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"Todo o futuro da nossa espécie, todo o governo das
sociedades, toda a prosperidade moral e material das
nacbes dependem da ciéncia, como a vida do homem
depende do ar. Ora, a ciéncia é toda observacdo, toda
exatiddo, toda verificagdo experimental. Perceber os
fendbmenos, discernir as relagbes, comparar as analogias e
as dessemelhancgas, classificar as realidades, e induzir as
leis, eis a ciéncia; eis, portanto, o alvo que a educagao
deve ter em mira. Espertar na inteligéncia nascente as
faculdades cujo concurso se requer nesses processos de

descobrir e assimilar a verdade.”

Rui Barbosa.
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RESUMO

Dentre os muitos efeitos deletérios provocados pelo processo de eutrofizagdo de
aguas naturais, importante destaque deve ser dado ao surgimento de floragbes de
cianobactérias e a consequente geragdo de cianotoxinas de potente efeito hapatotoxico
(ex. Microcistina-LR). Em geral, rotinas convencionais para potabilizacdo da agua se
mostram ineficientes para a remogao destes micropoluentes, o que tem estimulado o
estudo de novas alternativas de tratamento.

O presente trabalho teve como principal objetivo verificar a potencialidade de dois
processos oxidativos avangados, fotocatalise heterogénea e processo fotoeletroquimico,
em relagdo a remediacdo de aguas contaminadas por Microcistina-LR.

O processo fotoeletroquimico foi aplicado em escala de bancada, inicialmente
utilizando-se corante Azul QR-19 como substrato modelo. Nesta etapa, a completa
degradagao do corante foi observada em tempos de reagdo da ordem de 1 min, quando
na presenca de cloreto de sédio. Em fungéo dos resultados observados, admite-se que o
processo de degradacdo seja mediado por espécies ativas de cloro, as quais, na
presenca de radiagao ultravioleta, permitem a formacao de espécies radicalares de maior
poder oxidante (ex. radical cloro). A degradacdo de Microcistina-LR foi igualmente
eficiente, alcangando remogdes da ordem de 90% em tratamentos de 1 min.

Nos estudos envolvendo fotocatalise heterogénea foi constatada uma elevada
eficiéncia de degradacdo dos dois sistemas estudados (TiO,/UV e ZnO/UV), o que
permitiu uma remocgédo praticamente completa de Microcistina-LR em tempos de reacao
de 5 min. Quando no modo continuo, o processo fotocatalitico se mostrou igualmente
eficiente, permitindo concentragdes de Microcistina-LR residual inferiores a recomendada
pela Organizagdo Mundial da Saude (1 pug L™).

Em funcdo da complexidade da molécula de Microcistina-LR e das ndo menos
complexas vias reacionais da fotocatalise, a proposta de mecanismos de degradacéao se
apresenta bastante dificil. Entretanto, a identificacdo de intermediarios de reagao permite
sugerir que o processo de degradacdo seja iniciado por multiplas hidroxilagdes das
insaturagdes dos grupos Adda e Mdha, seguida de quebra de ligagdes mais labeis (ex.
ligagdo C8-C9 do grupo Adda) e, finalmente, da eliminacdo de residuos peptidicos mais

reativos, proposta esta que é sustentada por antecedentes da literatura.

Palavras chave: processo fotoeletroquimico, fotocatalise heterogénea,

Microcistina-LR, processos oxidativos avancados.
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ABSTRACT

Among several deleterious effects caused by the eutrophication of natural waters,
great emphasis should be given to the appearance of cyanobacterial blooms and the
consequent generation of potent hepatotoxic cyanotoxins (ex: Microcystin-LR). Usually,
conventional water treatment routines shown to be inefficient for the removal of these
micropollutants, a fact that has stimulated the study of new treatment alternatives.

This study aimed to verify the potentiality of two advanced oxidative processes
(AOP’s), heterogeneous photocatalysis and photoelectrochemical process, toward the
remediation of water contaminated with microcystin-LR.

The photoelectrochemical process was applied to bench scale, initially using the
Blue QR-19 dye as a model substrate. In this step, the complete degradation of the dye
was observed in reaction times of about 1 min in the presence of sodium chloride.
According to the observed results, it is possible to assume that the degradation process is
mediated by active chlorine species, which, in the presence of ultraviolet radiation,
allowing the formation of radical species of higher oxidation power (ex: chlorine radical).
The degradation of microcystin-LR was also efficient, achieving removals of around 90%
in treatments of 1 min.

In studies involving heterogeneous photocatalysis was observed a high
degradation efficiency of the two studied systems (TiO,/UV and ZnO/UV), which allowed
an almost complete removal of microcystin-LR in reaction times of 5 min. When in
continuous mode, the photocatalytic process was similarly efficient, allowing residual
concentrations of microcystin-LR lower than the limit recommended by the WHO (1 ug L
1)_

On account of the complexity of the microcystin-LR molecule and the no less
complex photocatalytic reactions, the proposition of a degradation mechanism appears
quite difficult. However, the identification of reaction intermediates suggest that the
degradation process is initiated by multiple hydroxylations of unsaturated Adda and Mdha
groups, followed by breaking of labile bonds (ex: C8-C9 bond of the Adda group), and
finally, the elimination of more reactive peptide residues, a proposal which is supported by

previous literature.

Keywords: photoelectrochemical process, heterogeneous photocatalysis,
Microcistyn-LR, advanced oxidative processes.



1. INTRODUGAO

O crescimento populacional e industrial que caracteriza as ultimas décadas tem
propiciado um significativo aumento na geragdo de residuos urbanos e industriais, os
quais, tratados ou dispostos de maneira inadequada, propiciam o surgimento de efeitos
deletérios em diversos compartimentos ambientais. O processo de eutrofizagdo, por
exemplo, ocorre devido ao aumento da concentragdo de certos nutrientes em aguas
doces e costeiras, tipicamente nitrogénio e fosforo, os quais sdo considerados fatores
limitantes para o crescimento de microorganismos em corpos aquaticos. Este processo
pode ocorrer de maneira natural, em funcdo do aporte de nutrientes por parte do
intemperismo de rochas que fazem parte da geologia do local. Entretanto, o fenébmeno &
significativamente exacerbado por agées antrdpicas, normalmente envolvendo o descarte
de residuos inadequadamente tratados (Santos e Bracaense, 2008).

Normalmente, o processo de eutrofizagdo se acompanha de importante
crescimento de macrofitas (algas e cianobactérias), as quais formam uma densa camada
de células na superficie de rios, lagos e reservatorios (floragdes ou blooms). Além de
dificultar a captagdo e o tratamento da agua, a presenga de cianobactérias atenta
severamente contra a qualidade da agua, em fungdo da geragdo de uma grande
variedade de toxinas (cianotoxinas), algumas de reconhecido efeito neuro e hepatotoxico.

De maneira geral, as rotinas convencionais utilizadas para potabilizagdo da agua
se apresentam ineficientes para a remogdo destes micropoluentes, fato que tem
estimulado o desenvolvimento de novas alternativas de tratamento. Dentro deste
contexto, destaque pode ser dado a processos de adsor¢do fundamentados no uso de
carvao ativado, processos de oxidagado quimica envolvendo agentes como cloro e ozénio
€, mais recentemente, processos oxidativos avangados. Nestes ultimos, a agédo do radical
hidroxila costuma promover a completa degradagdo dos poluentes, muitas vezes com
elevadas taxas de mineralizagédo (Kim e Choi, 2002).

O presente trabalho objetiva estudar a potencialidade de processos oxidativos
avancgados, principalmente fotocatalise heterogénea e sistemas foto-eletroquimicos, em
relacdo a remediacao de aguas contaminadas por Microcistina-LR. Dentre as principais
etapas do trabalho é possivel destacar o estabelecimento de metodologias para
quantificagdo de microcistina, a investigagdo do efeito dos principais parametros
experimentais na eficiéncia de degradacgao dos processos em estudo e a investigacao de

mecanismos de degradacgao por CLAE-EM.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. EUTROFIZACAO DE AGUAS NATURAIS

As aguas naturais séo utilizadas com diversos objetivos em todo o mundo, dentre
0s quais se destacam a geracdo de energia, o abastecimento de agua, a agricultura e a
navegacao (Moraes et. al., 2002). Dentro deste contexto, a contaminagdo dos recursos
hidricos esta associada a emissdo de grandes volumes de residuos domésticos e
industriais, os quais, inadequadamente tratados, provocam efeitos deletérios de diversa
natureza.

No Brasil, a degradagcdo da qualidade da agua vem criando situacdes
insustentaveis nas principais regides metropolitanas, sendo os efluentes domésticos a
principal fonte poluidora dos ecossistemas aquaticos. Segundo pesquisas publicadas
pelo IBGE (2000), 47,8% dos municipios brasileiros ainda n&o dispdem de coleta de
esgoto, e naqueles onde existe uma rede de esgotamento sanitario (52,2%), somente
20,2% possuem um sistema de coleta e tratamento enquanto que os outros 32% apenas
realizam o servico de coleta. Nos demais, o esgoto € despejado in natura nos rios, no
solo e no mar, comprometendo a qualidade da agua e propiciando a eutrofizagdo
(Freitas, 2008).

A eutrofizagdo € um processo biolégico natural que ocorre geralmente em agua
doce (rios, lagos e reservatérios) com pH entre 6 e 9 e com temperaturas entre 15°C e
30°C. O processo esta intimamente relacionado com o aumento da concentragdo de
nutrientes limitantes (principalmente nitrogénio e fosforo) normalmente causado pela
descarga de efluentes agricolas, urbanos ou industriais (Santos e Bracaense, 2008).
Devido a certas espécies de algas serem capazes de captar nitrogénio da atmosfera, o
controle deste nutriente em agua nao seria eficiente para o controle da eutrofizacado. E,
devido a isto, considera-se o fésforo nutriente limitante para o processo de eutrofizagao,
sendo entdo considerado prioridade de controle (Von Sperling, 1996).

Levando-se em consideracdo a concentragao de nutrientes limitantes na agua, os
ecossistemas aquaticos podem ser classificados em: oligotréficos (baixa concentragao),
mesotroficos (média concentragdo), eutrdficos (alta concentracdo) e hipereutréficos
(altissima concentragao) (Figura 1) (Baptista et.al., 2002).

Em fungdo da origem dos nutrientes, o processo de eutrofizagdo pode ser
classificado como natural ou artificial (antropogénico). Quando o processo acontece sem
atuacdo humana, ele é lento, pois os principais agentes sdo as chuvas e as aguas de
escoamento superficial (Baptista et.al., 2002). Além disto, em processos naturais,
decorrentes de nutrientes gerados pela propria biota, este processo € controlado pelo
zobplancton, peixes e animais invertebrados, que consomem os nutrientes presentes na

agua.
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FIGURA 1. CLASSIFICAGCAO DO MEIO HIDRICO EM FUNGAO DO GRAU DE TROFIA
(Fonte: Adaptado UFES)

Na presenca de contribuicées antropicas, como o descarte de esgoto domiciliar e
de residuos industriais e a ocorréncia de escoamentos superficiais contendo residuos de
pesticidas ou fertilizantes agricolas contendo N e P (Goulart, 2010), o processo ocorre
com maior velocidade. Se esta quantidade de nutrientes excede a capacidade de controle
natural, o processo de eutrofizagdo pode se tornar descontrolado, o que
irremediavelmente leva a proliferagdo de grandes quantidades de algas e cianobactérias,
causando sérios problemas para o ambiente (Tundisi e Tundisi, 2005; Mwaura et.al.,
2004). Um esquema que ilustra os fatores que contribuem para o processo de

eutrofizacdo em um corpo d’agua é apresentado na Figura 2.
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FIGURA 2. PRINCIPAIS FATORES QUE CONTRIBUEM PARA O PROCESSO DE
EUTROFIZAGCAO EM UM CORPO D’AGUA (Fonte: Tundisi e Tundisi, 2005).

2.2. EFEITOS DO PROCESSO DE EUTROFIZACAO

Em ambientes ricos em nutrientes o processo de proliferagdo de cianobactérias e
algas ocorre de maneira exacerbada, ocasionando o surgimento de floragées de grandes
proporgdes (blooms, Figura 3). Esta proliferagdo € uma conseqiiéncia do processo de
fotossintese, por intermédio do qual as plantas produzem matéria organica e biomassa,
utilizando os nutrientes (nitrogénio, fésforo e outros) do solo e da agua. Com o
surgimento excessivo de algas e cianobactérias, varios problemas sdo observados na
qualidade das aguas, dentre eles (ACD, 2004):

¢ Diminuicdo da diversidade biologica e do desenvolvimento de plantas aquaticas
em profundidade, pois o desenvolvimento intensivo de algas se espalha por toda a
superficie da agua, o que impede a penetragdo da luz nas camadas inferiores.

o Condigbes anaerdbias no fundo do corpo d’agua e no corpo d’agua como um
todo. O aumento da produtividade do corpo d’agua causa uma elevagao da concentragao
de bactérias heterotroficas (que se alimentam da matéria organica das algas e de outros
microrganismos mortos), consumindo oxigénio dissolvido. No fundo do corpo d’agua
predominam condi¢gdes anaerdbias, devido a sedimentagdo da matéria organica e a
reduzida penetragdo do oxigénio a estas profundidades, bem como a auséncia de
fotossintese (auséncia de luz);

o Liberacéo de toxinas para o meio aquatico. Algumas espécies de fitoplancton do
grupo das cianobactérias produzem toxinas. Estas toxinas podem causar a morte de
outras espécies aquaticas, bem como a contaminagao das aguas de consumo humano.

Algumas destas toxinas causam, apenas, pequenos desarranjos gastricos, mas em



alguns casos, como nas toxinas neurotoxicas e hepatotoxicas, os danos ao organismo
humano podem ser maiores, levando até mesmo a morte.
e Danos na qualidade visual da agua, odor, sabor e gastos maiores com o

tratamento para consumo (Chorus e Bartram, 1999).

FIGURA 3. FLORACAO DE CIANOBACTERIAS (Fonte: UNC, 2008)

Embora existam varios géneros de algas nos ambientes aquaticos, apenas alguns
merecem destaque quando se leva em consideragdo o impacto provocado em
reservatorios de agua potavel. Sendo estes: Chlorophytas (Algas Verdes), Cryptophytas
(Criptomonadas), Dinophytas  (Dinoflagelados),  Euglenophytas  (Euglendides),
Bacillariophytas (Diatomaceas) e Chrysophytas (Algas Amarelo- Esverdeadas) (AAFC,
2002).

2.2.1. Cianotoxinas

A presenca de algumas cianobactérias leva a produgao de substancias com alto
poder de toxicidade e com potencial de originar sérias complicagbes ou até mesmo levar
a morte (Quadro 1). Estas substancias sdo denominadas cianotoxinas (AAFC,2002) e
podem causar, como ja relatado na literatura, efeitos hepatotdxicos e neurotdxicos em

organismos vivos (Xiaoyu et.al., 2003).



QUADRO 1. CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS DE RELEVANCIA AMBIENTAL
(Fonte: Carmichael e Li, 2006)

CIANOTOXINA

CIANOBACTERIA PRODUTORA

NEUROTOXINAS

Anatoxina-a, Homo-Anatoxina-a

Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria

Saxitoxina

Anabaena, Aphanizomenon, Cilindrospermopsis,

Lyngbya

HEPATOTOXINAS

Cilindrospermopsina

Aphanizomenon, Cilindrospermopsis, Raphidiopsis,

Umezakia
) o Anabaena, Aphanocapsa, Hapalosiphon,
Microcistina
Microcistins, Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix
Nodularina Nodularia

O primeiro bloom toxico foi

reportado hd 125 anos no sul da Austrélia (Zurawell,

et.al., 2005). Desde entao, varios episoddios de floragdes toxicas vem sendo observados

em todo o mundo. O Quadro 2 mostra alguns casos de floragbes toxicas com liberagéo

de Microcistina-LR em altas concentragoes.

QUADRO 2. OCORRENCIA DE MICROCISTINA-LR EM AGUAS NATUAIS.

Localizagdo | Amostragem Microcistina-LR Referéncia
(ng L)
Coréia 1992-1995 0,6 -171 Park, et.al., 1998
Estambul 2000-2003 0,06 -24,2 Albay, et.al., 2005
Madrid 2002 — 2003 0-55 Carrasco, et.al., 2006
Bangladesh 2002 0-1390 Welker, et.al., 2005
Arabia Saudita 2006 46-57 Mohamed, 2008




Estudos relativamente recentes demonstram que a ocorréncia de Microcistina-LR
corresponde a um problema mundial (Figura 4), principalmente em regides de clima
tropical (Zurawell, et.al., 2005).

No Brasil, a caracterizagdo de cepas de cianobactérias vem sendo realizada,
principalmente com o objetivo de avaliar a sua toxicidade por meio de bioensaios. De
todas as cepas estudadas nos estados do Parana, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Para, Rio
Grande do Sul, Bahia e Distrito Federal, cerca de 80% apresentaram toxicidade, 10%
correspondendo a neurotoxinas e 90% a hepatotoxinas. Das floracdes relatadas entre
1991 e 2001, observa-se uma maior producao de Microcistina-LR, principalmente de
Microcystis Aeruginosa (Figura 5). Entretanto, outras cianotoxinas tém sido relatadas com
frequéncia, dentre as quais destacam cilindrospemopsina e saxitoxina (FUNASA, 2003).

No Parana, concentragbes elevadas de Microcistina foram detectadas em alguns
reservatorios e estagdes de tratamento de agua entre outubro de 2001 e margo de 2004
sendo encontrados valores superiores a 10 mg L em um dos pontos monitorados,

conforme antecedentes apresentados no Quadro 3 (Fernandes et.al., 2005):
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FIGURA 4. OCORRENCIA MUNDIAL DE MICROCISTINA EM AGUAS NATURAIS
(Fonte: Zurawell et.al., 2005).



FIGURA 5. (A) FLORAGCAO DE MICROCISTIS AERUGINOSA E

MICROSCOPICA. (Fonte: (A) MSU (B) Diép Luc Chlorophyll)

(B) IMAGEM

QUADRO 3. CONCENTRACAO DE MICROCISTINA (ug L") ENCONTRADA EM AGUAS
DAS ESTACOES DE TRATAMENTO E RESERVATORIOS NO ESTADO DO PARANA (Fonte:

Fernandes et.al., 2005).

Local/Amostragem Out/01 |Mai/02 | Ag/03 | Set/03 | Fev/04 | Mar/04
Represa do Irai >10.000 | 2094 | 2146 | ND 87,1 226
Estagdo de Tratamento do Irai
1,1 ND ND 7.9 5,8 ND
(In-Natura)
Estagdo de Tratamento do Irai
0,1 ND | 0,04 | 01 0,1 0,07
(Tratada)
Estacdo de Tratamento do Iguagu
0,11 ND | 0,05 | 0,05 | 0,06 | 0,08
(Tratada)
Estacido de Tratamento do Taruméa
0,06 ND | 0,05 | 0,08 | 0,03 | 0,06
(Tratada)

As intoxicagbes mais comuns

envolvendo cianotoxinas

ocorrem pela

contaminagao por hepatotoxinas, com agao lenta, podendo levar a morte num intervalo

de horas ou poucos dias. As hepatotoxinas peptidicas ja caracterizadas correspondem a

heptapeptideos ciclicos conhecidos como Microcistinas e pentapeptideos designados

como Nodularinas.

Carmichael e colaboradores (1988) propuseram a nomenclatura das Microcistinas

(Figura 6), levando em consideragao as variagdes qualitativas observadas em seus dois



L-aminoacidos. Destas variagbes surgem as Microcistinas denominadas Microcistina-LR
(leucina-arginina, Figura 7); Microcistina-RR (arginina-arginina) e Microcistina-YA
(tirosina-alanina).

De todas as cianotoxinas conhecidas, os peptideos ciclicos, grupo das
Microcistinas e Nodularinas, sdo os mais preocupantes com relagdo a saude humana,
devido ao risco hepatotdoxico associado a exposicao por longo prazo a pequenas
concentracdes destas toxinas. Em doses elevadas estas toxinas podem levar a morte

por insuficiéncia ou hemorragia hepatica (Chorus e Bartram, 1999).

MC-RR  Arginina Arginina o H COH o
MC-YR Triptofano Arginina
MC-LR  Leucina Arginiha
MC-LA  Leucina Alanina

FIGURA 6. ESTRUTURA GERAL DAS MICROCISTINAS
(Adaptado de: Cyanobacteria platform, 2010).

2. Leucina

FIGURA 7. ESTRUTURA DA MICROCISTINA-LR
(Fonte: Antoniou et.al., 2008).
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O primeiro caso brasileiro confirmado de mortes humanas causadas por
cianotoxinas ocorreu no inicio de 1996, quando 130 pacientes renais crénicos passaram
a apresentar um quadro clinico compativel com uma grave hepatocitose, apos terem sido
submetidos a sessdes de hemodidlise em uma clinica da cidade de Caruaru (PE).
Inicialmente, acreditava-se na existéncia de grandes quantidades de fontes microbiéticas
e xenobidticas na agua utilizada para a hemodialise, o que teria causado o falecimento de
49 pacientes. No entanto, ao realizar estudos no sangue e no tecido hepatico das vitimas
foi encontrada Microcistina-LR em concentragdes de até 10 ug L™ (Kuiper-Goodman
et.al., 1999, Yuan, et.al., 2006), indicando que a letalidade ocorreu pela intoxicagao com
Microcistina-LR.

O mecanismo de intoxicagdo por hepatotoxinas se da através da inibigdo das
Proteinas Fosfatase 1 e 2A, responsaveis por processos como divisdo e crescimento
celular, metabolismo, controle hormonal, metabolismo de produgdo de glicogénio,
coordenagao do ciclo celular e expressao genética (MacKintosh, et.al., 1990; Dawson e
Holmes, 1999). Quando ocorre este bloqueio, as células perdem o controle normal e
reagem de forma inadequada aos sinais do organismo causando céancer, diabetes ou
problemas imunolégicos (Fernandes, 2008). A inibigdo das proteinas se da em duas
fases: a primeira se caracteriza pela ligagado rapida e ndo covalente entre as Cys 273 e
226 da PP1 e PP2A com a molécula de Microcistina, enquanto que a segunda envolve a
ligagdo covalente entre o residuo N-metildehidroalanina (Mdha) da Microcistina e as
Cisteinas da PP1 e PP2A. Nesta etapa os niveis basicos de fosforilagao dos hepatdcitos,
responsaveis por sintetizar proteinas no figado, sdo elevados, causando os danos citados
anteriormente (MacKintosh, et.al., 1990; Fernandes, 2008; Dawson e Holmes, 1999).

Com base em estudos realizados em camundongos por Fawell et.al. (1994) e
Falconer et.al. (1994), foi estabelecido como valor diario aceitavel para o consumo de
Microcistina-LR 0,04 pg kg' de peso corpéreo (Chorus e Bartram, 1999, Ibelings e
Chorus, 2007). A partir desta determinagéo foi estipulado um valor de referéncia (VR)
para a concentracdo maxima toleravel de Microcistina-LR em agua potavel e alimentos.
Este valor é calculado através da massa corpérea de um individuo (MC — padronizado
para 60 kg) que consome um volume (VC) de 2L de agua por dia, sendo este consumo o
correspondente a 80% do contato com Microcistina-LR e outros 20% considerados
através do contato por alimentos. Desta forma para agua o parametro € calculado da

seguinte forma (Ibelings e Chorus, 2007):

VR =0.04 x MC x 0,8 /VC
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Estes calculos levam ao valor limite de Microcistina-LR em agua potavel de 1ug L
' 0 qual foi adotado pela OMS e incorporado no adendo das Normas para Qualidade da
Agua Tratada publicado em 1998 (WHO, 1998). Este valor também é adotado no Brasil,
através da portaria MS n°® 518/2004 (Brasil, 2004).

2.3. TRATAMENTO DE AGUAS CONTAMINADAS
2.3.1. Processos convencionais

Com a ocorréncia de floragdes, as empresas responsaveis pelo abastecimento de
agua recorrem a ftratamentos convencionais, fundamentados em processos de
coagulagéo, floculagdo/sedimentacéo, filtracdo e cloragdo. Em geral, estes processos se
mostram eficientes para a remogdao de material particulado, células intactas de
cianobactérias e demais microalgas, mas incapazes de remover com a eficacia
necessaria os residuos extracelulares produzidos, como as cianotoxinas (Chow et.al.,
1999, Hoeger et.al., 2004, Muller et.al., 2009).

O uso de algicidas, como sulfato de cobre, é outro procedimento muito utilizado
em empresas de abastecimento de agua. No entanto, este processo pode ocasionar o
aumento da concentracdo de toxinas na agua, visto que induz a liberagdo destas pelas
cianobactérias (Chorus e Bartram, 1999). Em fungao desta constatagao o MS, através da
portaria n°® 518 (Art. 19, Par.2°), veda o uso de algicidas e quaisquer outros produtos que
causem lise celular em manananciais que excedam a densidade de 20.000 células mL"
'(Brasil, 2004). Buscando alternativas com melhor desempenho sdo sugeridos, dentro

das alternativas convencionais, os processos fisicos, quimicos e bioldgicos.

2.3.1.1. Processos Biolégicos
Embora as Microcistinas sejam resistentes a muitas peptidases de eucariontes e
bactérias, elas sdo suscetiveis a degradacdo por algumas bactérias encontradas
naturalmente em rios e reservatérios. Cousins et.al. (1996), por exemplo, relata a
degradagéo de Microcistina-LR (10 pg L") em tempos de aproximadamente 1 semana,
utilizando um consaércio bacteriano aerodbio. Infelizmente, a mineralizagdo do substrato é
inferior a 9%, mesmo para tratamentos de até 2 semanas.

Diversos trabalhos relatam a eficiente degradagdo de Microcistinas por cepas
bacterianas especificas (Ho et.al., 2007; Tsuji etal, 2006). Normalmente, o tempo
necessario para a completa degradacao do substrato € da ordem de 2 semanas, tempos
em que a mineralizagcdo € bastante reduzida. Adicionalmente, um dos grandes
inconvenientes do processo esta representado pela necessidade de isolamento do(s)

microorganismo(s), o que torna o processo bastante oneroso.
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2.3.1.2. Processos Fisicos

De maneira geral, tratamentos fisicos fundamentados em sistemas de filtragao
convencional nao permitem elevada eficiéncia na remocédo de Microcistina, mesmo
utilizando-se sistemas de multiplas filtracdes (Lawton et.al., 1998). Além disto, a
cianotoxina retida no filtro, que corresponde a aproximadamente 50% da carga inicial,
permanece inalterada, podendo ser rediluida caso ocorra a saturagdo do meio filtrante.

A utilizacao de carvao ativado vem sendo uma alternativa crescente nas estacdes
de tratamento de agua, principalmente em razédo da freqiiéncia com que episddios de
contaminagao s&o detectados e da ja comentada ineficiéncia dos sistemas convencionais
de tratamento. A sua ampla utilizacdo é decorrente da relativamente facil implementacéo,
nao requerendo grandes adaptagdes ou a constru¢des de novas instalagdes nas plantas
de tratamento, no caso de ocorréncia de eventos sazonais de floragdes e geracdo de
cianotoxinas (Mdller et.al., 2009).

Em geral, o tratamento pode fazer uso de carvao ativado em p6 (CAP) ou granular
(CAG). Embora de maior custo, o CAG é utilizado preferencialmente, em fungéo da sua
maior eficiéncia e confiabilidade na remogédo de compostos organicos soluveis em agua
(Chorus e Bartram, 1999).

Embora a capacidade de remocgdo de cianotoxinas seja dependente das
caracteristicas do processo (ex. tempo de contato) e da fase sorbente (ex. porosidade),
eficiéncias de remogao entre 60 e 80% podem ser obtidas com concentragcbes de CAP
entre 20 e 50 mg L™, o que implica na necessidade de grandes quantidades de carvdo. O
CAG, de maior eficiéncia na eliminacdo de Microcistinas, permite taxas de remocao da
ordem de 90% apresentando, entretanto, um tempo de vida util relativamente curto, o que
também encarece o tratamento em grande escala (Chorus e Bartram, 1999).

Estudos de remediagcao envolvendo o uso de carvao ativado costumam relatar
taxas de remogao da ordem de 80% (Lambert, et.al., 1996), o que, em alguns casos, ndo
permite que a agua se torne prépria para consumo. Adicionalmente, a natureza nao-
destrutiva do processo obriga a implementagdo de processos auxiliares, orientados a
degradar os substratos transferidos para a fase solida. Trata-se de mais um fator que
encarece o tratamento e que dificulta a implementagao de sistemas operando em grande
escala.

A grande evolugdo verificada na tecnologia de membranas tem permitido a
proposta de processos de micro, ultra e nanofiltragado, viaveis para aplicagao em pequena
e media escala. Em geral, o processo permite uma eficiente remogdo de células e
endotoxinas (eficiéncia superior a 98%, Chow et.al., 1997), sem evidéncias de lise celular

durante o processo (Silva, 2008).
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A remocao de toxinas soluveis, entretanto, pode ser menos eficiente,
principalmente em processos de ultra e microfiltragdo. De acordo com relatos de Hart e
Stott 1993 (Citado em: Chorus e Bartram, 1999), envolvendo estudos de remediacéo de
4guas contaminadas com elevadas concentragdes de Microcistina (5 a 30 mg L™),
remog6es maximas da ordem de 1 mg L™ podem ser conseguidas por processos de nano

filtracao.

2.3.1.3. Processos Quimicos

De acordo com relatos recentemente publicados por Rodriguez e colaboradores
(2007), o uso de cloro (3 mg L") permite a completa remogdo de Microcistina-LR em
elevadas concentracdes (1 mg L"), em 120 min de tratamento. No entanto, estudos
similares realizados por Merel e colaboradores (2009), demonstram que, apesar da nao
deteccdo de Microcistina-LR, inimeros produtos de degradagéo clorados acumulam no
processo, destacando monocloro-Microcistina, monocloro-dihidroxi-Microcistina, dicloro-
dihidroxi-Microcistina e tricloro-dihidroxi-Microcistina.

Em situagbes reais de tratamento de agua, em que a presenga de matéria
organica de outra natureza é freqliente, o uso de cloro envolve riscos adicionais,
representados pela formagédo de trihalometanos, como triclorometano (cloroférmio),
bromodiclorometano, dibromoclorometano e tribromometano, os quais tém elevado
potencial carcinogénico (Meyer, 1994). Em fungédo desta constatacado, a portaria do MS
n°518/2004 estabelece em 0,1mg L™ a concentracdo maxima de trihalometanos permitida
em agua para fins de potabilizagao (Brasil, 2004).

Grande parte deste problema é uma funcdo do elevado poder residual
apresentado pelo cloro. Desta forma, tanto o monitoramento da concentragdo de cloro
residual, como a sua remogao, deve ser considerada prioritaria (Merel et.al., 2009).

Em reagbes oxidativas envolvendo permanganato de potassio (1mg L™) foi
possivel observar remogdes de Microcistina-LR da ordem de 95%, em 30 min de
tratamento (Rodriguez et.al., 2007). No entanto, o uso deste oxidante pode ocasionar a
lise celular, o que irremediavelmente favorece a liberagao da toxina na agua (Chorus e
Bartram, 1999). Adicionalmente, aguas contaminadas com elevadas concentragdes de
cianotoxinas demandam o uso de elevadas concentracbes deste oxidante, usualmente
muito acima do permitido para estacbes de tratamento e abastecimento de agua
(Rodriguez et.al., 2007).

Sendo citado como uma das melhores alternativas para o tratamento de aguas
contaminadas com Microcistina-LR (Rodriguez et.al., 2007), o processo de ozonizagao é
capaz de alcangar degradagbes completas em tempos de reacao relativamente curtos
(90 s, Monami et.al., 2008; Mondaro et.al., 2006; Brooke et.al., 2006; Machado, 2008).
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No entanto, altas concentragdes de matéria organica dissolvida podem demandar o uso
de grandes quantidades de ozbnio, o que encarece bastante o processo. Desta forma,
admite-se que o processo se torna mais eficiente quando precedido de outras etapas,
como floculagéo ou filtragdo (Momani et.al., 2008; Machado, 2008, Chorus e Bartram,
1999).

A estabilidade do ozénio depende de diversos fatores, dentre eles o pH. Em meio
basico a decomposi¢ao do ozdnio é acelerada pela presenga de ions hidroxila, o que leva
a formagdo de radical hidroxila (Almeida et.al., 2004). Sendo assim, em meio acido a
ozonizagao envolve oxidagao direta (oxidagdo quimica), enquanto que em meio alcalino a
sua atuacao é indireta, o que o caracteriza um processo oxidativo avancado.

A reacgao direta ocorre em compostos contendo insaturagdes (-C=C-), densidade
de carga negativa (N, P, O e S) e grupamentos funcionais especificos (OH, CH3;, OCHj5),
permitindo, na maioria dos casos, a obtencédo de discretas taxas de mineralizagdo do
substrato tratado (Almeida et.al., 2004; Peralta-Zamora et.al., 1999). Desta forma, o
acumulo de produtos de degradagéao € freqliente e alguns podem apresentar toxicidade
maior do que a do composto de partida, como observado em estudos envolvendo
corantes téxteis (Silva, 2006; Peralta-Zamora et.al., 1999).

Por sua vez, a reacdo mediada por radical hidroxila se caracteriza por ndo ser
seletiva, podendo induzir a degradagédo de praticamente qualquer composto organico,
com velocidade superior a qualquer outro agente oxidante (Almeida et.al., 2004).

Um resumo que mostra a eficiéncia de remogao de Microcistina através dos
principais processos fisicos e quimicos propostos para a remediagdo de agua

contaminada é apresentado no Quadro 4.

QUADRO 4. EFICIENCIA DE ALGUNS PROCESSOS PARA A REMOCAO DE MICROCISTINAS
EM AGUAS CONTAMINADAS (Fonte: Chorus e Bartram, 1999).

Eficiéncia de Tratamento (%)
Técnica de Tratamento
Intracelular Extracelular

Adsorc¢ao em carvao ativado em po e granular Desprezivel >80
Carvao ativado granular com crescimento

] ) Desprezivel >90
Bioldgico
Ozonizagao (ap6s clarificagao) X >98
Cloragao (apos filtragao) X >80
Permanganato de potassio X >95

Dependente do tipo
Membranas >90
de membrana
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Em funcdo dos inconvenientes apresentados pelos sistemas convencionais de
tratamento relatados anteriormente, diversas técnicas avangadas de oxidacdo vém sendo
estudadas nos ultimos anos, com resultados bastante promissores. Estes processos
envolvem a formagdo de radicais hidroxila (*OH), sendo denominados de processos
oxidativos avancados (POAs).

2.3.2. Processos Oxidativos Avangados (POAs)

Processos oxidativos avangados s&o, por definicdo, diferentes sistemas
reacionais em que o radical hidroxila (*OH) participa como principal agente oxidante.
Trata-se de uma espécie de elevado poder oxidativo (E° = 2,8 V) (Quadro 5), que deve
ser produzido in situ € que permite a completa mineralizagdo de iniUmeras espécies
quimicas de relevancia ambiental, em tempos relativamente curtos (Cordeiro et.al., 2004,
Andreozzi et.al., 1999). Em geral, uma grande gama de compostos organicos pode ser
completamente degradada por processos avangados, com constates de velocidade de
mineralizagdo da ordem de 10°a 10° L mol™ s (Kim e Choi, 2002).

Nos processos avangados os radicais hidroxila podem ser gerados a temperatura
ambiente (Raupp e Junio, 1993; Hoffman et.al., 1995; Hager e Bauer, 1999), recorrendo-
se a processos homogéneos e heterogéneos, assistidos ou nao por radiagao (Munter,
2001). Os processos heterogéneos costumam envolver o uso de catalisadores sdlidos,
enquanto que os processos homogéneos envolvem o uso de oxidantes como ozénio e
peréxido de hidrogénio (Quadro 6).

Os radicais hidroxila sao altamente reativos frente a maioria das moléculas
organicas e inumeras espécies inorganicas. Reagbes de abstracdo de hidrogénio (Eq. 1),
transferéncia de elétrons (Eq. 2), ou ainda adig¢ao radicalar (Eq. 3), promovem a oxidagao
de substratos mediante a formacao de radicais livres que reagem facilmente com o
oxigénio dissolvido, formando espécies instaveis que fragmentam até alcancar,
eventualmente, a sua completa mineralizagdo. Desta maneira, os compostos organicos
podem ser oxidados tendo-se como produtos finais do processo apenas diéxido de

carbono, agua e acidos inorganicos (Morais, 2005, Kunz et.al., 2001).

Cl,CH +°OH —> CliC" + H,0 1)
CO;* + 'OH —> CO0;" + OH )
-~ o~
g t‘l FP— [,"?fﬂll (3)
~T -
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QUADRO 5. POTENCIAIS DE REDUGCAO DE ALGUMAS ESPECIES QUIMICAS
(Fonte: Doménech et.al., 2001)

ESPECIE E° (V, 25°C) Referéncia EPH
F 3,06
*OH 2,8
O (Oxigénio Atdmico) 2,42
0s 2,07
H,0, 1,77
KMnO, 1,67
Cl, 1,36

QUADRO 6. PRINCIPAIS PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS.

Processos Irradiados Nao Irradiados
o UV/H202
. e Foto-Fenton e Fenton
Homogéneos
e Oz06nio/UV e Oz6nio/H,0,

e Oz6nio/UV/H,0,

R o Fotocatalise Heterogénea
Heterogéneos o e Processos eletro-Fenton
e Processos fotoeletroquimicos

2.3.2.1. Fotocatélise heterogénea

Dentro do contexto dos POAs, a fotocatalise heterogénea pode ser considerada
uma técnica de carater universal, a partir da qual grande parte dos conceitos envolvidos
nos processos oxidativos avangados foram elucidados. Além disto, a literatura recente
relacionada com a aplicacdo destes processos € bastante abundante, principalmente
envolvendo estudos de descontaminagao ambiental (Malato et.al., 2008; Nogueira e
Jardim, 1998).

Desde a sua primeira aplicagdo no tratamento de contaminantes ambientais
(bifenilas policloradas) em 1976 (Blanco-Galvez et.al., 2001), a fotocatalise heterogénea
tem sido utilizada com sucesso na degradagcdo de iniumeros poluentes de relevancia
ambiental, com destaque para aplicagbes que envolvem a degradacdo de substratos
resistentes frente a outros processos de degradacéo.

A fotocatalise heterogénea (resumidamente ilustrada na Figura 8) ocorre com a

absorgdo de um foton pela particula do semicondutor, tendo este féton energia igual ou
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superior a do bandgap do semicondutor utilizado. Este processo leva a formagao de um
par elétron-lacuna (h*/e’), através da promogdo de um elétron da banda de valéncia (BV)
para a banda de condugéo (BC) (Grela et.al., 2001) (Eq. 4).

As espécies geradas neste processo podem participar de reagdes redox com
inUmeras espécies quimicas, pois a lacuna produzida na banda de valéncia é fortemente
oxidante e o elétron na banda de conducdo é moderadamente redutor. Em sistemas
aquosos, os constituintes mais importantes sdo a agua, o oxigénio molecular e outras
espécies dissolvidas, eventualmente contaminantes a serem removidos do sistema. As
lacunas podem reagir diretamente com o poluente adsorvido (RX,4) no semicondutor (Eq.
5), no entanto, normalmente a reacdo processa-se em meio aquoso, favorecendo a
oxidagdo das moléculas de agua (Eq. 6) ou grupos hidroxila superficiais (Eq. 7) pela
lacuna fotogerada. Consequiientemente, formam-se radicais hidroxila (*OH) na superficie
do catalisador (Grela et.al., 2001).

SC+hv > e ge)+ h'py (4)
SC(h*) + RXag > SC + RXau™ (5)
SC(h*) + H;0,4 > SC + OHyq + H' (6)
SC(h*) + OHaq > SC + "OH 44 )

Adicionalmente, os elétrons na banda de conducéo, livres ou presos na superficie,
reduzem o O, adsorvido para formar radical superéxido (Eq. 8), o qual,
subsequentemente, gera H,O, (Eq. 9 e 10), o que reduz a probabilidade de

recombinagao do par elétron-lacuna (Eqg. 11) (Grela et.al., 2001):

0,+e > 0," (8)
0,~ + H,0 > HO, + HO' (9)
2HO, > H,0, + O, (10)
e + h' - semicondutor + hv (11)

O perdxido de hidrogénio também funciona como receptor de elétrons, e sua
adicdo ao processo torna-se mais vantajoso que o borbulhamento de oxigénio, uma vez
que evita o arraste de compostos volateis, tornando o processo mais eficiente pela

geragao de radicais hidroxila adicionais (Eq. 12) (Legrini et.al., 1993).

SC(e) + H,0, >SC + HO" + HO' (12)
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FIGURA 8. REPRESENTACAO DOS PRINCIPIOS DA FOTOCATALISE HETEROGENEA

(Fonte: Adaptado de Ziolli e Jardim, 1998).

Neste processo, varios semicondutores podem ser utilizados como
fotocatalisadores, com destaque para TiO,, ZnO, CdS, ZnS, WOQO;, Fe,O; e Al,O;
(Nogueira e Jardim, 1998; Giraldo et.al., 2001). No entanto, para uso efetivo, além de

possuir baixo valor de band-gap (Fig. 9), o semicondutor precisa atender a alguns

requisitos, dentre os que destacam (Gouvéa, 2000):

1.

o M 0N

Ser fotoativo

Ser de baixo custo

Utilizar fétons da regido do visivel ou UV préoximo.
Ser fotoestavel (sofrer pouca fotocorroséo)

Ser biologicamente e quimicamente inerte.

TiO, TiO, 71O wo,
(rutilo) (anatase)

FIGURA 9. ENERGIA DE BAND GAP PARA ALGUNS SEMICONDUTORES
(Fonte: Adaptado de Gouvéa, 2000)
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Por possuir todas as caracteristicas antes mencionadas, o diéxido de titanio é o
fotocatalisador mais utilizado em estudos de descontaminagdo ambiental (Nogueira e
Jardim, 1998), normalmente propiciando a completa mineralizagcdo de uma série de
poluentes, em uma extensa faixa de pH (Nogueira e Jardim, 1998; Hermann et.al., 1993).
O TiO, apresenta trés formas alotropicas, anatase, rutilo e bruquita, sendo as duas
primeiras mais comuns. O TiO, comercializado pela Degussa (P25), contendo 75% de
anatase e 25% de rutilo, provavelmente seja o fotocatalisador mais utilizado, em fungéo
de sua elevada fotoatividade (Martin et.al., 1994), grande area superficial (da ordem de
50 m” g”') e complexa microestrutura cristalina, caracteristica esta ultima que promove
uma melhor separagao de cargas, inibindo o processo de recombinagao.

De maneira geral, o processo de recombinagao do par elétron/lacuna é um fator
limitante que influencia de maneira significativa a eficiéncia da fotocatalise. Neste sentido,
estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de reduzir as reagcbes de recombinacao,
normalmente introduzindo pequenas quantidades de metais na estrutura cristalina ou na
superficie de semicondutor (Nogueira e Jardim, 1998).

Normalmente, o processo de fotocatalise com TiO, € mais eficiente em meio acido
(83 < pH <5). Isso pode ser explicado uma vez que o pH afeta as propriedades
superficiais do catalisador e a forma quimica do composto a degradar, fazendo com que
a velocidade de degradacédo seja alterada e podendo levar até mesmo a floculagdo do
semicondutor (Hoffman et.al., 1995; Blesa, 2001).

O 6xido de zinco (forma cristalina de wurzita e area superficial entre 4 - 7m? g”) é
um fotocatalisador menos utilizado em estudos de degradagdo (Rehman, et.al., 2009),
embora, em alguns casos, apresente maior eficiéncia de degradacgao do que o TiO,. No
entanto, este semicondutor € mais reativo, podendo sofrer fotocorrosao (Eq. 13) ou

dissolugdo em meio fortemente acido (Eq. 14) ou basico (Eq. 15).

ZnO +2h,' > Zn* +% 0, (13)
ZnO +2H* > Zn* +H,0 (14)
ZnO +H,0 +20H - Zn(OH)* (15)

A degradagao de Microcistina-LR por processos de fotocatalise heterogénea foi
relatada na literatura a partir de 1998. Entretanto, de maneira escassa (28 artigos entre
1997 e 2010, Fonte: ISI Web of Knowledge, Palavras Chave: Microcystin e
photocatalysis).

Em estudo desenvolvido por Lawton e colaboradores (2003), por exemplo, a

utilizagdo de TiO, em suspensdo permitiu a obtengcdo de resultados promissores,
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representados por remogao praticamente completa de varias Microcistinas (100-200 mg
L™") em tempos de reagéo da ordem de 10 a 30 min.

Estudos envolvendo o uso de formas imobilizadas de TiO, (flmes e membranas)
tém sido também realizados (Choi et.al., 2007; Antoniou et.al., 2008), nos quais se relata
completa degradagao de Microcistinas, em tempos de reagéo da ordem de 1a 3 h.

Até onde pudemos investigar, ndo existem relatos na literatura sobre o uso de
ZnO em processos fotocataliticos orientados a degradagéo de Microcistinas em solugédo
aquosa.

Embora bastante eficiente, o processo de fotocatalise heterogénea apresenta
alguns inconvenientes que dificultam a sua aplicacdo em grande escala, dentre os quais
é possivel salientar (Hermann et.al., 1993):

a) A necessidade do uso de radiagao artificial, o que aumenta consideravelmente
o custo do processo,

b) A necessidade de agentes sequestrantes de elétrons (tipicamente oxigénio), de
maneira a minimizar o processo de recombinagdo do par elétron/lacuna,

c¢) O baixo rendimento quéntico do processo quando utilizada grande quantidade
de semicondutor, em fungdo do aumento da opacidade do meio

d) A dificuldade de remogéo do semicondutor, em razdo do pequeno tamanho das

particulas.

Visando a eliminacdo destes inconvenientes novas alternativas vem sendo
propostas, como o uso de semicondutores imobilizados (Shephard et.al., 2002), de
radiagdo solar como fonte de energia (Malato etal, 1998) e de processos

fotoeletroquimicos (Zlamal et.al., 2007; Palombari et.al., 2002).

2.3.2.2. Processos Fotoeletroquimicos

Neste processo o semicondutor (tipicamente TiO,) é imobilizado na forma de um
filme fino na superficie de um material condutor (usualmente titanio). Além do processo
fotoquimico, assistido por fontes artificiais de radiagdo, um potencial externo & aplicado
através de uma componente eletroquimica. O processo de fotocatalise, em teoria, ocorre
de maneira convencional, enquanto que a aplicacdo de um potencial externo favorece o
processo de separagdo de cargas e, consequentemente, a geragdo de radical hidroxila.
Na pratica, o mecanismo de degradacdo ocorre de maneira mais complexa, envolvendo
reagOes diretas e indiretas, que produzem efeitos sinérgicos de extrema relevancia
(Pelegrini et.al., 1999).

As reagdes principais em um processo fotoeletroquimico genérico sao

apresentadas na Figura 10. Durante a eletrdlise, a descarga de moléculas de agua na
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superficie do &nodo de oxido metalico forma radicais hidroxila ("OH) que sao fisicamente
adsorvidos. A radiagao incidente sobre o filme do semicondutor (hv) leva a formagao do
par elétron/lacuna, com elétrons sendo promovidos da banda de valéncia para a banda
de condug&o. A lacuna formada neste processo (h*) permite a descarga anodica da agua,
com formacéao de radical hidroxila. Os radicais hidroxila adsorvidos no 6xido podem ser
transformados em o6xidos superiores promovendo a oxidagado gradativa ou podem oxidar
compostos orgéanicos diretamente (Bertazzoli et.al., 2002).

Este processo tem se mostrado com caracteristicas promissoras, sendo eficaz na
remocéao de poluentes organicos persistentes, como corantes da industria téxtil e também
residuos da industria papeleira, proporcionando a degradagdo completa destes
substratos e podendo ser uma alternativa interessante para rotinas de tratamento visto,

também, sua simplicidade operacional (Bertazzoli et.al., 2002, Lima et.al., 2002).
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FIGURA 10. REPRESENTAGCAO DO PROCESSO FOTOELETROQUIMICO.

Até onde pudemos investigar, existe apenas um estudo que trata sobre a
degradacao fotoeletroquimica de Microcistinas em solugdo aquosa. Neste trabalho (Fraga
et.al, 2009), a completa degradagdo do substrato foi observada em tratamentos da
ordem de 60 min, utilizando-se TiO, imobilizado em um eletrodo de titanio, densidade de
corrente de 30 mA cm™ e radiagdo ultravioleta artificial.

Em estudos similares, mas envolvendo apenas processos de eletroxidagao, a
completa degradacdo de Microcistina (40 ug L) se da em tempos da ordem de 140 min,
0 que atesta o importante efeito sinérgico permitido pela associagdo de processos eletro

e fotoquimicos (Liang et.al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste projeto consiste em estudar a potencialidade de alguns
processos oxidativos avangcados em fase heterogénea (fotocatalise heterogénea e
processos fotoeletroquimicos), em relagdo a remediagdo de aguas contaminadas com a

cianotoxina Microcistina-LR.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em fungéo do objetivo acima salientado, surgem os objetivos especificos descritos
a seqguir:

¢ Estabelecimento de metodologias de analise para quantificagdo de cianotoxinas
em amostras de aguas naturais, utilizando-se métodos cromatograficos e
imunoenzimaticos.

¢ Estudo da influéncia de parametros experimentais de relevancia, na capacidade
de degradagao dos processos em estudo frente a solugbes aquosas de Microcistina-LR
(substrato padrdo). Investigagdo de mecanismos de degradagdo, utilizando-se

cromatografia liquida associada a espectrometria de massas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. REAGENTES

Solugdes estoque de Microcistina-LR (500 pg L") foram preparadas em &agua
deionizada, a partir de padrdo Abraxis (Fornecido por Labor Life Science, SP) e padrao
fornecido pelo Prof. Jodo Sarkis Yunes (FURG).

Para o processo de fotocatdlise heterogénea utilizou-se TiO, (Degussa P25, 75%
anatase/25% rutilo, BET 50 m? g') e 6xido de zinco (MERSE-SP, wurtzita, BET 4 m? g™)
e solugdes de Microcistina-LR em concentragéo entre 5,0 ug L'e 1,0 mg L™.

Para o processo fotoeletroquimico foi utilizada uma solugdo de Azul Remasol
BTE.RN (Azul QR-19) (Dy Star) em concentragédo de 50 mg L. Como eletrdlito foram
utilizadas solugdes aquosas de cloreto de sédio e sulfato de sédio (VETEC,RJ), ambos

de grau analitico de pureza.

Nas analises cromatograficas foram utilizados: acido férmico, acetato de aménio,
acetonitrila e metanol, todos J.T. Baker, em grau cromatografico de pureza. Agua ultra

pura foi obtida através de um sistema Milli-Q (Millipore).

Os demais reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

4.2. TRATAMENTO FOTOELETROQUIMICO

O processo fotoeletroquimico foi estudado em duas etapas (Figura 11). Na
primeira, o processo foi otimizado e caracterizado frente a solugdes aquosas de um
corante modelo (Azul QR-19). Em seguida foi estudada a degradacgao fotoeletroquimica
da Microcistina-LR, utilizando-se as condi¢des previamente otimizadas.

Processo fotoeletroquimico
(Na;SO,, e NaCl)

Otimizacao
(Planejamento fatorial de experimentos)

Caracterizacao Estudos de degradacao
Controle espectrofotomeétrico Controle espectrofotomeétrico

Selecao de condicdoes de
melhor desempenho

|

Estudos de degradacao
de Microcistina-LR [ 112 Etapa

Controle: ELISA ] 2= Etapa

FIGURA 11. REPRESENTAGAO DAS ETAPAS DE TRABALHO NO PROCESSO
FOTOELETROQUIMICO.
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Todos os experimentos foram realizados em um reator de 750 mL de capacidade,
equipado com camisa para refrigeragdo por agua e sistema de agitagdo magnética
(Figura 12). A radiagéo foi fornecida por uma lampada a vapor de mercurio de 125 W de
poténcia, inserida na parte central do reator com auxilio de um bulbo de quartzo. Os
eletrodos utilizados possuem formato cilindrico e foram inseridos de maneira concéntrica,
mantendo uma distancia de 1 cm. Como céatodo foi utilizado uma tela de Titanio de 97,5
cm?, enquanto que, como anodo, uma placa de Ti/TiO,RuO, (DSA®) com area de 138
cm?®. A corrente foi fornecida por uma fonte externa (EMG 18134), controlada com o
auxilio de um multimetro.

Para aplicacdo do processo fotoeletroquimico todos os componentes foram
acionados simultaneamente, enquanto que nos estudos envolvendo processos isolados,
apenas os componentes pertinentes. Isto &, fotdlise (lampada ligada, na auséncia de
eletrodos), fotocatalise heterogénea (lampada ligada na presenga de eletrodos, mas sem
circulagao de corrente) e eletrolise (na presenca de eletrodos e circulagdo de corrente).

Neste reator, solugdes de Microcistina-LR (700 mL, pH 6) foram adicionadas de
eletrolito (NaCl ou Na,SO,) e tratadas por tempos de até 120 min. Aliquotas de 20 mL

foram coletada em intervalos regulares, sendo submetidas a controle analitico

71: : i Fonte

Catodo : { p Bulbo de quartzo

(Grade de itanio) I ) E
B N e
Anodo Lampada UV
Placa de Ti02/RuQ2
— 1T *
Agua —»
Lﬂ:
Agitagdo magnética
A

FIGURA 12. (A) REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA FOTOELETROQUIMICO E
(B) SISTEMA EM FUNCIONAMENTO.
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4.3. TRATAMENTO FOTOCATALITICO

Inicialmente, os experimentos envolvendo o processo fotocatalitico foram
realizados em escala de bancada, utilizando-se TiO, e ZnO como fotocatalisadores.
Posteriormente, estudos de degradagédo foram realizados em um reator continuo de
maior porte, utilizando-se ambos os fotocatalisadores previamente citados (TiO, e ZnO).
Uma representacéo da estratégia de trabalho é apresentada na Figura 13.

Processo fotocatalitico
TiO, e ZnO

I
'

Reator de Bancada I } Reator continuo |

Otimizacao
(Planejamento fatorial de experimentos)

Selecao das condigoes de
melhor desempenho

[ |12 Etapa

[ 2= Etapa

FIGURA 13. REPRESENTACAO DAS ETAPAS DE TRABALHO NO PROCESSO
FOTOCATALITICO

4.3.1. Experimentos de Bancada

Todos os experimentos foram realizados em reator fotoquimico convencional de
bancada com 300 mL de capacidade (Figura 14), equipado com agitagcdo magnética e
refrigerado por agua. A radiagao UV foi fornecida por uma lampada a vapor de mercurio
de 125 W, sem bulbo original, inserida na solugéo protegida por um bulbo de quartzo ou
vidro Pyrex.

Neste reator, solugdes de Microcistina-LR (200 mL, pH 6) foram adicionadas de
TiO, ou ZnO (250 mg L") e tratadas por tempos de até 10 min. Aliquotas de 2 mL foram
coletadas em intervalos regulares (tipicamente 1, 3, 5 e 10 min), sendo filtradas em filtro

de acetato de celulose (0,45 um) e submetidas a controle analitico.
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Lampada a vapar
& mearcymio {125 W)

Faatar de vidra

Bulbo de
Guartza

FIGURA 14. (A) REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA FOTOCATALITICO E (B)
SISTEMA EM FUNCIONAMENTO.

4.3.2. Experimentos em reator continuo

Estudos de degradacao foram também realizados em uma unidade de tratamento
continuo (Figura 15), formada por 4 reatores tubulares de PVC de 2,6 L de capacidade. A
radiacdo UV foi fornecida por lampadas a vapor de mercurio de 125 W inseridas na parte
superior de cada reator, protegidas por um bulbo de vidro Pyrex. O residuo foi alimentado
em fluxo ascendente, com auxilio de uma bomba peristaltica, com vazdo de
aproximadamente 1 L min”. Neste reator, solucdes de Microcistina-LR (20 a 50 L, pH 6)
foram adicionadas de TiO, ou ZnO (250 mg L") e tratadas por tempos de até 10 min.
Aliquotas foram coletada em intervalos regulares, filtradas em filtro de acetato de celulose

(0,45 um) e submetidas a controle analitico.



LAMPATIAS A VAPOR DE MERCOHIO (125 W)

AGITADOR
METARICT

=1

. i

REsinUo HOMEX. THATADD
BEITO FERISTALTICS

FIGURA 15. (A) REPRESENTACAO ESQUEMATICA (B) FOTOGRAFIA DO REATOR

FOTOCATALITICO CONTINUO E (C) DETALHE DO REATOR EM FUNCIONAMENTO.
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4.4. CONTROLE ANALITICO
4.4.1. Degradacgao fotoeletrocatalitica de corantes
A eficiéncia das metodologias de tratamento propostas foi avaliada em fungéo dos
seguintes parametros experimentais:

4.4.1.1. Espectroscopia eletrénica

O acompanhamento do perfil espectrofotométrico das amostras foi realizado em
espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2401 PC, monitorando-se a regido compreendida entre
190 e 820 nm. Todas as medidas foram realizadas em cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho optico.

4.4.1.2. Controle da Concentra¢do de Cloreto em Solugéo

A determinacdo de cloreto em solugéo foi realizada por método potenciométrico,
utilizando-se eletrodo ion-seletivo Orion. Aliquotas de 10 mL de solucéo a ser analisada
foram adicionadas de 10 mL de solugéo ajustadora de forga idnica (NaNO3, 0,1mol L'1) e
medidas diretamente. A concentragao de cloreto foi determinada por calibragdo externa,

utilizando-se padroes de NaCl em concentragao entre 0,0025mol L" e 0,015mol L™,

4.4.1.3. Controle da Concentragdo de Cloro em Solugao

O monitoramento da concentragao de hipoclorito presente em solugcédo foi
realizado através de teste colorimétrico (Microquant 1.4879.0001, Merck®), fundamentado
na reagao de cloro, em meio levemente acido, com N,N-Dietil p-fenilenodiamina (DPD),
com formagao de um composto que absorve fortemente em 512 nm (APHA, et.al, 1995).

A concentragéo de cloro foi determinada por calibragcdo externa, utilizando-se
padrdes de hipoclorito de sédio em concentracdo entre 0,001mol L™ e 0,010mol L' e
4.10° mol L @ 4.10* mol L™.

4.4.2. Degradacao fotocatalitica e fotoeletrocatalitica de Microcistina
A eficiéncia das metodologias de tratamento propostas foi avaliada em fungao dos

seguintes parametros experimentais:

4.4.2.1. Teste imunoenzimatico (ELISA)

A andlise pelo método imunoenzimatico ELISA foi realizada com o Kit
ENVIROLOGIX (EP 022), fundamentado na reagdo entre Microcistina e anticorpos
monoclonais especificos (Figura 16).

Cada bateria de analises envolveu o uso de 20 uL de controle negativo (solugéo

isenta de Microcistina), padrées de calibragdo (usualmente 0,16; 0,6 e 2,5 ug L'1) e
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amostras, os quais foram adicionados nos pogos contendo os anticorpos imobilizados. As
amostras ficam em contato com os anticorpos durante 30 min, sob agitagao de 200 rpm,
ap6s o qual sdo retiradas da placa. Posteriormente, sdo adicionados 100 uL de
conjugado (Microcistina-enzima), reagente que tem por finalidade reagir com os
anticorpos ndo consumidos pelo analito e disponibilizar uma extremidade enzimatica.
Apo6s 30 min de incubagéo os pogos séo lavados com solugéo de lavagem (fornecida com
o kit), processos que é repetido 3 vezes. Em seguida, sdo adicionados 100 uyL de
substrato, espécie que reage com a enzima disponivel, formando um complexo colorido.
Apo6s 30 min de incubacgao adiciona-se 100 pL de uma solugéo de parada. Finalmente, as
absorbancias sdo registradas em 450 nm, sendo que o valor de absorbancia é
inversamente proporcional a concentragdo de Microcistina.

A concentragdo de Microcistina é calculada através da construcdo de uma curva
de calibragéo de log [Microcistina] vs % Bo, sendo que o valor de %Bo é calculado como

mostrado abaixo:

(ABS média do calibrador ou da amostra x 100)
{ABS media do controle negativo)

% Bo = -

O procedimento apresenta uma faixa linear de trabalho compreendida entre 0,16 e
2,5ugL™.

Outras determinagdes foram realizadas com Kit Abraxis (PN 522015), em
condigdes similares as descritas anteriormente. Neste caso, a linear de trabalho esta
compreendida entre 0,1 e 5 ug L.

ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTIGENO+ENZIMA
(COfLHO) (CONJUGADO)
. J [
L ‘ LAVAGEM
PLACA m I -_< |
ANTIGENO (MICROCISTINA)
m 4 —
LI L] - ] - MEDIGAO
SUBSTRATO COMPLEXO COLORIDO

FIGURA 16. ESQUEMA REPRESENTATIVO DO ENSAIO IMUNOENZIMATICO UTILIZADO
PARA QUANTIFICAGAO DE MICROCISTINA.
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4.4.2.2. Cromatografia em fase liquida acoplada a detecgao por espectrometria de
massas (CLAE-EM)

A primeira etapa de analises cromatograficas foi realizada no Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR), utilizando-se em um sistema cromatografico Agilent,
constituido por bomba quaternaria, desgaseificador e injetor automatico, acoplados a um
espectrometro de massas triplo quadrupolo API 4000 (Applied Biosystems) operado no
modo positivo por ionizagéo “eletrospray” (ESI).

As condigbes cromatograficas foram:

e Coluna: Luna C4g (150 x 3 mm) com 3 ym de tamanho de poros (Phenomenex,
Torrance, CA). Temperatura da coluna: ambiente
e Fase movel:
o FM A: Agua 90% + Acetonitrila 10% + 5.10° mol L de acetato de
amoénio e 0,1% de acido férmico;
o FM B: Acetonitrila + 5.10°molL" de acetato de aménio e 0,1% de acido
férmico;
o Gradiente: 70/30 (A/B) até t = 10 minutos;
65/35 (A/B) até t = 20 minutos;
15/85 (A/B) por 10 minutos — equilibrio da coluna.
o Fluxo: 0,25 mL min™.

e Volume de inje¢do: 100 L.

A determinacdo foi viabilizada por calibracdo externa, utilizando-se padrdes
aquosos de Microcistina-LR, na faixa de concentragdo compreendida entre 1,0 e 10 ug L
'. O limite de quantificagdo do método foi estimado em 1 pg L para o somatério das
Microcistinas LR, RR, LA, YR, LW e LF.

A segunda etapa de determinagdes cromatograficas objetivou a identificagdo de
intermediarios, sendo realizada por CLAE-EM no Centro de Estudos em Biofarmacia
(CEB-UFPR), com colaboragédo dos Profs. Drs. Roberto Pontarolo e Francinete Ramos
Campos.

As separagdes cromatograficas foram realizadas em um sistema cromatografico
Agilent 1100, consistido de bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1379A e um
gerenciador de amostras Waters CTC 2777. Para as analises de CLAE-ESI/EM o
cromatografo liquido foi acoplado a um espectrometro de massas do tipo triplo
quadrupolo API 3200 (Applied Biosystems), equipado com uma fonte de ionizagéo
“electrospray” (ESI). Uma fonte Turbolon lonSpray (ESI) no modo positivo foi utilizada nos

experimentos.
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As condigbes cromatograficas foram:

e Coluna: C45 (100 x 2,1 mm D.I., 5 pm tamanho de particula) XBridge da Waters.
Temperatura da coluna: 25 °C.
ePré-coluna: Cis (10 x 2,1 mm D.l.,, 5 ym tamanho de particula) XBridge da
Waters.
e Fase movel:
o FMA: Agua contendo 0,1 % de acido férmico;
o FM B: Acetonitrila contendo 0,1 % de acido férmico.
o Gradiente: 70/30 (A/B) t = 0 minutos;
30/70 (A/B) até t = 25 minutos;
70/30 (A/B) por 10 minutos — equilibrio da coluna.
o Fluxo: 0,200 mL min™.

¢ Volume de injegdo: 20 pulL.

Os principais parametros da fonte de ionizagdo do equipamento de massas

¢ DP (declustering potencial) — 40,0 eV

¢ TEM (Temperatura da fonte) — 400 °C

¢ |S — (spray ion voltage) — 5,5 eV

¢ EP (entrance potential) — 10,0 eV

¢ CE (collision energy) — 25,0 eV

¢ CXP (collision cell exit potencial) — 3,8 eV
¢ GS1 (nebulizer gas) — 40,0 psi (nitrogénio)
¢ GS2 (turbo heater) — 40,0 psi (nitrogénio)
¢CUR
¢ CAD

(curtain gas) — 10,0 psi (nitrogénio)
(

collision gas) — 5,0 psi (argénio)

Os dados obtidos através do sistema CLAE-EM foram processados através do

software Analyst, versao 1.4.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CONTROLE ANALITICO

Inicialmente, diversos estudos foram realizados com o objetivo de desenvolver
uma rotina analitica para Microcistina, utilizando-se método imunoenzimatico.
Infelizmente, este tipo de metodologia de quantificagédo envolve diversas etapas, cada
uma das quais é extremamente sensivel a pequenas variagdes operacionais (ex. tempo
de reacdo, temperatura, pH, modo de pipetagem, modo e tempo de agitagdo, dentre
outras), o que faz com que a robustez e a repetibilidade da metodologia seja bastante
questionavel. Afortunadamente, trabalhando-se em condigdes padronizadas, utilizando-
se a estrutura do IAP, a repetibilidade da técnica se mostra melhorada (Figura 17A),
sendo considerada adequada para os fins pretendidos.

Objetivando a disponibilizagdo de um procedimento analitico alternativo, foram
realizados estudos de caracterizagdo por cromatografia liquida associada a detecgéo por
espectrometria de massas (CLAE-EM). A calibragéo foi realizada por injecdo direta de
padroes em fase aquosa, obtendo-se uma curva analitica de boa correlagédo (Figura 17B).

Em funcdo de ambas ferramentas de analise (ELISA e CLAE-EM) fornecerem
resultados similares, o controle analitico dos processos foi realizado indistintamente por
ambas técnicas, ficando a selegdo por conta da disponibilidade dos laboratérios

colaboradores.
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FIGURA 17. CURVA ANALITICA PARA DETERMINAGAO DE MICROCISTINA POR (A) TESTE
ELISA E (B) CROMATOGRAFIA LIQUIDA ASSOCIADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS.
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5.2. PROCESSO FOTOELETROQUIMICO

5.2.1. Degradacgao de corante modelo na presenca de sulfato de sédio

Em razdo das dificuldades encontradas inicialmente no monitoramento de
Microcistina-LR, principalmente em funcdo da indisponibilidade de métodos
imunoenzimaticos, por conta da extrema morosidade do processo de importagao, todos
os estudos preliminares orientados a caracterizar o processo fotoeletroquimico foram
conduzidos na presenca do corante Azul QR-19 (/In Figura 19). A escolha foi
fundamentada na complexidade da sua estrutura, na resisténcia frente a processos
oxidativos mais convencionais e nas facilidades encontradas no seu monitoramento
espectrofotométrico. Adicionalmente, € importante salientar que, salvo raras excegoes, a
reatividade do radical hidroxila € pouco influenciada pela natureza quimica do substrato
ou pela sua concentragdo (Nogueira e Jardim, 1998; Neyens e Baenes, 2003, Almeida,
2004).

Inicialmente, o efeito de variaveis experimentais de relevancia foi investigado por
planejamento fatorial de experimentos, utilizando-se a descoloragdo do corante padrao
como resposta analitica. Referido estudo envolveu as variaveis: pH, concentracéo de
eletrolito e densidade de corrente, cada uma das quais foi estudada nos niveis

apresentados Tabela1.

TABELA 1. CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA OTIMIZAGCAO DO PROCESSO
FOTOELETROQUIMICO UTILIZANDO-SE Na,SO, COMO ELETROLITO
(Corante: 50 mg L, Volume: 750 mL, Tempo de Reagao: 40 min)

VARIAVEIS/NIVEIS () 0 (+)
pH 4 6 8
Na,SO, (mol L™ 0,01 0,03 0,05
J (MA cm?) 5 10 15
EXPERIMENTO pH [Na,SO,] J
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9/10/11 0 0 0
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Na presenca de sulfato de sodio obtiveram-se os resultados apresentados na
Figura 16. Esta representacdo geométrica, que mostra valores de descoloracdo em
tempos de reacdo de 40 min, permite observar pouca influéncia das condigcbes
operacionais na capacidade de degradacao apresentada pelo sistema. Excegao feita a
densidade de corrente (J), que mostra um efeito levemente favoravel e condizente com
as informagdes encontradas na literatura especializada (Pelegrini et.al., 1999).

Em funcdo destes resultados, e levando-se em consideragcdo o desvio médio
calculado com base no experimento em ftriplicata (0,3%), as condigbes do ponto central
(J =10 mA cm?, pH = 6 e [Eletrdlito] = 0,03 mol L") foram selecionadas para a realizagéo
das etapas subsequentes.

Para ilustrar o processo de degradagdo, apresenta-se na Figura 18 uma
seqliéncia de espectros coletados durante a degradagado fotoeletroquimica do corante
modelo, nas condi¢bes do ponto central. Estes resultados demonstram a degradagéo
progressiva do grupo cromoéforo, o que implica em descoloragdo praticamente completa
em tempos de reagao inferiores a 60 min. Os sinais registrados na regido ultravioleta,
tipicamente correspondentes a fungdes aromaticas, apresentam-se mais resistentes,
permanecendo até nos maiores tempos de degradagdo praticados.

A partir dos resultados obtidos no monitoramento espectroscopico foram
calculados alguns parametros cinéticos do processo de descoloragdo (constante de
velocidade e tempo de meia vida), assumindo-se reacdes de pseudo-primeira ordem.

78% 84%

79%

FIGURA 18. REPRESENTACAO GEOMETRICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL UTILIZADO
PARA OTIMIZACAO DO PROCESSO FOTOELETROQUIMICO (Na,SO,). (Efeitos Principais: pH:
3; J: 16; [Na,SO,]: -2; Desvio Tipico: 0,3).
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FIGURA 19. SEQUENCIA DE ESPECTROS REGISTRADOS DURANTE A DEGRADAGAO
FOTOELETROQUIMICA DO CORANTE MODELO NA PRESENCA DE SULFATO DE SODIO.

Estas constantes foram obtidas considerando que, geralmente, os processos de
degradagao fotocatalitica seguem o mecanismo de Langmuir-Hinshelwood (Fernandez

et.al., 1995), cuja cinética é representada pela expressao abaixo:

_ _kKC
~ 1+ KC

Onde, K é a constante de adsorcdo e k a constante que inclui parametros como
massa de fotocatalisador e eficiéncia fotbnica, entre outros.

Quando o processo se inicia com uma concentragao relativamente baixa como a
utilizada os experimentos fotoeletrocataliticos (50 mg L™), o termo KC no denominador da
equacdo pode ser desconsiderado, tornando a razdo obediente a uma cinética de

pseudo-primeira ordem (Fernandez et.al., 1995):

=dC - kkCc =k.C
] dt :

Onde, r representa a taxa de degradagao do substrato com relagado ao tempo e k,

€ uma constante de pseudo-primeira ordem.

Posteriormente, efetuando-se a integracdo na forma de C = f(t), obtém-se a

seguinte relagdo (Fernandez et.al., 1995):
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Além disso, através do valor de k, obtido, pode-se calcular o tempo de meia vida
(t1,2) para cada um dos processos. Este pardmetro expressa o tempo necessario para que
a concentracédo do analito chegue em 50% de seu valor inicial. Considerando-se o
processo em questdo como de pseudo-primeira ordem € valido para a reagao: (Mahan e
Myers, 1998):

{ =In2
'S

Os resultados (Tabela 2) confirmam a pequena influéncia das condigbes
experimentais avaliadas, em relagdo a eficiéncia do processo de degradagao
fotoeletrocatalitica, o que se traduz em processos de degradagdo que apresentam
parametros cinéticos muito proximos.

Normalmente, é aceito que a eficiéncia do sistema fotoeletroquimico se relaciona
estreitamente com a densidade de corrente aplicada e com a concentragao do eletrolito
(Pelegrini et.al., 1999), na medida em que estes parametros influenciam fortemente a
ocorréncia de processos de natureza eletroquimica, os quais, por sua vez, favorecem o
processo fotocatalitico. Em funcdo da pouca influéncia observada neste estudo, é
possivel presumir uma baixa eficiéncia do processo fotocatalitico, principalmente em

fungdo da pouca quantidade de semicondutor imobilizada na superficie do eletrodo.

TABELA 2. PARAMETROS CINETICOS ASSOCIADOS AO PROCESSO DE DEGRADACAO
FOTOELETROCATALITICA DO CORANTE MODELO, NA PRESENCA DE SULFATO DE SODIO.

Exp. ka t12 (min)

1 0,028 24

2 0,030 23

3 0,041 17

4 0,048 14

5 0,025 27

6 0,026 26

7 0,037 18

8 0,045 15

*9 0,040 17
*10 0,037 18
*11 0,0406 17

médiatdesvio 0,040 +/- 0,001 17,3 +/- 0.6
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Em um processo fotoeletroquimico a degradagdo observada pode receber a
contribuicdo de 4 processos concomitantes. Sdo estes: fotdlise (presencga isolada de
radiagdo), fotocatalise heterogénea (eletrodo contendo dioxido de titdnio submetido a
radiagdo), eletrélise (eletrodos submetidos a potencial externo) e processo
fotoeletroquimico completo. Para avaliar cada uma destas contribuicdes, ensaios de
degradacéo foram realizados em pH natural da solugdo de corante (aproximadamente 6),
utilizando-se concentracao de eletrdlito de 0,01 mol L™ e densidade de corrente de 5 mA
cm.

Os resultados (Figura 20) indicam que o processo de fotdlise induz significativas
mudancgas na molécula de corante, o que permite descoloragdes da ordem de 20%, em
tratamentos de 60 min. Em idéntico tempo de reagdo, o processo de fotocatalise
heterogénea permite descoloragbes da ordem de 35%, o que se mostra relativamente
baixo, principalmente levando-se em consideragdo o efeito isolado da radiagdo. Um
comportamento similar € observado durante a aplicacdo de processos de eletrdlise, com
descoloragoes tipicas de 30 a 35%, em 60 min de reagao.

Um antecedente de relevancia esta representado pelo efeito sinérgico observado
entre as componentes foto e eletroquimica do sistema. Isto €, enquanto a soma das taxas
de descoloragdo permitidas pelos processos fotocataliticos e eletroliticos alcanga valores
da ordem de 75%, o processo fotoeletrocatalitico permite descoloragbes
substancialmente maiores, tipicamente da ordem de 90%. Trata-se de uma observacgao
que demonstra o efeito benéfico da associagdo de ambos os processos, usualmente
relacionado com o favorecimento eletroquimico dos processos fotocataliticos (Bertazzoli
et.al., 2002).
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FIGURA 20. CONTRIBUICAO DOS PROCESSOS ISOLADOS NA DEGRADAGAO
FOTOELETROQUIMICA DO CORANTE MODELO NA PRESENCA DE SULFATO DE SODIO.
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5.2.2. Degradacao de corante modelo na presencga de cloreto de sodio
Visando explorar de maneira mais aprofundada as reagodes fotoeletrocataliticas,
principalmente objetivando melhorar a eficiéncia do processo de degradag&o, um novo
estudo foi realizado na presenca de NaCl. O efeito das principais variaveis operacionais
foi investigado por um sistema de planejamento fatorial de experimentos, de acordo com

o design apresentados na Tabela 3.

TABELA 3. CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA OTIMIZACAO DO PROCESSO
FOTOELETROQUIMICO UTILIZANDO-SE NaCl COMO ELETROLITO
(Corante: 50 mg L™"; Volume: 750 mL)

VARIAVEIS/NIVEIS () 0 (+)
pH 4 6 8
NaCl (mol L) 0,01 0,03 0,05
J (mA cm?) 5 10 15
EXPERIMENTO pH [NaCl] J
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9/10/11 0 0 0

A utilizagao de cloreto de sédio provocou significativos aumentos na velocidade da
reacdo de degradacdo, o que permitiu a remocgéo praticamente completa da cor em
tempos de reacdo de 1 ou 2 min. Esta constatagao fica muito bem ilustrada na seqiiéncia
de espectros apresentados na Figura 21, que corresponde ao estudo de degradacéao
realizados nas condi¢cdes do ponto central. Como se pode observar nesta figura, a cor é
removida em uma grande extensdo no primeiro minuto de reagdo, sendo praticamente
imperceptivel nas aliquotas coletadas a partir do segundo minuto. Por este motivo néo foi
possivel realizar a avaliagdo de parémetros cinéticos, restringindo-se o estudo a

avaliagdo da taxa de degradagao observada em 1 min de reagéo.
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FIGURA 21. SEQUENCIA DE ESPECTROS REGISTRADOS DURANTE A DEGRADAGAO
FOTOELETROQUIMICA DO CORANTE MODELO, NA PRESENGA DE CLORETO DE SODIO.

Os resultados do planejamento, expressos na forma de percentual de
descoloragédo em 1 min de reagao, sdo apresentados na Figura 22. Esta representacéo,
assim como os efeitos calculados, indica que a eficiéncia do processo de degradacao é
significativamente favorecida pelo aumento da concentragéo do eletrélito e da densidade
de corrente aplicada (efeitos principais de +47 e +39 pontos percentuais,
respectivamente), o que €& coerente com informagbes publicadas na literatura
especializada (Pelegrini et.al., 1999). Por sua vez, o efeito do pH é negativo (efeito
principal de -9 pontos percentuais), o que implica favorecimento do processo de

degradacao em menores valores de pH.

100%
% %]
154 [100°%)
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FIGURA 22. REPRESENTACAO GEOMETRICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL UTILIZADO
PARA OTIMIZAGAO DO PROCESSO FOTOELETROQUIMICO (NaCl).
(EFEITOS PRINCIPAIS: pH: -9; J: 39; [NaCl]: 47; Desvio Tipico: 2%).
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O favorecimento do processo de degradagdo para maiores concentragdes de
eletrélito e maiores valores de corrente é coerente com a ocorréncia de reagdes de
degradacgao indiretas, mediadas por espécies de cloro ativo de elevado poder oxidante
(acido hipocloroso - E°=1,5V, ion hipoclorito - E°=0,89 V), que surgem por decomposi¢ao
eletroquimica de ion cloreto (Eq. 16-18) (Scialdone et al., 2009):

2CI" > Cl, +2¢’ (16)
Cl, + H,0 > HCIO + H* + CI (17)
HCIO « H* + CIO® (18)

Assim como nos experimentos envolvendo Na,SO,, os processos envolvidos no
sistema fotoeletrocatalitico para NaCl foram analisados separadamente. O estudo nao foi
realizado nas condi¢cbes experimentais que permitem a maior eficiéncia, em fungado das
dificuldades de monitoramento encontradas nesta condicdo. Assim, os estudos foram
realizados no pH natural da solugdo de corante (aproximadamente 6), utilizando-se a
menor concentracdo de NaCl (0,01 mol L") e a menor densidade de corrente (5 mA cm™).

Os resultados (Figura 23) indicam que o processo de fotdlise induz significativas
mudangas na molécula de corante, o que permite descoloragdes da ordem de 30%, em
tratamentos de 60 min. Em idéntico tempo de reagdo, o processo de fotocatalise
heterogénea permite descoloragdes da ordem de 50%, o que se mostra relativamente
baixo, principalmente levando-se em consideragéo o efeito isolado da radiagao.

Na presenca de cloreto de sédio o processo eletroquimico se manifesta
intensamente, superando largamente os processos concomitantes. Adicionalmente, a
extrema semelhanca observada no comportamento do corante frente aos processos
eletroquimico e fotoeletroquimico sugere uma menor contribuicdo dos processos
assistidos por radiagao, o que sugere, novamente, um processo de degradacéo indireta,
mediado por oxidantes clorados.
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FIGURA 23. CONTRIBUICAO DOS PROCESSOS ISOLADOS NA DEGRADAGAO
FOTOELETROQUIMICA DO CORANTE MODELO NA PRESENCA DE CLORETO DE SODIO.

Para verificar esta hipotese, tanto o consumo de ion cloreto como o surgimento de
cloro ativo, foram monitorados. Para se evitar a interferéncia do corante e de subprodutos
da sua degradacéo, estes experimentos foram realizados em solugdo aquosa contendo
ion cloreto em concentragéo de 0,01 mol L. Os resultados (Figura 24) indicam um rapido
consumo de ion cloreto e a manutencdo de concentragbes equivalentes a 50% da
concentragdo inicial, até os maiores tempos ensaiados (90 min). Hipoclorito é produzido
concomitantemente, alcangando concentragées de aproximadamente 3,2 x 10* mol L™
nos primeiros minutos de reagao, o que corresponde a uma pequena parcela do cloreto
decomposto inicialmente. Este hipoclorito, mesmo na auséncia do corante, tem sua
concentracao reduzida a aproximadamente zero no tempo final de monitoramento (90
min) podendo ser consequéncia da liberagao de gas cloro pelo sistema.

Objetivando investigar a importancia das reagbes mediadas por cloro, a solugédo
de corante foi submetida a oxidacdo quimica, na presenca de hipoclorito em
concentracdo equivalente a gerada eletroquimicamente (3,2 x 10* mol L™). Nestas
condigdes (Figura 25) o grupo cromoforo da molécula de corante é efetivamente
degradado, o que permite descoloragées da ordem de 70% em 120 min de tratamento.
Na presenca de radiagao ultravioleta (Figura 26) o processo de degradagdo se mostra
muito mais rapido, permitindo a remocao praticamente completa da cor em 4 min de

tratamento.
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FIGURA 24. MONITORAMENTO DO TEOR DE CLORETO E HIPOCLORITO DURANTE A
ELETROLISE DE UMA SOLUGAO DE CLORETO DE SODIO 0,01 mol L™.
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FIGURA 25. MODIFICAGAO DO PERFIL ESPECTRAL DAS AMOSTRAS DE CORANTE
SUBMETIDAS A REAGAO COM HIPOCLORITO (Hipoclorito: 3,2 x 10 mol L™).
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Azul QR 19 (50 mg L™)
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FIGURA 26. MODIFICAGAO DO PERFIL ESPECTRAL DAS AMOSTRAS DE CORANTE
SUBMETIDAS A REAGAO COM HIPOCLORITO (3,2 x 10“mol L) E RADIAGAO
ULTRAVIOLETA

O fato da reagao se dar de maneira mais rapida no sistema assistido por radiagao
envolve, necessariamente, a ocorréncia de reagbes fotoquimicas de relevancia. O
favoravel efeito da radiacdo foi também observado por Rajkumar e Kim (2006), em
estudos de degradacdo de corantes por processos eletroquimicos. Na auséncia de
radiagdo a taxa de mineralizagdo observada foi da ordem de 50% em tratamentos de até
120 min, enquanto que, na presenca de radiacdo, a mineralizacdo alcancou valores
superiores a 95%, em tempos de reacao de 60 min.

Em primeira analise, é possivel assumir que o efeito sinérgico observado seja
devido a formagao de espécies de maior poder oxidante, formacao esta permitida pela
presenca de radiacdo. De acordo com observacdes de Tanaka et.al. (2003), o tempo de
meia-vida da molécula de cloro é pequeno em condigcbes de fotdlise, em razdo da
formacao do fortemente oxidante radical cloro (Equagado 19). Adicionalmente, de acordo
com relatos de Lewandowski e Ollis (2003) e Han et.al.,(2003), o radical cloro apresenta
potencial suficiente para provocar a abstragdo de hidrogénio de hidrocarbonetos,

desencadeando reagdes que aceleram o processo de degradagéo (Equagao 20).
Fotolise: Cl, > 2CI° (19)

Cl +HR S HCI+R’ (20)

Por sua vez, Petit et.al. (2007) admite a possibilidade de se formar radical cloro,

por interagdo entre o ion cloreto e a superficie do eletrodo de TiO, nas condi¢des de
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fotocatalise.

Mais recentemente, Xiao et.al. (2009) justifica a maior eficiéncia de processos
oxidativos fundamentados no uso de cloro e radiagdo, nao somente em funcédo da
formacao de radical cloro, mas também em razdo da formagao de radical hidroxila, a
partir da reacao apresentada na Equagao 21.

HOCI +hv - "OH + °CI (21)

Com base nestes argumentos, € possivel assumir que a elevada capacidade de
degradacgao do processo fotoeletroquimico, quando aplicado na presenga de eletrodos do
tipo DSA® e de eletrdlitos ativos como NaCl, é devida a reagdes eletroquimicas indiretas
mediadas por espécies ativas de cloro, assistidas por processos de conversao
fotoquimica que levam a formagao de espécies de maior poder oxidante, como radical

cloro e hidroxila (Figura 27).
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FIGURA 27. REPRESENTAGCAO DO PROCESSO FOTOELETROQUIMICO NAS CONDICOES
EXPERIMENTAL ADOTADAS NESTE TRABALHO.

5.2.3. Degradacgao fotoeletroquimica de Microcistina-LR

Em fungao da rapida degradagao observada nos estudos envolvendo o corante
padrdo, a degradacdo de Microcistina-LR em solugdo aquosa (50 ug L™) foi ensaiada nas
condicbes previamente otimizadas, representadas por pH natural da solugdo de corante
(aproximadamente 6), concentracdo de NaCl de 0,01 mol L™ e densidade de corrente de
5 mA cm™. Nestas condicdes, o processo fotoeletroquimico permite a remogdo de mais

do que 90% da concentragao inicial do substrato, em tempos de reagédo de apenas 1 min
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(Figura 28). O efeito isolado do hipoclorito (3,2 x 10 mol L") e da agdo combinada do
hipoclorito e da radiagdo ultravioleta permite taxas de degradacédo bastante proximas
(60% em 1 min de tratamento), mas significativamente diferentes das observadas no
processo fotoeletroquimico. Desta forma, €& possivel supor que a componente
eletroquimica do processo em estudo favorece a ocorréncia de reagdes paralelas, as
quais contribuem com o processo de degradacéo.

Em estudos similares, mas envolvendo apenas a degradagao eletroquimica de
Microcistina-LR (40 pg L") utilizando-se um eletrodo de Ti/RuO, e densidade de corrente
de 5 mA cm?, a completa degradagao do substrato somente foi observada apés 40 min
de tratamento (Liang et.al., 2008). Por sua vez, estudos realizados por Merel et.al. (2009)
demonstram que Microcistina-LR pode ser eficientemente degradada em
aproximadamente 30 min de reacgdo, utilizando-se cloro em uma relagdo molar
(Cloro:Microcistina) da ordem de 20. Nestas condi¢des, produtos mono, di e triclorados
foram identificados, 0 que atesta a baixa capacidade de mineralizagao apresentada pela
cloracgao.

Finalmente, no unico relato encontrado na literatura sobre a degradacdo de
Microcistina por processos fotoeletroquimicos (Fraga et.al., 2009), a utilizagdo de um
sistema similar ao utilizado no presente trabalho permitiu a completa remogdo de
Microcistina e taxas de mineralizagao da ordem de 80%, em tempos de reagdo da ordem
de 20 min. Trata-se de um antecedente que confirma a existéncia de um importante efeito
sinérgico entre os processos envolvidos no sistema, o qual maximiza a eficiéncia de

degradacao do processo fotoeletroquimico.
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FIGURA 28. EVOLUGCAO DA CONCENTRAGAO DE MICROCISTINA-LR DURANTE O
PROCESSO FOTOELETROQUIMICO E NAS REAGOES COM HIPOCLORITO E
HIPOCLORITO/RADIAGAO UV.
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5.3. DEGRADACAO DE MICROCISTINA-LR POR PROCESSO
FOTOCATALITICO

Inicialmente, dois processos de degradagédo de Microcistina foram ensaiados.
Um envolvendo didxido de titdnio e outro 6xido de zinco. Para didxido de titanio, os
resultados indicam uma intensa adsorg¢ao preliminar (10 min apenas em agitagéo), o que
faz com que a concentragcéo de Microcistina seja reduzida em aproximadamente 80% nos
primeiros minutos de contato (Figura 29). Posteriormente, a degradagdo fotocatalitica
induz uma rapida de gradagdo da Microcistina em solugdo, fazendo com que a
concentracao alcance valores proximos aos do limite da quantificagdo (aproximadamente
0,3 ug L™"), em apenas 2 min de tratamento.

A elevada capacidade de adsorgdo do didxido de titanio frente a solugdes
aquosas de Microcistina € um fato bem documentado, em alguns casos chegando a
remogdes da ordem de 50 a 80% (Lawton, et.al; 2003).

Processos de degradagdo envolvendo o uso de o6xido de zinco se mostram
bastante diferenciados, com pouca adsor¢do preliminar. Neste caso, a degradagao
fotocatalitica pode ser observada com facilidade, a qual alcanca valores superiores a
95%, nos primeiros minutos de reacgéao (Figura 29).

Em ambos os casos, o monitoramento cromatografico permitiu observar o
surgimento de intermediarios de degradagdo. No caso do diéxido de titdnio estas
espécies se apresentam como picos de baixa intensidade, enquanto que para oxido de
zinco a intensidade se apresenta significativamente maior.
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FIGURA 29. MODIFICACAO DA CONCENTRACAO DE MICROCISTINA DURANTE A
DEGRADACAO FOTOCATALITICA NA PRESENCA DE TiO, E ZnO.
(Microcistina: 12,5 pg L™"; volume: 250 mL, semicondutor: 50 mg; pH: 6,0 (ZnO) e 4,0 (TiO,)).
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Em fungdo da elevada capacidade de degradagdo observada nos testes
preliminares, as principais variaveis operacionais envolvidas no processo de fotocatalise
foram otimizadas por um sistema de planejamento fatorial de experimentos. Referido
estudo envolveu as variaveis: pH e massa de fotocatalisador, cada uma das quais foi
estudada nos niveis apresentados na Tabela 4. Em razdo da elevada capacidade de
adsorgao apresentada pelo TiO, no estudo preliminar, a concentragéo de Microcistina-LR
foi elevada a 50 ug L™, de maneira a permitir a observagao do processo de degradagéo
fotocatalitica.

Os resultados, apresentados na forma de diagramas de representagdo geométrica
indicam uma influéncia pouco expressiva da massa de fotocatalisador na capacidade de
degradagao do processo fotocatalitico. Por sua vez, o pH apresenta um efeito negativo (-
5) na capacidade de degradagao do sistema assistido por TiO, (Figura 30) e positivo (3,5)
nos sistemas assistidos por ZnO (Figura 31), o que sugere favorecimento do processo de
degradacao em diferentes condigbes de acidez.

Segundo a literatura, o efeito do pH esta relacionado com a modificagdo das
propriedades superficiais do semicondutor e da forma quimica do composto alvo
(Hoffman et.al., 1995; Blesa, 2001). Desta forma, o processo de fotocatalise mediado por
TiO, costuma ser mais eficiente em meio acido, usualmente entre pH 3 e 5, enquanto que
o processo mediado por ZnO uma melhor eficiéncia pode ser observada quando usados
pH entre 6 e 8 (Blesa, 2001).

TABELA 4. CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA OTIMIZACAO DO PROCESSO DE
FOTOCATALISE HETEROGENEA
(Microcistina-LR: 50 pg L'1; Volume: 200 mL, Tempo de reagéo: 1 min, Controle: ELISA)

Variaveis/Niveis + 0 -
pH 4 6 8
Massa TiO, (mg) 50 100 150
% Degradacgao
Experimento pH | Massa
TiO, ZnO
1 - - 96 89
2 + - 89 91
3 - + 95 90
4 + + 92 95
5 0 0 95+/-0,24 | 94+/-1,3
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FIGURA 30. REPRESENTACAO GEOMETRICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL
UTILIZADO PARA OTIMIZAGAO DA FOTOCATALISE HETEROGENEA (TiO,). (Efeitos principais:

pH: -5,0+/-0,24; Massa: 1,0+/-0,24; pH x Massa: 2,0 +/-0,24).

Massa ZnO
(n|19}

90% | 95%
94+1-1,3%
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1 1 1 >
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FIGURA 31. REPRESENTACAO GEOMETRICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL
UTILIZADO PARA OTIMIZACAO DA FOTOCATALISE HETEROGENEA (ZnO). (Efeitos principais:
pH: 3,5+/-1,3; Massa: 2,5+/-1,3; pH x Massa: 1,5+/-1,3).

Embora os efeitos calculados indiquem valores de pH de maior eficiéncia, as

diferengas percentuais observadas entre condi¢cdes diferentes séao

relativamente

pequenas. Sendo assim, as condicbes selecionadas para a realizagdo de estudos

subsequentes correspondem ao pH natural da solugdo aquosa de Microcistina-LR

(aproximadamente 6) e massa de fotocatalisador de 50 mg. Nestas condigbes, ambos
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fotocatalisadores permitem a degradagéo de mais do que 90% da concentragdo inicial de
Microcistina, em apenas 1 min de tratamento.

Utilizando-se as condigdes experimentais antes salientadas, a degradagdo de
solugdes aquosas de Microcistina-LR (50 pg L") foi avaliada por tempos de até 10 min,
observando-se os resultados apresentados nas Figuras 32.

Nos processos assistidos por TiO, (Figura 32A), observa-se uma progressiva
adsorgdo do substrato no fotocatalisador, o que leva a remogao de aproximadamente
60% do teor inicial de Microcistina-LR, em 10 min de tratamento. Nos processos que
envolvem o uso de ZnO (Figura 32B) a adsorcao é significativamente desfavorecida, o

que implica em taxas de remocao da ordem de 30%, em idéntico tempo de reacéo.
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FIGURA 32.

VARIAGAO DA CONCENTRAGCAO DE MICROCISTINA-LR DURANTE
TRATAMENTO FOTOCATALITICO ASSISTIDO POR (A) TiO, e (B) ZnO (Radiagdo UV-C).
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O processo de fotdlise (radiagdo UV-C) induz uma rapida degradagdo de
Microcistina-LR, o que permite a sua remocéo praticamente completa em tempos de
reacado de 5 min. A elevada fotosensibilidade da Microcistina-LR ja foi relatada por Tsuiji
et al. (1995). Neste trabalho foi verificada uma mudanga conformacional da molécula de
Microcistina-LR (Figura 33 A), quando submetida a radiag&o ultravioleta. Este processo
envolve uma leve modificagdo do grupo Adda, o que leva a geragdo de uma nova forma
de Microcistina (6(Z)-Adda-Microcistina-LR, Figura 33B), a qual, afortunadamente, ndo
possui potencial carcinogénico e mutagénico.

Tal como verificado nos estudos preliminares, o processo fotocatalitico permitiu a
rapida degradagdo da molécula de Microcistina-LR, promovendo remogdes da ordem de

90% em 5 min de tratamento.

Adda HsC,
H H

FIGURA 33. REPRESENTACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DA (A) MICROCISTINA-LR e (B)
6(Z)-Adda MICROCISTINA-LR (Fonte: Tsuiji et.al.,1995)
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Em funcéo do importante efeito provocado pela radiagcdo UV-C, novos estudos
de degradagao foram realizados na presenga de radiagdo de menor energia. Com este
fim, a lampada a vapor de mercurio foi protegida por um bulbo de vidro Pyrex, o qual
permite a passagem de radiagdo de comprimento de onda superior a 320 nm (UV-A).
Nestas condi¢des (Figura 34A e B), o processo de fotdlise torna-se menos intenso, ao

passo que o processo de fotocatalise mantém a sua elevada eficiéncia de degradagéo.
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FIGURA 34. VARIACAO DA CONCENTRACAO DE MICROCISTINA-LR DURANTE
TRATAMENTO FOTOCATALITICO ASSISTIDO POR (A) TiO; e (B) ZnO (Radiacdo UV-A).

Estudos que objetivaram a identificacdo de intermediarios do processo
fotocatalitico foram realizados, utilizando-se a cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM). Em fungéo da sensibilidade

relativamente baixa do analisador de ions utilizado (triplo quadrupolo) para a molécula de
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Microcistina-LR, os estudos foram realizados com concentragcdes mais elevadas de
Microcistina-LR, tipicamente 1 mg L™,

Inicialmente foi caracterizado o padrdo de Microcistina-LR, o qual apresentou o
cromatograma e o espectro de massas apresentado na Figura 35. O pico cromatografico
que caracteriza o padrao apresentou tempo de retengéo de 3,91 min, correspondendo ao
ion quasi molecular (M+H)" de relagdo m/z 995,2, o que é coerente com antecedentes da

literatura (Antoniou et.al., 2008).
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FIGURA 35. (A) CROMATOGRAMA E (B) ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR CLAE-ESI/EM
DE UMA SOLUGAO PADRAO DE MICROCISTINA-LR (1mg L™, Tr = 3,9 min.).
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Nos estudos envolvendo o processo de fotdlise a amostra foi submetida a
irradiacdo por tempos de até 3 min, utilizando-se radiacdo UV-C e UV-A. Utilizando-se
radiagdo de maior energia (UV-C), observou-se manutencdo da intensidade do pico
principal (Tr = 3,91), o qual, entretanto, apresentou perfil que sugere coeluicdo de outras
trés espécies, com tempo de retengéo de 4,0, 4,1 e 4,2 min (Figura 36).

Na andlise por espectrometria de massas (Figura 37) observa-se praticamente o
mesmo sinal de ion molecular (relagao m/z entre 995,3 e 995,5), assim como um perfil de
fragmentacdo bastante similar, o qual difere, unicamente, nas intensidades e
abundancias relativas. Estas observagdes sugerem a coeluigdo de compostos de grande
similaridade, antecedente que, por sua vez, poderiam confirmar as observagdes de Tsuji
(1995), relacionadas com a isomerizagdo da Microcistina-LR quando submetida a
radiacdo de elevada intensidade.

Um estudo similar foi realizado na presenca de radiagdo de menor energia (UV-A),
obtendo-se os resultados apresentados na Figura 36. Neste caso, tanto a intensidade
como o perfil do pico cromatografico se mantém praticamente inalterado, em relagéo ao
padrao, o que sugere a manutengdo do composto em sua estrutura original (relagédo m/z
de 995,2). Trata-se de um resultado coerente com as observagdes relatadas por Welker e
Steinberg (1998), relacionada com a resisténcia de solugdes aquosas de Microcistina-LR

frente a agcéo de radiagdo de menor energia (solar).
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FIGURA 36. CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA_LR
SUBMETIDA A FOTOLISE (UV-C).
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FIGURA 38. (A) CROMATOGRAMA E (B) ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR CLAE-ESI/EM

DE UMA SOLUCAO PADRAO DE MICROCISTINA-LR SUBMETIDA A FOTOLISE UV-A
(1 mgL", Tr = 4,11 min).

Nos estudos envolvendo fotocatalise heterogénea os ensaios inicias confirmaram
uma elevada eficiéncia de degradacdo, nao sendo possivel a deteccdo de nenhum
intermediario de degradacédo, para ambos os fotocatalisadores utilizados. Buscando
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visualizar os intermediarios durante a reagdo as condicbes de tratamento foram
abrandadas, mantendo-se a concentragéo do fotocatalisador em solugéo (250 mg L") e a
concentragdo de Microcistina-LR (1 mg L"), mas alterando-se a forma de exposigdo a
radiacdo. Neste caso, a radiacdo UV-C foi fornecida por uma lampada a vapor de
mercurio (125 W) colocada sobre a superficie da solugdo, a uma distancia de 15 cm.

Nos experimentos envolvendo ZnO basicamente dois picos cromatograficos sdo
observados em tratamentos de 1 minuto (Figura 39). O primeiro (Tr=4,26 min)
corresponde a uma relagédo m/z de 1017,3 (Figura 40A), o que, suportado por resultados
relatados por Antoniou (2008), sugere a incorporagdo de 3 grupos hidroxila no
grupamento Adda e a saida de CO do grupamento 4 (Arginina), com formagdo da
espécie transiente apresentada na Figura 41. O segundo pico (Tr=1,8 min) corresponde
ao surgimento do fragmento m/z 825,8 (Figura 40B), o que sugere quebra da ligagdo C8-
C9 e saida do grupo aminado da arginina (Figura 42), a partir da espécie trihidroxilada

anterior.
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FIGURA 39. CROMATOGRAMA OBTIDO VIA CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA-LR
SUBMETIDA A DEGRADAGAO POR FOTOCATALISE (ZnO) EM 1min DE REAGAO.
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FIGURA 41. ESTRUTURA SUGERIDA PARA O COMPOSTO OBSERVADO NO ESPECTRO DE
MASSAS (FIGURA 40A) m/z 1017,3.
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FIGURA 42, ESTRUTURA SUGERIDA PARA O COMPOSTO OBSERVADO NO ESPECTRO DE
MASSAS (FIGURA 40B) m/z 825,8.

Para maiores tempos de reagdo (3 e 5 min), a técnica cromatografica permite
visualizar um pico de fragmentagao similar a do padrdo de Microcistina-LR, porém com
intensidade significativamente reduzida (Figuras 43 a 46). Um segundo pico é observado
em um tempo de retencdo de 1,8 min, correspondendo a uma relacdo m/z de 1044,9
(reagéo de 3 min) e 1061,2 (reagcado de 5 min). O primeiro pode corresponder a molécula
de Microcistina trihidroxilada, enquanto que a segunda sugere uma molécula
tetrahidroxilada.
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Infelizmente, nenhum trabalho que relate a degradagao de Microcistina-LR por
fotocatalise mediada por ZnO foi encontrado na literatura especializada, o que dificulta
uma avaliagdo destes resultados. Entretanto, estudos de degradagdo envolvendo o
sistema TiO,/UV sugerem a formagédo de pelo menos 14 produtos de degradacéo,
apresentando relagdes m/z entre 783,4 e 1071,5. Em geral, a formagédo de fragmentos
com m/z > 1000 estd associada a adicdo de hidroxila em ligagdes insaturadas,
principalmente dos grupos Adda e Mdha (Antoniou et.al., 2008).
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FIGURA 43. CROMATOGRAMA OBTIDO VIA CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA-LR
SUBMETIDA A DEGRADAGAO POR FOTOCATALISE (ZnO) EM 3 min DE REACAO.
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FIGURA 44. ESPECTRO DE MASSAS EXTRAIDO DO CROMATOGRAMA (FIGURA 43) NOS

TEMPOS DE RETENCAO (A) em Tr = 1,8 min e (B) em Tr = 4 min.
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FIGURA 45. CROMATOGRAMA OBTIDO VIA CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA-LR
SUBMETIDA A DEGRADAGAO POR FOTOCATALISE (ZnO) EM 5 min DE REACAO.
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FIGURA 46. ESPECTRO DE MASSAS EXTRAIDO DO CROMATOGRAMA (FIGURA 45) NOS
TEMPOS DE RETENGAO (A) em Tr = 1,8 min e (B) em Tr = 4 min.
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Nos experimentos envolvendo TiO, foi observado um comportamento diferente
daquele observado nos processos mediados por ZnO. No primeiro minuto de exposi¢ao
(Figuras 47 e 48) pode-se observar um decréscimo do pico de Microcistina-LR (Tr = 4
min), diminuicdo esta que € mais significativa que no caso do ZnO. Adicionalmente, um
segundo pico € evidenciado em 1,8 min, o qual, com uma relagao m/z de 804,7, sugere a
formagdo de um fragmento que resulta da perda de grupamentos Adda e Leucina da

molécula de Microcistina-LR trihidroxilada (Figura 49).
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FIGURA 47. CROMATOGRAMA OBTIDO VIA CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA-LR
SUBMETIDA A DEGRADAGAO POR FOTOCATALISE (TiO,) EM 1 min DE REACAO.
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FIGURA 49. ESTRUTURA SUGERIDA PARA O COMPOSTO OBSERVADO NO ESPECTRO DE
MASSAS (FIGURA 48A) m/z 804,2.

Em 3 minutos de reagdo (Figuras 50 e 51), observa-se praticamente o
desaparecimento do pico da Microcistina-LR (Tr = 4 min) e do intermediario com Tr = 1,8
min, aparecendo somente um pico coeluido presente em todos os cromatogramas, em

1,5 min.
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FIGURA 50. CROMATOGRAMA OBTIDO VIA CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA-LR
SUBMETIDA A DEGRADAGAO POR FOTOCATALISE (TiO,) EM 3 min DE REACAO.
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FIGURA 51. ESPECTRO DE MASSAS EXTRAIDO DO CROMATOGRAMA (FIGURA 50) NO
TEMPO DE RETENGAO DE 4 min.

Em 5 minutos de reagdo (Figuras 52 e 53) o pico referente a Microcistina-LR
apresenta baixa intensidade, enquanto que novamente se observa o aparecimento de um
intermediario em Tr de 1,8 min, cujo espectro de massas apresenta fragmentos de baixa
intensidade. O mais significativo aparece em m/z de 1034.7, podendo ser atribuido a
molécula de Microcistina-LR modificada pela adigdo de 3 grupos hidroxila e pela remogéao
de um grupo CHj3, provavelmente do grupamento Adda (Figura 54).

O surgimento deste tipo de intermediario (5 min), apds completa eliminagao no
tempo de reacdo anterior (3 min), pode ser um indicativo do complexo sistema de
sorgao/dessorgao/degradagdo a que a Microcistina-LR é submetida em processos

fotocataliticos que envolvem o uso de semicondutores de elevada area superficial.
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FIGURA 52. CROMATOGRAMA OBTIDO VIA CLAE-ESI/EM DE MICROCISTINA-LR
SUBMETIDA A DEGRADAGCAO POR FOTOCATALISE (TiO,) EM 5 min DE REACAO.
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FIGURA 53. ESPECTRO DE MASSAS EXTRAIDO DO CROMATOGRAMA (FIGURA 52) NO

TEMPO DE RETENGAO Tr = 1,8 min.
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FIGURA 54. ESTRUTURA SUGERIDA PARA O COMPOSTO OBSERVADO NO ESPECTRO DE
MASSAS (FIGURA 53) m/z 1034,7.

Em fungdo da complexidade da molécula de Microcistina-LR e das ndao menos
complexas vias reacionais da fotocatalise, a proposta de mecanismos de degradagao se
apresenta bastante dificil. De acordo com informagdes da literatura, grande parte dos
intermediarios do processo de degradagdo aparece ja nos 2 primeiros minutos de
tratamento, sendo completamente eliminados em tratamentos da ordem de 120 min.

No inicio, grande parte dos intermediarios corresponde a formas polihidroxiladas
(m/z > 1000), formadas por adigdo ou substituigdo nas insaturagcdes dos grupos Adda e
Mdha. Posteriormente, a labil ligagdo C8-C9 do grupo Adda pode ser quebrada com
relativa facilidade, formando fragmentos de m/z da ordem de 850. A seguir, residuos
peptidicos mais labeis podem ser também eliminados, o que leva a reagdes de ciclizagao
intramolecular, com formagao de ciclos de menor massa (m/z da ordem de 700).

Uma proposta de mecanismo, fundamentada nestas observagbes e suportada por

antecedentes da literatura, é apresentada na Figura 55.
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FIGURA 55. VIAS REACIONAIS PROPOSTAS PARA A DEGRADACAO FOTOCATALITICA DE
MICROCISTINA-LR (Fonte: Antoniou et.al., 2008 - Adaptado)
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5.3.1. Estudos de degradag¢ao em reator continuo

Dando continuidade aos estudos de degradagao por fotocatalise heterogénea, a
escala de tratamento foi ampliada, utilizando-se um reator continuo composto por 4
unidade fotoquimicas, cada uma das quais com um volume util de 2,6 L. Neste estudo
foram utilizados 50 L de solugdo de Microcistina-LR (5 pg L), no seu pH natural
(aproximadamente 6), e 12,5 g de fotocatalisador (250 mg L™).

Trabalhando-se com vazdo de 1 L min™ o tempo de residéncia da solugdo nos
reatores foi de 2,6, 5,2, 7,8 e 10,4 min, sendo que a primeira aliquota foi amostrada
somente apos todos os reatores estarem completamente cheios (aproximadamente 11
min de reagao).

A partir dos resultados apresentados na Figura 54, envolvendo o uso do sistema
TiO,/UV, é possivel observar que ja no primeiro reator (R1: 2,6 min) a concentragao do
substrato se apresenta inferior ao limite recomendado pela OMS para agua potavel (1 ug
L™"). Nos reatores seguintes, nos quais aumenta o tempo de residéncia, a concentragéo
de Microcistina diminui sistematicamente, alcangando finalmente valores muito proximos
ao do limite de determinagdo (0,1 pg L”). Desta forma, e de maneira similar ao
tratamento em escala de bancada, a fotocatalise heterogénea se mostra muito eficiente
no tratamento de aguas contaminadas com Microcistina-LR.

No processo mediado por ZnO (Figura 55) a eficiéncia de degradacdo é
significativamente inferior, o0 que faz com que o limite recomendado pela OMS somente
seja alcangado em maiores tempos de residéncia (R4: 10, 4 min).

Diferencas entre os sistemas ZnO/UV e TiO,/UV ja eram esperadas, em fungéo da
costumeira maior eficiéncia de degradacao dos sistemas mediados por TiO, (Yeber et. al,
1999) e da significativa adsorg¢ao propiciada por este semicondutor.

Ainda assim, os resultados obtidos sugerem uma boa potencialidade do processo
fotocatalitico continuo para remediagcdo de aguas contaminadas com este tipo de

substrato.
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6. ESTUDOS DE VIABILIDADE TECNICA

Levando-se em consideracdo os bons resultados observados no tratamento
fotocatalitico continuo de Microcistina-LR, considerou-se pertinente avaliar, mesmo que
de maneira preliminar, os custos da sua aplicagdo, tomando-se como referéncia o custo
do tratamento com carvao ativado.

Conforme citado anteriormente, 50mg/L de carvao ativado pulverizado (CAP)
usualmente permitem a remocao de 80% do teor de cianotoxinas em agua. Desta forma,
o custo associado ao tratamento com CAP seria da ordem de R$ 0,01 por litro de agua
tratada (valor do CAP: R$ 4,00/kg, Bonechar do Brasil), desconsiderando-se gastos de
tratamento ou disposicao final das fases sdlidas saturadas.

Em contrapartida, o processo de fotocatalise heterogénea com ZnO (substrato
que apresentou menor adsorgao da Microcistina-LR) implicaria os gastos salientados a
seguir:

1-2ZnO (500g) — R$ 24,50 (Fonte: MERSE)

2 - Lampada a vapor de Mercurio — R$ 5,40 (Fonte: INDUSPAR)

3 - Consumo por hora da lampada a vapor de mercurio: 0,2 kW/h (Fonte: ASTIM)

4 - Valor do kW/h: R$ 0,46 (Fonte: COPEL)

Para o tratamento de 1 litro de dgua necessitamos de 250 mg de ZnO (R$: 0,01) e
1 minuto de lampada ativada (R$ 0,09). Desta forma, ndo levando em consideragéo a
compra da lampada ja que esta pode ser utilizada em inumeros experimentos, o custo
total do processo seria de R$ 0,10 por litro de agua tratada. Neste caso o processo ja tem
como produto final a Microcistina-LR completamente degradada, n&o exigindo
tratamentos posteriores que poderiam agregar outros custos ao processo.

Infelizmente, o Unico inconveniente encontrado para a aplicagdo em larga escala
deste processo em nosso grupo de pesquisa € o desconhecimento de engenharia
necessario para a elaboragao de um projeto de reator com grande volume de tratamento,

que atenda as necessidades de tratamento atuais nas Estacdes de Tratamento de Agua.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

O processo fotoeletroquimico apresentou elevada eficiéncia para degradagao do
corante modelo, quando na presenca de NaCl como eletrdlito, alcangando descoloragbes
praticamente completas em tempos de tratamento de 1 minuto. Na presenga de Na,SO,
o processo de descoloragado perde eficiéncia, alcangando valores maximos da ordem de
90% em tratamentos de 40 minutos.

Nos estudos envolvendo a degradagdo fotoeletroquimica de Microcistina-LR em
solucdo aquosa foram observados resultados bastante promissores, destacando-se a
remogao de aproximadamente 90% da concentragao inicial do substrato em estudo, em 1
minuto de reagao.

O processo fotocatalitico com ambos fotocatalisadores também se mostrou
promissor para a degradacéo de Microcistina-LR em solugdo aquosa, permitindo taxas de
degradagdo da ordem de 90% em tempos de reagcdo de apenas 1 minuto. Esta
degradacgao foi comprovada em monitoramentos envolvendo CLAE-EM, técnica esta que,
adicionalmente, permitiu a observacao de subprodutos de degradagao caracteristicos.

A elevada fotosensibilidade da Microcistina-LR faz com que importantes graus de
degradagao sejam observados nos processos de fotdlise. Entretanto, referido processo
costuma estar associado apenas a pequenas mudangas conformacionais, as quais, de
carater reversivel, podem implicar em restituicio do composto de partida, conforme pode
ser demonstrado através da analise cromatograficas dos intermediarios.

Quando aplicado no modo continuo, o processo de fotocatalise heterogénea se
mostra igualmente eficiente, fazendo com que a concentragao de Microcistina-LR residual
alcance valores inferiores ao limite recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (1
ug L™), obtendo-se degradagdes superiores a 80% com ambos os fotocatalisadores (TiO,
e Zn0).
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