 0,00049

Fonte: ABNT NBR 12648/2011
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ANEXO B

Meio de cultura ASM-1 utilizado para cultivo de Microcystis

aeruginosa

Tabela B1 — Composig¢ao do meio de cultivo ASM-1

Solugao
Estoque para Composigao da Concentracio do Sal na Concentragao do Sal no
Preparo do Solugéao Estoque Solugio Estoque (g.L") meio ASM-1 (mg.L™")
Meio ASM-1
NaNOs3 8,5 170
. MgS04.7H20 2,45 49
Solugao
A
MgCl2.6H20 2,05 41
CaCl2.2H20 1,45 29
KH2PO4 8,7 43,5
. Naz:HPO4.12H20 7,06 35,3
Solugéo
B
HsBO3 28,4 2,84
MnCl2.4H20 13,9 1,39
FeCl2.6H20 9,14 0,9140
. ZnCl2 3,35 0,3350
Solugao
C
CoCl2.6H20 0,19 0,0190
CuCl2.2H20 0,014 0,0014
So"s‘?ao EDTA Tritriplex 18,6 7.44

Fonte: Adaptado de Silveira (2012).





