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RESUMO

Devido a intensificagcdo de periodos secos causados pelas mudangas climaticas
combinadas com o aumento do aporte de nutrientes em recursos hidricos, existe o
favorecimento do desenvolvimento de microrganismos resilientes, entre elas as
denominadas cianobactérias. As quais geram um grupo diverso de toxinas naturais,
denominados de cianotoxinas. A mais frequente delas € um hepatotoxina formada por
um heptapeptidio ciclico denominado Microcistina-LR. De modo a reduzir a exposi¢ao
a cianotoxinas, 6rgaos responsaveis pela regulagcdo do tratamento de agua impéem
valores maximos permissiveis para a mesma. Para alcancgar essas diretrizes, diversas
séo as tecnologias de tratamento utilizadas, sendo a oxidagéo, mais precisamente a
utilizagdo do processo Fenton destacada, devido sua facil implantagdo e alta
capacidade de geracgéo de radicais hidroxila. Contudo a principal preocupag¢do com
oxidagao de qualquer substancia, nesse caso a toxina MC-LR, é o possivel efeito de
sua polui¢cao secundaria, caracterizada pela formacao de subprodutos de oxidagao de
igual ou maior toxicidade do que o composto original. Diante do exposto, o objetivo
dessa pesquisa foi a avaliagdo da formacdo de subprodutos durante a oxidacéo de
Microcistina-LR em agua tipo | (agua ultrapura) com a utilizagdo do processo Fenton
e possivel elucidagéo dos seus fragmentos de massa gerados. Resultados assinalam
que o processo Fenton possui maior efetividade em pHs acidos, nos valores 3 e 5,
com maior taxa de degradacao da toxina em ambos. Adicionalmente, foi-se elucidado
5 fragmentos-moléculas de oxidagdo os quais foram m/z: 649 (C24H39N7014), 689
(C28H45N7013), 729 (C29H4sN10012), 769 (CasHssN10011), 808 (CssHseN10012) com
calculos de formulas quimicas aproximadas. Notou-se que a MC-LR foi oxidada
através da quebra do grupo Adda, o que resulta na perda de atividade biolégica da
molécula, além de outras vias de oxidagao, nos peptideos: Mdha, Leucina e Arginina.
Em todos os subprodutos estudados a estrutura ciclica da MC-LR ficou intacta.
Recomenda-se para proximos estudos a utilizagdo de substancias padrées de MC-LR
para contaminagdo da agua de estudo, avaliagdo da formacdo de fragmentos em
outras matrizes e purificacdo dos subprodutos para analises de biotoxicidade.

Palavras-chave: Tratamento de agua; Cianotoxinas, Processos Oxidativos

Avangados, Espectrometria de massas.



ABSTRACT

Due to the dry periods intensification caused by climatic changes combined with the
nutrient input increase in water resources, the development of resilient
microorganisms, named cyanobacteria in this environment, is favored. Which generate
a diverse group of natural toxins, called cyanotoxins. The main one being a hepatotoxin
formed by a cyclic heptapeptide called Microcystin-LR. Thus, in order to reduce
exposure to cyanotoxins, organizations responsible for water treatment regulation
impose maximum permissible values for the toxin concentration. For meeting these
guidelines, several treatment technologies are used, and oxidation, specifically the
Fenton process use can be highlighted, due to its easy deployment and high hydroxyl
radicals’ capacity generation. However, the main concern with any substance
oxidation, in this case the MC-LR toxin, is its secondary pollution, characterized by the
oxidation by-products formation of equal or greater toxicity than the parent compound.
In view of the above, the objective of this research was to evaluate the formation of by-
products during the oxidation of Microcystin-LR in type | water using the Fenton
process and possible elucidation of its mass fragments. Results indicate that Fenton
process is more effective in acidic pHs, in the values 3 and 5 studied, with a higher
rate of toxin degradation in both. Furthermore, it was elucidated 5 mass fragments
which were m / z: 649 (C24H39N7014), 689 (C2sHa5N7013), 729 (C29H48N10012), 769
(Cs3Hs6N10011), 808 (C3sHs6N10012) with approximate chemical formula. The MC-LR
was oxidized through the breakdown of the Adda group, which results in the molecule
biological activity loss. In addition, other oxidation pathways, was in Mdha, Leucine
and Arginine peptides. In all by-products studied the MC-LR cyclic structure was intact.
It is recommended, for further research the use MC-LR standard substances for study
water contamination, evaluation of fragments formation in others matrices and by-
products purification for biotoxicity analyzes.

Keywords: Water Treatment, Cyanotoxins, Advanced Oxidative Processes, Mass

Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Devido a intensificagdo de periodos secos causados pelas mudangas climaticas
(IPCC, 2007; ELLIOTT, 2012; O'NEIL et al., 2012; PAERL E PAUL, 2012; PAERL E
SCOTT, 2010, LEHMAN et. al., 2017) combinadas com o aumento do aporte de
nutrientes (fésforo e nitrogénio) em recursos hidricos (BRASIL et al., 2017,
ADWG,2011), alguns microrganismos fitoplanctons tendem a prevalecer em
detrimento de outros neste meio, devido a sua resiliéncia a essas novas condigdes.

As caracteristicas trazidas para estes recursos hidricos pela seca, tais como:
aumento da salinizagdo, aumento da temperatura da agua (apurada estratificagdo
térmica vertical dos ecossistemas aquaticos), alteracées nos padrées climaticos
sazonais e anuais deste meio e mudancgas nos periodos de residéncia evaporativo e
hidraulico (aumentando, assim, a retencdo de nutrientes), favorecem o
desenvolvimento de cianobactérias (BRASIL et al.,, 2017; LEHMAN et. al., 2017;
JOURNEY, BEAULIEU E BRADLEY, 2013) causando, dessa forma, as floragées
excessivas.

Cianobactérias sao bactérias aerdbias fotoautotréficas, pertencentes ao dominio
Bacteria de acordo com classificagdo de WOESE, KANDLER e WHEELIS (1990), mas
apresentando diversas caracteristicas que as diferenciam de outros integrantes desse
dominio. Dentre a diversidade desse filo, algumas cepas de cianobactérias podem
ser produtoras de toxinas intracelulares e extracelulares, toxinas estas, tais como
Anatoxina e Cilindropermopsina - (neurotoxinas), Microcistina (MC) - (hepatotoxina),
as quais podem vir a contaminar os recursos hidricos.

Algumas dessas toxinas, tais como as MC sdo mais potentes que cianeto
(CHORUS e BARTMAN, 1999) e representam riscos para a saude humana e animal.
A mesma toxina possui mais de 90 analogos estruturais ja identificados (BORTOLI e
VOLMER, 2014), dentre os quais a hepatotoxina Microcistina-LR (MC-LR), que é um
dos analogos predominantes e de elevada toxicidade (CATHERINE et al., 2017). Essa
toxina possui uma molécula composta por sete aminoacidos conectados por ligagbes
peptidicas em uma configuragao ciclica, as quais garantem sua atividade biolégica e
solubilidade.

Dessa forma, de modo a reduzir a exposigao a cianotoxinas, principalmente a

MC em agua de abastecimento, 6rgdos responsaveis pela regulagcédo do tratamento

12



de agua estabelecem um valor maximo permitido para a concentragdo da mesma.
Esse valor é preconizado em 1,0 pg.L"' de MC-LR ou MC total, regulado pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) em suas diretrizes e na legislagédo de diversos
paises, salvo algumas excegdes.

Como essas substancias podem ser consideradas micropoluentes, processos de
convencionais de tratamento de &gua, que incluem coagulagdo, floculagéo,
sedimentacgao, filtracdo e desinfec¢do, possuem limitada efetividade na remocgéo de
dessas toxinas. Outras tecnologias de tratamento, tais como processos de separagéo
por membranas e carbono ativado (pulverizado ou granular), apenas transferem a
toxina de meio, o que implica na necessidade de um pds-tratamento do material
contaminado antes da sua disposic¢ao final.

De forma a contornar essa situagdo, oxidantes comuns, tais como cloro,
permanganato de potassio, ozbnio, peroxido de hidrogénio e ferrato podem ser
utilizados para degradar essa toxina. Além disso, outras formas de oxidagao,
compostas por processos oxidativos avangados (POAs), tém chamado atencédo de
diversos pesquisadores, devido a seus resultados promissores. Dentre estes os
processos oxidativos avangados destaca-se o Fenton.

O processo Fenton ocorre através da decomposicdo do perédxido de hidrogénio
(H202) catalisado por ions ferrosos (Fe?*) em meio acido gerando radicais hidroxila
(OH-) sendo muito utilizado para oxidagao de compostos organicos, tais como a toxina
estudada.

Diversos sdao os parametros que podem afetar a oxidagdo de um composto
qualquer pelo processo Fenton, como: pH, dosagem de oxidante, qualidade da agua,
complexidade dos compostos a serem tratados e competicdo na degradagdo com a
matéria organica dissolvida. Todos essas variaveis podem causar um maior consumo
de oxidante, assim como ineficiéncia do mesmo.

Contudo, a principal preocupagao com a oxidagao de qualquer substancia, nesse
caso a toxina MC-LR, é sua poluicdo secundaria, caracterizada pela formagéo de
subprodutos de oxidagdo de igual ou maior toxicidade do que o composto original.
Com isto, diversos métodos sao utilizados para elucidagéo (identificagdo) desses
compostos, dentre eles a Espectrometria de massas (EM) que apresenta resultados
favoraveis para o conhecimento das estruturas quimicas.
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Diante do exposto, devido a crescente probabilidade no aumento da
concentragdo dessa toxina em recursos hidricos, caracterizado pelas as variaveis:
mudangas climaticas, aumento na frequéncia de periodos secos e aumento no aporte
de nutrientes. Nota-se a necessidade do conhecimento e elucidagédo dos subprodutos
de oxidagao de microcistina-LR em tratamento com o processo oxidativos avangados,
mais precisamente no processo Fenton. Visto que a literatura especializada € escassa
na identificagdo de subprodutos de oxidagdo de MC-LR com o processo de tratamento

em questao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a formagao de subprodutos durante a oxidagdo de microcistina-LR em agua
tipo | (dgua ultrapura) com a utilizagdo do processo Fenton.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar quais s&o os principais intermediarios de degradagcdo em
diferentes condigbes de pH, para o tratamento proposto;

o Avaliar os padrboes de pico dos espectrogramas de massa para
identificagdo dos subprodutos com o tempo de oxidagao;

o Comparar os subprodutos obtidos com os citados em literatura
especializada, e

o Elucidar a composicao dos fragmentos de massa encontrados.

15



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Corpos hidricos, secas, eutrofizacao e cianobactérias

Devido a intensificagdo dos periodos secos causados pelas mudancas climaticas
(IPCC, 2007; ELLIOTT, 2012; PAERL E PAUL, 2012; PAERL E SCOTT, 2010;
LEHMAN et al., 2017) combinadas com o aumento do aporte de nutrientes (fésforo e
nitrogénio) em recursos hidricos (O'NEIL et al., 2012; BRASIL et al., 2017 ,
ADWG,2011), alguns microrganismos fitoplanctons tendem a prevalecer em
detrimento de outros neste meio, devido a sua capacidade de adaptacédo a essas
novas condigdes.

As caracteristicas trazidas para estes recursos hidricos pela seca, tais como:
alteragbes nos padrbes climaticos sazonais e anuais deste meio e mudangas nos
periodos de residéncia evaporativo e hidraulico (aumentando, assim, a retengéo de
nutrientes), aumento da temperatura da agua (apurada estratificagdo térmica vertical
dos ecossistemas aquaticos) e aumento da salinizagéo, favorecem o desenvolvimento
de cianobactérias (BRASIL et al., 2017; LEHMAN et al., 2017 ;JOURNEY, BEAULIEU
E BRADLEY, 2013) causando, dessa forma, as floragées excessivas das mesmas.

Com todas as alteragbes citadas, estudos afirmam que as mudangas
climaticas, principalmente o aumento de temperatura na agua favorecem o aumento
de floracdes de cianobactérias (LEHMAN et al., 2017), aumento na produgao de cepas
toxicas dos géneros de Microcistis spp. (MOWE et al., 2015) assim como o0 aumento
na concentragdo da toxina extracelular MC, liberada pela espécie, Planktothrix
agardhii (WALLS et al., 2018).

3.2 Cianobactérias e cianotoxinas

Como explicado no item 3.1, alguns organismos fitoplanctons tendem a
prevalecer em detrimento de outros em ambientes de clima quente, seco e com alta
concentragdo de nutrientes dissolvidos no meio. Dentre os principais organismos
podemos citar as cianobactérias, microrganismos antigos, com vasta distribuicdo
global. Elas foram responsaveis pela a criagdo de atmosfera aerdbica na Terra cerca
de 2220 — 2400 milhdes de anos atras, via sua produgao de oxigénio pela fotossintese,
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sendo ainda hoje uma das maiores agentes no ciclo bioldgico do carbono, nitrogénio
e minerais. (CODD, MERILUOTO e METCALF, 2017; JIANG et al., 2014).
De acordo com Castenholz (2015), as cianobactérias possuem caracteristicas

muitos peculiares as quais sao citadas a seguir:

Além de compartilhar os recursos celulares basicos de outras Bactérias, as cianobactérias
possuem caracteristicas Unicas, distinguindo-as de todos os outros procariontes e encaixando-as ela
no dominio Bacteria, dentre tais caracteristicas pode-se citar: a parede celular em cianobactérias € do
tipo Gram-negativo (mais espessa que o normal); A divisdo celular na maioria das cianobactérias
unicelulares, coloniais e algumas formas filamentosas € por fissdo binaria; Em relagdo ao exterior e
motilidade celular, as fimbrias (ou pili) ocorrem abundantemente com padrées diversos em muitas
cianobactérias, distinguindo-os de todos os outros procariotos, e por fim o fotossistema duplo que
permite o uso de H20 como fotorredutor com a consequente liberagdo de O, principal caracteristica
que a difere das demais bactérias.

Além disso as cianobactérias produzem uma variedade de metabdlitos
incomuns, com fungdes nao claras, que provocam efeitos sobre a biota do meio onde
se encontram (CHORUS e BARTMAN, 1999). Esses metabdlitos incomuns séao
denominados de cianotoxinas, sendo um grupo diverso de toxinas naturais do ponto
de vista quimico como toxicoldgico. Cabe salientar que essas cianotoxinas podem ser
tanto extracelulares como intracelulares dependendo da cianobactéria produtora.

As cianotoxinas dividem-se em trés grandes grupos de estruturas quimicas
diferentes: peptideos ciclicos, alcaldides e lipopolissacarideos (CODD, MERILUOTO
e METCALF, 2017). Estes grupos apresentam diversos géneros produtores e modos
de agdo no corpo humano. Na Quadro 1 verifica-se as principais toxinas produzidas,
suas estruturas quimicas, os respectivos géneros de cianobactérias produtoras e seus
principais modos de agdo no corpo humano, de forma a entender esse complexo
grupo de metabdlitos.

Quadro 1: Resumo de estruturas quimicas, cianobactérias produtoras e modos de agéo das
principais cianotoxinas.

Cianotoxina Estrutura Cianobactérias Modos de agao
quimica produtora
Microcistina Heptapeptideo Microcystis, Anabena, Hepatotoxina,
ciclico Nostoc, Planktothrix, causadora de
Phormidium, Oscilatoria, tumores, inibicao
Radiocistina, das proteinas
Gleotrichia,Anabaenopsis, eucaridticas
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Nodularina

Cilindropermopsina

Anatoxina-a

Anatoxina-a(S)

Saxitoxina

Lyngbyatoxinas,

Aplysiatoxinas

BMAA, DAB

LPS

Pentapeptideo
ciclico

Guanidina triciclico
alcaldides

Alcaldides biciclicos

Fosforilada ciclico
N-hidroxi-guanina

Alcaloides

Alcaldides inddlicos

Diaminoacidos

Lipopolissacarideos

Rivularia, Tolypothrix,
Hapalosiphon, Pleactonema,

Nodularia spumigema,
Nostoc (simbibtico)

Cilindrospermopsis,
Umezakia, Anabaena,
Oscilatoria, Raphidiopsis,
Aphanizomenon

Anabaena, Phormidium e

Aphanizomenon

Anabaena

Aphanizomenon, Anabaena,
Lyngbya, Cilindrospermopsis,
Planktotrhix

Lygbya, Oscillatoria e
Schzothrix

Muitos géneros

Todos os géneros

Fonte: Adaptado de Meriluoto, Spoof e Codd (2017)

fosfatases PP1, PP2
e fosfoproteina
fosfatases PP4 e
PP5.

Idem a microcistina,
aléem de ser um
carcinogénico fraco.

Multipla toxicidade
em orgaos,
neurotoxico,

genotoxico e inibidor
na sintese de
proteinas.

Neurotoxico, liga-se
competitivamente a
receptores de
acetilcolina.

Neurotodxico inibe
acetilcolina
esterase

Neurotoxico,
bloqueia canais de
sodio.

Causador de
tumores, liga-se a
proteina eucariotica
proteina quinase C.

Neurotoxico,
desenvolvimento de
toxinas e insergao
errbnea em
proteinas

Inflamatorio,
promocao de
secregao de
citocinas
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3.3 Microcistina

Dentre todas as toxinas apresentadas, a MC é um peptideo ciclico produzido nao
somente pelo género Microcystis sp., atualmente o género mais cosmopolita das
cianobactérias (van GREMBERGHE et al., 2011; MOSLEY, 2015), como também por
mais de vinte e trés outros géneros de cianobactérias e pelo menos quarenta e sete
diferentes espécies, tais como Anabaena spp., Nostoc spp., Planktothrix spp. e
Cylindrospermopsis Raciborskii. além da propria Microcystis spp. (SIVONEN e
JONES, 1999). Dessa forma a distribuigédo global de cianobactérias produtoras de MC
podem ser denotadas, o0 que representa a atual preocupagao com essa toxina natural.

A MC um heptapeptidio ciclico, com estrutura geral caracterizada por D-alaninas-
X2-D-MeAsps-Zs-Addas-D-glutamatos-Mdhaz, em que X e Z representam dois L-
aminoacidos variaveis, D-MeAsp corresponde a D-eritro-B-metil acido aspartico e
Mdha equivale a Nmetildehidroalanina (Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica geral das microcistinas

Fonte: Chorus e Bartman (1999)

Com base no seu padrao de metilagao e nos dois aminoacidos variaveis nas
posicoes X e Z da estrutura apresentada, mais de 90 analogos estruturais ja foram
identificados (BORTOLI e VOLMER, 2014). A nomenclatura atual adotada para essa
toxina baseia-se nas variagées dos L-aminoacidos na posi¢ao X e Z das moléculas.

Como exemplo, temos os analogos mais téxicos destacando-se a MC — LR constituida
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dos aminoacidos leucina e arginina; MC — LW com aminoacidos triptofano e arginina;
MC-LF com aminoécidos leucina e fenilalanina (FAASSEN e LURLING, 2013;
CATHERINE et al., 2017).

A estrutura geral da MC é relativamente estavel e hidrofilica (polar)
(CATHERINE et al., 2017), sendo faciimente soluvel em agua, com solubilidade
superior a 1 g.L-' permanecendo na fase aquosa, em vez de ser adsorvida em
sedimentos ou em particulas suspensas. (RIVASSEAU, MARTINS E HENNION,
1998). Dessa forma, devido a sua alta solubilidade, implicagdes importantes pela sua
persisténcia ambiental e exposi¢cdo aos seres humanos em corpos hidricos podem ser
apontadas.

A principal rota de exposi¢cdo a essas hepatotoxinas provém do consumo de
agua contaminada (CHEN, SHEN, E FANG, 2013). No entanto, os relatos desse tipo
de intoxicagao, ndo estdo bem documentados. Devido que os sintomas causados por
hepatotoxinas em agua potavel se assemelham a varias outras doengas
gastrointestinais ligadas a bactérias patogénicas ou a contaminagdo com metais
pesados, seu diagndstico é bastante complicado (FALCONER E HUMPAGE, 2005;
GIANNUZZI et. al., 2011).

Outras vias de exposicao a MC sao através do consumo de aguas subterranea,
que possuem sistemas de recarga artificial no lencol freatico de lagos contaminados
(EYNARD, 2000), e em suplementos alimentares diversos (BRUNO et al..,2006; VICHI
etal., 2012).

Numerosas intoxicagées animais e humanas por MC ja foram relatadas
(HILBORN et al., 2007; STEWART, SEAWRIGHT E SHAW 2008). A maioria foram
limitadas a gastroenterite, mas quando a agua contendo a toxina foi usada para
hemodialise, as MCs causaram a morte de 60 pacientes no Centro de dialise brasileiro
de Caruaru em 1996 (YUAN et al., 2006; AZEVEDO et al., 1994).

Seus mecanismos de toxicidade sdo mediados através de sua forte ligagédo a
enzimas celulares chaves, inibindo as proteinas eucariéticas fosfatases PP1, PP2 e
fosfoproteina fosfatases PP4 e PP5 (CATHERINE et al., 2017). Com essa inibigao
ocorre uma fosforilagdo aumentada de proteinas em células hepaticas, afetando
varios processos tais como as vias metabdlicas da sintese de glicogénio, a
contratilidade celular, o transporte de membrana, secrecéo, divisdo celular, tradugéo

e transcricdo génica, ou seja ocorre a morte celular (DAWSON, 1998).
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3.4 Microcistina-LR

Com estrutura quimica consistindo de trés D-aminoacidos (Alanina (Ala1), acido
metilaspartico (MeAsps), e acido glutamico (Glus), dois aminoacidos incomuns (3-
amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-trimetildeca-4,6- diendico (Addas) e N-desidroalanina
de metilo (Mdhav)), e dois L-aminoacidos (leucina, Leu2 e arginina, Args4). A variante
Microcistina-LR (MC-LR) é a mais estudada da familia das MCs, sendo considerada
a mais toxica, salvo excegbes anteriormente citadas no item 3.3 (FAASSEN e
LURLING, 2013; CATHERINE et al., 2017). Sua estrutura é representada na Figura 2.

Figura 2: Estrutura quimica da Microcistina-LR

7. N-desidroalanina de metilo

HO._ O Mdha
& Acido al a ‘
6. Acido glutamico
Glu /"L\ o N'. 'J
HN i ~| 1. Ala
6 CH I o Ala
0
NH CH
2. Leucina
Leu
5. Adda CHs

MeAsp

Fonte: Adaptado de Antoniou et al., (2010)

Da sua estrutura podemos destacar o grupo Adda como sendo um dos principais
componentes para a atividade bioldgica, amplamente responsavel pela toxicidade da
molécula devido ao seu dieno conjugado (JIANG et al. ,2014; MOON et al. ,2017;
ZHANG et al., 2016).

A MC-LR é frequentemente detectada em aguas superficiais, sendo extremamente
estavel em ambientes extremos, como alta temperatura ou baixo pH (ZHANG, 2016).
Sua dose letal média (LDso) € de 122 ug.kg”' em ratos e o valor de ingestéo didria
toleravel (IDT) de 0.04 ug MC.kg'dia" para humanos (CHORUS E BARTMAN, 1999).
Esses valores sdo utilizados de modo a estabelecer valores maximos permissiveis

dessa toxina em agua potavel. Além disso, a MC-LR ¢ classificada como um possivel
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carcindgeno para humanos (grupo 2B), de acordo com o Instituto Internacional do

Cancer (IARC) (MOON et al., 2017).

3.5 Legislacao pertinente

Como a MC é uma potente hepatotoxina, o controle de seus niveis na agua potavel

torna-se de grande importancia. Com esse objetivo, a Organizagdo Mundial da Saude

(OMS) e diversos paises utilizam o valor maximo permissivel de 1,0 ug.L™' de MC ou

MC-LR. Canada e Austrdlia, por outro lado, determinam 1,3 e 1,5 pg.L",
respectivamente para a toxina (CHORUS AND BARTRAM, 1999; MEREL et al., 2013;

ZAMYADI et al.,2015). A Tabela 2 apresenta os principais valores de concentragao da

MC/MC-LR nas normas especificas de cada pais, além de comentarios pertinentes

das respectivas normas.

Quadro 2: Diretrizes ou padrdes para toxinas de cianobactérias em agua potavel para varios paises

Pais
Australia

Brasil

Canada

Diretrizes
1.3 ug.L" de
microcistinas totais,
expressas como
equivalentes de
toxicidade de
microcistina-LR

1.0 yg.L" para
microcistinas

1.5 pg.L!

toxinas de
cianobactérias

como microcistina-LR
(MAC).

Comentarios
E vedada a notificacao inicial as autoridades de saude
guando os numeros de M. Aeruginosa atingirem 30% da
densidade equivalente ao valor de orientagdo de 1,3
ug.L' de microcistina (2.000 células. mL-'; biovolume 0,2
mm?.L-1"), enquanto um alerta deve ser fornecido quando
o numero de células é equivalente ao valor da diretriz
(6.500 células.mL""; biovolume 0,6 mm3.L-"!
Valores de referéncia para microcistinas, saxitoxinas e
cilindrospermopsina, com programas de monitoramento
de biomassa. Valor de referéncia para microcistinas
adotadas como obrigatorias. Valores de referéncia para
equivalentes de saxitoxinas e para cilindrospermopsina
incluidos como recomendagdes. O uso de algicidas nao
é permitido. Testes de toxicidade / analise de
cianotoxinas € necessario quando a contagem de
células exceder 10.000 células.mLou biovolume 1
mm3 L1, (Anexo XX da Norma de Consolidagdo N° 5 de
2017)
O Canada usa diretrizes para seu padrao de qualidade
das aguas onde as mesmas S30 expressas Como
unidade de Concentracdo Maxima Aceitavel (MAC).
Estes sao derivados da IDT, que por sua vez é derivada
de um nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL)
calculado a partir de dados de estudos em humanos ou
animais.
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China 1 yg.L" para Diretriz da OMS para microcistina-LR. (Codd et al.,

microcistina-LR 2005)

Japao 1 pg.L-" para Diretriz da OMS para microcistina-LR. (Codd et al.,
microcistina-LR 2005).

Africa do Sul 0-0.8 ug.L" para Niveis de orientagao para microcistinas em agua potavel
microcistina-LR como uma “faixa de qualidade da agua alvo”.

Espanha 1 ug.L" para Legislagao nacional, quantidade maxima permitida em
microcistina agua potavel. (Codd et al., 2005)

Estados Nenhuma diretriz Atualmente, ndo existem diretrizes regulatorias federais

Unidos da atualmente para cianobactérias ou suas toxinas na agua potavel ou

América (EUA) em aguas de recreagado nos EUA. Alguns estados norte-

americanos estabelecem diretrizes de monitoramento
de cianotoxinas e niveis de limiar de cianotoxinas.
Adicionalmente, as cianobactérias e suas toxinas séo
listadas como contaminantes microbiologicos na lista de
candidatos a contaminantes (CCL). Contaminantes no
CCL sao uma prioridade para a Agéncia de Protegéo
Ambiental dos EUA, com o objetivo de definigdo de sua

toxicidade.
Organizacao 1 ug.L-" for Organizagao Mundial de Saude (2004)
Mundial de microcistina-LR
Saude

Fonte: Adaptado de Chorus e Bartman(1999); Codd et al., (2005) e websites

3.6 Tecnologias de tratamento para remoc¢ao de cianotoxinas

Como MC ¢ a toxina de maior preocupacao na maioria das diretrizes atuais de
qualidade de agua ao redor do mundo, € necessario o uso de tecnologias modernas
para o atendimento desses padrées normativos. E conhecido que os processos
convencionais de ftratamento de agua, incluindo coagulagdo, floculacéo,
sedimentacgao e cloragédo ndo sao confiaveis (efetivos) para a remogao de MC. Assim,
s80 necessarios processos de tratamento adicionais para que seja garantido sua
remocao.

O tratamento da MC extracelular € realizado em duas categorias: remocao fisica
(carbono ativado e processos de separagdo por membranas) e remogao por
degradacao quimica (tecnologias avangcadas de oxidagao e oxidagao fotocatalitica e
quimica). Cada tratamento possui peculiaridades, as quais séo discutidas a seguir.

Na remogéo fisica, o carbono ativado é usado no tratamento de agua com duas
variedades: fixo em reatores de leito como carbono ativado granular (CAG) ou
aplicado na forma de carbono ativado pulverizado (CAP) em diferentes pontos do

processo de tratamento. Diversas s&o os materias e biomassas séo utilizadas para
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sua producdo tais como: madeira, carvao, quitosana, argilas e zeolitas naturais
(WORCH,2012), assim como endocarpo do cocO e 0ssos. Possuindo processo de
manufatura semelhante, se diferenciam na area superficial, pois o tamanho das
particulas dos CAP esta na faixa média do micrébmetro, enquanto as particulas do
CAG tém didmetros na faixa inferior do milimetro. Na sua granulometria e sua area
superficial de adsorgao.

Dessa forma, em uma estacdo de tratamento de agua, o CAP € aplicado de uma
maneira tal que ndo pode ser economicamente recuperado do fluxo de tratamento de
agua, por isso &€ removido com os residuos solidos do processo formado parte dos
lodos. O CAG por sua vez pode ser aplicado como meio em um filtrante, sendo que
apos sua exaustdo, esse devem ser removidos do reator e possivelmente reativados
(CHOWDHURY et al.,2013).

Esse tipo de tratamento apresenta algumas particularidades, como por exemplo: o
CAG fica saturado com o tempo e, portanto, deve ser reativado ou substituido
periodicamente. Enquanto que o CAP pode requerer altas dosagens, seguidos de
extensos tempos de contato para que a adsorgéo do contaminante seja efetiva. Dessa
forma aumentando assim, nos dois casos o custo de operagdo desse tipo de
tratamento.

Além disso, 0 uso de carbono ativado também introduz problemas com adsorgdo
competitiva de matéria organica (MO), a qual faz com que os sitios do adsorvente
sejam preenchidos pela MO ficando obstruidos, ndo tendo mais espacgo para adsorver
o contaminante desejado, nesse caso a MC-LR (ZHANG et al., 2016). Logo, infere-se
que essas técnicas dispendiosas sé funcionam como meios de transferéncia
altamente custosos nao pode eliminar os efeitos adversos causadas pela toxina MC-
LR.

Por sua vez, os processos de membranas se baseiam na separagdo por um
material que permite que alguns componentes fisicos ou quimicos passem mais
facilmente através dela do que outros. O que passa por ela torna-se o permeado e
aqueles que séo rejeitados por ele formam o concentrado (JUDD, 2006). Os quatro
principais processos de separagado por membrana, nos quais a agua forma o produto
permeado, sdo: Osmose Inversa (Ol), nanofiltracdo (NF), ultrafiltracdo (UF) e

Microfiltragdo (MF), com tamanho de poros do menor para o maior.
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Essas técnicas sdo altamente dispendiosas e também funcionam apenas como
meios de transferéncia, ndo podendo eliminar os efeitos adversos da MC-LR. Diversos
estudos utilizam esse tipo de tecnologia para tratamento (SENGUL, ERSAN,
TUFEKCI, 2018; CAMACHO, 2015), mas como esse método nao realiza a eliminagéo
da toxina, tém-se aformacao de uma concentrado de toxina, assim como a formagéo
de uma torta contaminada, os quais necessitaram de um tratamento adicional, antes
da sua destinacéo final.

No caso de remocéao por degradacao, ou seja, a partir da utilizagdo de oxidantes
ou processos de oxidagdo para degradacdo dessa toxina, a lista € considerada
extensa. Diversos oxidantes comuns ja foram avaliados, tais como: permanganato de
potassio (JEONG et al. ,2017), ozénio (CHANG et al. ,2014), cloro (ZHANG et al.,
2016) e ferrato VI (JIANG et al., 2014). Assim como processos oxidativos avangados
(POAs), que sao definidos como os processos de oxidagdo que envolvem a geragao
de radicais hidroxila (OH-) em quantidade suficiente para efetuar a purificagdo da agua
(DENG E ZHAO, 2015) sendo eles : TIO2/UV (LIU, LAWTON, E ROBERTSON, 2003;
ANTONIOU et al. ,2008), UV/H202 (ZONG, SUN e SUN, 2013; MOON et al. , 2017) e
Fenton (PARK et al., 2017; PARK et al., 2018).

Com essa oxidagao, procura-se a mineralizagdo de moléculas de compostos
poluentes, no caso estudado a MC-LR. Contudo nota-se, a impossibilidade da
mineralizagdo da toxina com utilizagdo do processo, devido a estabilidade da
molécula. Desta forma, a principal preocupacdo com oxidagao desse composto € sua
poluigdo secundaria causada pelos seus fragmentos de oxidagéo, em outras palavras
a formagdo de subprodutos de oxidagdo de igual ou maior toxicidade do que o
composto original.

Para facilitar essa identificacdo, métodos tais como a espectrometria de
massas (EM) podem ser empregados. A EM oferece notaveis melhorias de
sensibilidade e seletividade em relagdo a detecgao Optica e fragmentos de massa
caracteristicos, produzidos tanto por fonte quanto por fragmentagcdo podendo ser
usado para a identificacao confiavel de toxinas.
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3.7 Espectrometria de massas

Com o avango das tecnologias, surgiram novas metodologias que permitem a
elucidagdo de estruturas quimicas antes desconhecidas, com alta capacidade de
seletividade e confiabilidade dos resultados. A EM é um exemplo dessa evolugdo. Os
compostos eletricamente carregados, ou ions, s&o selecionados e medidos de acordo
com a razdo massa e carga (m/z), resultados da acdo de campos elétricos ou
magnéticos gerados na regido do analisador do equipamento que, comumente, pode
estar disposto em diferentes configuragées. A EM é uma técnica capaz de identificar,
de forma simultanea, os analogos da MC; além de seus fragmentos em amostras de
agua (KONDO et al., 2002).

De acordo com Skoog et al. (2002), a Espectrometria de Massas, dentre todas
as ferramentas analiticas disponiveis, seja talvez a de mais ampla aplicabilidade no
sentido que a técnica é capaz de fornecer informagéo sobre: a composi¢ao elementar
das amostras, as estruturas de moléculas inorgénicas, organicas e bioldgicas, a
composi¢cdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura e a
composicdo de superficies sélidas, e sobre razbes isotépicas de atomos nas
amostras.

Num espectro de massas tipico se obtém o eixo x indicando a razdo m/z para
os ions (para aqueles com carga simples, corresponde a massa do ion), no eixo y a
altura do sinal indica a abundancia relativa de do ion baseado no pico base (pico de
maior intensidade).

Além disso, uma terceira informagéao € fornecida a intensidade do sinal. Que
indica a capacidade do ion de ser dessorvido no equipamento, em outras palavras, a
magnitude registrada no equipamento para determinado ion. Dessa forma, com as
devidas curvas de calibragdo, a intensidade pode ser correlacionada com a
concentragéo do analito em estudo na amostra.

3.8 Processo Fenton

Descoberto pelo engenheiro quimico Henry Jonh Horstman Fenton (1854-

1929), o processo Fenton ocorre através da decomposigao do peroxido de hidrogénio
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(H202) catalisado por ions ferrosos (Fe?*) em meio acido gerando radicais hidroxila
(OH) (Equacao 1) que tem potencial de oxidacgao de 2,8 V (BOKARE e CHOI, 2014).

Fe2* + H202 > Fe3* + OH™ + OH’ (1)

A radical hidroxila reage fortemente com a maioria das substancias organicas
através da abstracdo de hidrogénio ou da adigao eletrofilica de ligagdes duplas. O
radical peroxila pode também ser formado através da reacdo entre os radicais livres
com o oxigénio molecular, dando inicio a uma sequéncia de rea¢des de degradagao
oxidativa, que pode levar a completa mineralizagdo do contaminante. O radical HO?%
livre e sua conjugada O% também contribuem para degradagdo dos compostos
contaminantes, porém estes radicais apresentam reatividades menores do que os
radicais livres (CHIRON et al., 2000).

Varias reagbes secundarias podem ocorrer durante a reagdo Fenton. O ion
férrico pode ser regenerado voltando ao ciclo através da redugdo do ion ferroso

gerando também um radical hidroperoxila (HO2) e um préton (H*), (Equagéo 2)

Fe2* + H202 > Fed* + HO2' + H* (2)

Os ions ferrosos estdo presentes como complexos em solugdo aquosa, em
condicdes de baixo pH, na auséncia de ligantes. A posicdo na série de potencial de
oxidacao do radical hidroxila € inferior apenas ao fluor (TEIXEIRA e ROSA., 2005). A
reagao de oxidagdo do ion férrico com a radical hidroxila produz ion ferroso € um ion

hidroxila como mostra a equagao 3.
FeZ* + HO" > Fed* + OH" (3)
O peroxido de hidrogénio pode ser produzido voltando ao ciclo através da

reacgao entre dois radicais hidroxila (Equacgéo 4).

HO" + HO™ = H202 (4)
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Quando o peréxido de hidrogénio esta em concentragdes altas pode reagir com
a radical hidroxila produzindo agua e radical hidroperoxila causando efeito negativo
na degradacéo dos poluentes (GULKAYA, SURUCU e DILEK, 2006) (Equacéo 5).

H202 + HO" = HO2™ +H202 (5)

O pH é um parémetro relevante na reagdo Fenton, por estar diretamente
relacionado com a velocidade de degradagéo de compostos orgénicos. O valor do pH
eficiente na degradagéao de compostos organicos situa-se entre 2,5 e 3,0 (BOKARE e
CHOI 2014). Valores de pH acima de 3,0 contribuem para a formacao de precipitado
de Fe(OH)s diminuindo drasticamente sua interagdo com perdxido de hidrogénio €
consequentemente, a produgao de OH- (YOON, LEE e KANG 2002). Em solugéo
alcalina (pH 11) a radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio reagem para formar um
Oxido e um ion de peroxido de hidrogénio reagem para formar um éxido € um ion
peréxido (AHMAD et al.,2015).

3.9 Subprodutos de oxidagao da MC-LR - Estado da Arte

Com a oxidagao da molécula de MC-LR, ocorre a poluicdo secundaria devido
aos fragmentos de molécula ali presentes, que possuem igual, maior ou nao
toxicidade do composto original. Dessa forma, com a utilizagédo de técnicas como
espectrometria de massas, € possivel determinar quais sao os possiveis subprodutos
gerados, pois com a composi¢cao elementar do fragmento e possivel elucidar como
ocorreu sua oxidagao.

Diversos estudos utilizando oxidantes comuns ou POAs ja elencaram os
possiveis subprodutos gerados nas suas reagdes de oxidag&do. Nota-se que variaveis
como o tipo de oxidante, pH do meio, agua matriz € dosagem de oxidante podem
influenciar os tipos de intermediarios de oxidacdo de MC-LR gerados, além do
favorecimento para uma rota de reagao em detrimento de outra.

Na aplicagao de ozb6nio na oxidagao de MC-LR Miao et al. (2010) investigaram
os intermediarios de ozonizagdo em meio neutro (pH 7,0). Os autores isolaram quatro
principais intermediarios (pesos moleculares (MW): 795, 811, 835 e 1029) resultantes
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da principal via de degradacao da di-hidroxilagéo e clivagens oxidativas das ligagdes
dieno na cadeia lateral de Adda. Por sua vez, Chang et al. (2014) avaliaram os
fragmentos em pH 6,0, além de obter os mesmos intermediarios de reagédo de Miao et
al. (2010), obtiveram as novas massas m/z 8154; 827,3; 853,3 e 855,3. Eles
afirmaram que as estruturas intermediarias demonstraram que o 0z6nio reagiu com
dois sitios de MC-LR: as ligagbes dieno na cadeia lateral de Adda e o aminoacido
Mdha na estrutura ciclica.

Por sua vez na aplicagdo de permanganato de potassio para avaliagdo de
subprodutos de oxidagao, Jeong et al. (2017) reportaram a formagao de ions de m/z
795,4042; 1065,5463; 1027,5463; 1045,5579; 1015,5450. Eles propuseram quatro
locais para a reagao de oxidagdo em MC-LR, ou seja, o dieno e o anel aromatico da
Adda, o residuo Mdha e as ligagdes amida. Com o oxidante emergente Ferrato, Jiang
et al. (2014) em agua deionizada em pH alcalino (8,0) obtiveram os seguintes
fragmentos de massa 1011,5510; 1027,5459 e 1043,5408.

Para processos oxidativos avangados utilizando UV/H202, Moon et al. (2017)
trabalhando em meio neutro com agua deionizada reportaram onze subprodutos no
processo de oxidagdo, com massas de m/z: 707,4; 414,7; 429,3; 445,3; 608,6; 1052,0;
313,4; 823,6; 357,3; 245,2 e 805,7. Em comparagao Zong et al. (2013), elucidaram as
seguintes massas m/z 162,3743; 301,6345; 447,3930; 580,1612; 835,4306;
1011,5509; 1029,5615.

Em experimentos utilizando TiOzimobilizado em placas de vidro e de ferro (pH
neutro) Antoniou et al. ®, (2008), reportaram que os resultados indicaram que a
degradacédo de MC-LR ¢ iniciada em quatro locais da toxina; trés no aminoacido Adda
(anel aromatico, grupo metoxi e ligagées duplas conjugadas) e uma sobre a estrutura
ciclica (Mdha aminoacido). Os intermediarios apresentados nesse estudo com
maiores m / z foram 1011,5; 1029,5; 1063,5. Por sua vez Antoniou et al., (2008) TiO2/
UV com o titanio imobilizado em placas de ferro e pH de 5,7. Onze novos m/z foram
observados nas suas amostras, sendo os intermediarios 1011,5 e 1029,5, mais
representativos representando a substituicdo de hidroxila e a adigdo de ligagbes
insaturadas de MC-LR, respectivamente.

Por fim, para a oxidagao por meio do processo Fenton, os intermediarios de
degradacgdo de MC-LR foram primeiramente reportados por Park et al. (2017) como
m/z 1029,5; 1011,5; 835,5; 795,4 e 783,4, associados a ligagao dieno na cadeia Adda.
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A radical hidroxila € o oxidante predominante no processo de Fenton, e geralmente
reage atraves de trés tipos de vias concorrentes: adi¢do de hidroxila, abstragéo de
hidrogénio e abstragao de elétron.

Logo, pelo apresentado, observa-se a diversidade de fragmentos de moléculas
gerados nos tratamentos pela via de oxidagdo da MC-LR. Notando-se uma ndo
constancia de valores de massal/carga para as mesmas, pois os fragmentos de
moléculas ndo se comportam de maneira constante. Com isto, sdo necessarios
maiores estudos na determinagao dos parametros que influenciam a formagéo de um
certo subproduto em detrimento de outro numa reag&o de oxidagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes utilizados

Peréxido de hidrogénio 35%, sulfato de ferro |l heptahidratado P.A., hidréxido
de sddio micro pérola P.A, metanol P.A., &cido acético (Neon Comercial, Brasil) e
acido sulfurico P.A. (PanReac ITW Companhies, Alemanha). Todas as solu¢des foram
preparadas em agua tipo | (agua ultrapura), e todos os outros reagentes utilizados
foram de grau analitico.

4.2 Cultivo da cianobactéria

Culturas de uma cepa M. aeruginosa (World Data Center for Microorganisms
835) foi fornecida pelo Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao
Carlos (Sao Carlos, SP, Brasil). O cultivo celular foi realizado na Estagdo Experimental
de Tratamento Bioldgico do Esgotamento Sanitario (EXTRABES), empresa associada
a Universidade Estadual da Paraiba e & Companhia de Agua e Esgoto da Paraiba
(Campina Grande, PB, Brasil).

As células da cianobactéria foram incubadas em tubos de ensaio replicados (20
mL) ou seja frascos cénicos (500 mL) contendo meio ASM-1 liquido (pH 8,0 £0,1), e
mantidos a temperatura ambiente (23 + 1°C), sob fotoperiodo de 12 horas com
intensidade de luz de aproximadamente 1200 Ix fornecida por lAmpadas fluorescentes
de 40 W e com agitagdo diaria (MOREIRA, BIANCHINI e VIEIRA, 2011).

O crescimento das culturas cianobactérias foi monitorado por contagem de
células com o auxilio de um microscopio invertido. Culturas de células na fase de
crescimento exponencial (densidade celular 108 cél.mL™ ') foram concentradas por
centrifugagéo a 3500 rpm por 15 min, e o sobrenadante foi descartado. O material
peletizado foi submetido a trés ciclos de lise de congelamento / descongelamento para
liberacdo da microcistina-LR no meio de cultura (LAWRENCE, NIEDZWIADEK e
MENARD, 2005); BROOKE et al. 2006; CAPELO-NETO e BUARQUE 2016).

A concentragdo de microcistina-LR nos extratos livres de células foi
determinada por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando um kit comercial (Beacon
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Analytical Systems Inc., Saco, ME, EUA) e uma Thermoplate (S&o Paulo, SP, Brasil)

leitor TP. O limite de detecg&o da microcistina-LR foi de 0,16 ug.L™". Todas as vidrarias

e ferramentas usadas nas manipulagdes foram previamente esterilizadas sob luz

ultravioleta.

4.3 Extragao, concentragao e semipurificagdo da MC-LR

O procedimento de extragdo e semipurificagdo da MC-LR foi realizado em 3

etapas sequenciais, usando-se a cultura previamente lisada:

Centrifugagao: utilizou-se para a separagao na cultura previamente lisada, da
parte solida (extrato) da liquida, que € conservada. Neste procedimento uma
centrifuga marca Fanem - modelo 206 foi empregada, com rotagédo de 3.500
rom e tempo de centrifugacéo de 10 min.

Filtragdo: a filtragédo é utilizada para a separagao da cultura, ou liquido obtido
na centrifugacéo dos fragmentos das células lisadas. A filtragéo € realizada em
membrana de poliacetato de celulose atdxico com didametro de poros 0,45 um,
como objetivo de remover os fragmentos das células lisadas.

Semipurificagdo: trata-se de uma semipurificagdo/concentragdo da solugao do
material lisado obtido apds a filtragao, utilizando cartucho de extragdo em fase
solida C18 (SPF) da marca Sys Croma. O procedimento consistiu em fazer fluir
esse material através da fase solida. Para isso foram utilizados se usam 150
mL de material lisado e filtrado, um manifolde e o cartucho C18. O cartucho &
previamente condicionado por lavagem com 6 mL de solugdo de metanol e 6
mL de agua deionizada. As moléculas de microcistina ficaram adsorvidas no
cartucho C18 (ou fase sodlida), e para provocar sua eluigdo o cartucho foi
novamente lavado com 6mL da solucdo de metanol, mas acidificada com 0,1%
de acido acético.

Apods de extracao, concentracao e semipurificagao da cultura lisada contendo

a toxina MC-LR, a mesma foi quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Acoplada a um Espectrometro de Massas (CLAE/EM).
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4.4 Agua de estudo

A agua de estudo utilizada para os experimentos, foi agua tipo | (agua ultrapura)
contaminada com a microcistina-LR semipurificada com concentragbes de
aproximadamente 3 ug.L™"

A concentragao inicial de toxina escolhida foi um pouco maior que a dos
critérios estabelecidos pelas normas para qualidade de agua, que variam de 1,0a 1,5
mg.L"' de MC, pois procurou-se mimetizar a contaminagdo em niveis coerentes com
aqueles encontrados tipicamente numa floragdo com cepas toxicas produtoras de

microcistina em recursos hidricos.

4.5 Experimento de oxidagao e tratamento de amostras

Os experimentos de oxidagdo foram realizados em um homogeneizador de
solugées- KACIO. Onde o pH no procedimento experimental foi controlado com a
adigdo de solugbes de 0,1 mol.L™" H2SO4 ou 0,1 mol.L-" NaOH, para atingir o pH
requerido para cada experimento antes da adi¢do do oxidante, os quais foram pH 3,
57e09.

A reagao Fenton foi iniciada pela introdugdo de uma dose pré-determinada de
H202 combinado com uma solugéo de Fe?*, as quais foram utilizadas 5 mg.L-! para
ambos utilizando como parametro a remogao obtida por Park et. al. (2017), sendo o
reagente em excesso nesse tratamento o peroxido de hidrogénio. A reagao foi
realizada o em tubos Falcon individuais com 15 mL de agua de estudo, com rotacao
constante durante o periodo de oxidagao, realizado em bancada do laboratério com a
presenca de radiagao natural.

Para cada pH escolhido (pH 3, 5, 7 e 9) foi realizado o procedimento com tempo
total de oxidacéo de 80 minutos. Amostras retiradas para a avaliagdo da formacgao de
subprodutos durante os experimentos tiveram o processo de oxidagao imediatamente
interrompidos de acordo com a literatura especifica. Em outras palavras, as amostras
com pH < 8 no final da oxidagao foram tratadas com NaOH, imediatamente apos a
coleta, a fim de aumentar o pH e interromper o processo de oxidagdo, precipitando o

ferro presente na amostra. (LOPES et al., 2017). Apds a interrupgéo da oxidagao as
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amostras foram submetidas a centrifugagao (3.500 rpm por 10 min.) e mantidas no
escuro antes de qualquer analise posterior.

Amostras de 2mL foram coletadas em frascos para analise imediata dos
subprodutos ap6s 0, 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 e 80 min de oxidagao utilizando-
se um espectrémetro de massas.

4.6 Subprodutos da oxidagao de Microcistina-LR

Subprodutos da degradagao de Microcistina-LR foram identificados pelos seus
padroes de fragmentagéo, sendo eles monitorados por um Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EUA) Espectrometro de massas de captores i6nicos LCQ Fleet™,
equipado com uma fonte de ions lon Max e sonda de ionizagao por eletrospray (SIE)
controlada pelo software Xcalibur.

A tenséao de pulverizagéo do SIE foi ajustada em 5 kV para ionizagao positiva,
e o sistema foi operado no modo especifico de monitoramento de ions para melhor
seletividade. A faixa de varredura foi de 600 a 1100 m /z, pois foram utilizadas
informacgdes presentes na literatura especializada (PARK et al., 2017; PARK et al.,
2018); a temperatura do capilar de transferéncia iénica foi estabelecida em 350 °C; e
os controles de gas de bainha, gas auxiliar e gas de arrasto foram ajustados em 30,
10 e 0 (unidades arbitrarias), respectivamente.

Cada amostra foi injetada com duragéo de 7 min com vazao de 8uL.min"", sendo
3 min utilizado para estabilizacdo da mesma no equipamento e os proximos 4 min
para obtengdo da média de 350 espectrograma de massas, os quais foram utilizados
para analise posterior.

4.7 Analise de subprodutos em fung¢ao de tempo

Para facilitar as analises dos fragmentos em fungao do tempo foi realizado uma
pre-selecao dos dados, filtrando somente aqueles que possuiam persisténcia, ou seja,
estavam presentes nos espectrogramas de massas durante os 80min de tratamento
com abundancia relativa superior a 60%. Desta maneira, com a pré-selegédo
estabelecida, os dados de intensidade registrados no equipamento puderam ser
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plotados ao decorrer do tempo de oxidagdo com auxilio do Minitab® 17, para posterior
avaliagdo dos padrdes de pico.

4.8 Elucidagao de fragmentos

Apds a selegdo das principais massas persistentes nos tratamentos, a estrutura
molecular dos fragmentos foram elucidadas utilizando-se da literatura especializada
(item 3.7) e o auxilio do software especifico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados referentes a analise da formacgao de
subprodutos durante a oxidagdo de microcistina-LR em agua tipo | (dgua ultrapura)
com a utilizagdo do processo Fenton em fungdo do tempo, além da elucidagao, das
estruturas moleculares dos fragmentos de massas persistentes nos tratamentos.

Como esclarecido anteriormente (item 4.6), o EM foi operado na faixa de
varredura entre 600 a 1100 m/z, pois objetivou-se identificar as possiveis moléculas-
fragmentos que ndo possuiam o grupo Adda a elas conectado, ndo dando atengao ao
fragmento Adda em si, ou fragmentos com menor massa molecular que poderiam vir
a afetar os resultados. De modo a eliminar a interferéncia causado por massas de
menor intensidade no espectrograma de massa foi estipulado filtros citados no item
4.7. Os graficos foram representados com a intensidade registrada pelo equipamento
para o analito (molécula-fragmento) em questao em fungao do tempo.

Observou-se que 5 fragmentos apresentam constancia em todos os
tratamentos propostos, mudando somente em isdmeros e intensidade em todos os
pHs. As principais massas que foram persistentes em todos os tratamentos foram m/z:
649 (C24H39N7014), 689 (C28HasN7013), 729 (C29H48N10012), 769 (CasHssN10011), 808
(CssH56N10012) com calculo de férmulas quimicas aproximadas. Quando os
fragmentos elucidados foram comparados com os fragmentos de massas expostos no
item 3.9, verificou-se a ndo semelhanca com nenhuma massa ali apresentada. Desta
forma adotaram-se as informacgbes ali presentes para facilitar a elucidagdo das
estruturas atdbmicas.

No primeiro tratamento, utilizando o pH 3,0 (Figura 3), notou-se valores
elevados de intensidade, o que denota uma maior degradacgéo da toxina. Além disso,
ocorreu persisténcia dos subprodutos no decorrer do tratamento entre 20 a 40 min,
com posterior ascenséo na sua intensidade. Isso denota que pH acido, possui melhor
efetividade no processo oxidativo utilizando o Fenton e concorda com a literatura
especializada (CHANG, et al., 2008, PARK et al., 2017). Provavelmente porque o
tempo de vida do H202 é altamente afetado pelo pH, e a condigédo acida entre 3 e 5 é
preferida. Além disso, o pH em uma faixa acida impede que o ferro dissolvido precipite
(JUNG et al.,2009).
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Figura 3: Fragmentos de oxidagdo em fungdo do tempo para o pH 3,0
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Fonte: Autor (2018)

O pH 5,0 (Figura 4), também apresentou valores elevados de intensidade, o
que denota uma maior degradagédo da toxina. Porém nos primeiros 5 minutos de
oxidacao ocorreu a maior formacgao das massas citadas, inferindo-se uma degradacéao
rapida da toxina, notada também por Al Monani, Smith e EI-Din (2008). Aos 80 min
todas as massas diminuiram de intensidade, o que pode ser explicado da seguinte
maneira, as moléculas-fragmentos continuaram o processo de oxidagdo diminuindo
assim suas massas, e consequentemente a intensidade dos fragmentos alvos
estudados. Isso reafirma que o pH acido, possui melhor efetividade no processo
oxidativo avangado Fenton (CHANG, et al., 2008, PARK et al., 2017). Além disso, que
o pH 5,0 possui uma taxa de degradagdo mais rapida quando comparado com o pH
3,0, devido a intensidade apresentada nos primeiros 5 minutos de oxidagéo.
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Figura 4: Fragmentos de oxidagdo em fungédo do tempo para o pH 5,0
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Em pH 7,0 (Figura 5), diferentemente dos tratamentos anteriores, as
intensidades diminuiram, o que denota menor degradagdo da toxina presente na
amostra. Entre 0 e 20 min as moléculas-fragmentos foram geradas através da
oxidacdo da MC-LR e continuaram o processo de oxidagdo diminuindo assim suas
massas, e consequentemente a intensidade dos fragmentos alvos estudados. Pode-
se notar comportamento semelhante entre 40-60 min, uma rapida ascensdo seguida

de um declinio que possuem a mesma explicagao anterior.
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Figura 5: Fragmentos de oxidagdo em fungéo do tempo para o pH 7,0
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Por fim, no pH 9,0 (Figura 6) as intensidades continuaram baixas como no pH
7,0 o que denota uma menor degradagao da toxina presente, os fragmentos de massa
apresentaram comportamento oscilatorio com rapida ascensao seguida de declinio.
Esses resultados denotam intervalos na oxidagdo, em outras palavras, a MC-LR
oxidava e os fragmentos alvos eram formados e depois oxidados em massas

menores.
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Figura 6: Fragmentos de oxidagdo em fungdo do tempo para o pH 9,0
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Em ambos os pHs (7,0 e 9,0) os comportamentos das baixas intensidades,
podem ser explicados porque em pH maior que 6,0, a geragao de radical hidroxila é
mais lenta devido a formagdo de complexos de hidrocarbonetos férricos (TEKIN,
2006), diminuindo assim as espécies de ferro livre em solugdo, inibindo a regeneragao
de Fe?*. Adicionalmente, o potencial de oxidagéo do radical hidroxila diminui com o
aumento do pH (GOGATE E PANDIT, 2004). Podendo causar a precipitagéo do ferro
ali existente.

Como explicado anteriormente foram elucidadas 5 estruturas dos principais
fragmentos de oxidagdo persistentes em todos os tratamentos propostos nessa
pesquisa, sendo eles os fragmentos de m/z: 649, 689, 729, 769, 808. Pela analise das
estruturas notou-se que o principal meio de oxidagdo obedeceu a literatura
especializada (PARK et al., 2018), onde a radical hidroxila foi o oxidante predominante
no processo de Fenton. Suas reagbes de oxidagao tiveram mesmo comportamento
de Park et al. (2017) onde a reagédo de oxidagdo ocorreu em trés tipos de vias
concorrentes: adigao de hidroxila, abstragdo de hidrogénio e abstragao de elétron.
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Logo foi observado que os radicais hidroxila induziram na MC-LR nos
tratamentos propostos predominantemente a oxidagao através do grupo Adda, o que
resulta na perda de atividade biolégica da molécula, principalmente na sua ligagédo
dieno conjugada, deixando ou ndo um fragmento. Além de outras vias de oxidacéo,
foram: a dupla ligacdo Mdha e as cadeias dos peptideos Leucina e Arginina. Notou-
se também que em todos os subprodutos estudados a estrutura ciclica da MC-LR ficou
intacta, o que também foi afirmado por Albuquerque (2017) em seus subprodutos no
processo Fenton.

Para as massas 629 (C24H39N7014) e 689 (C2sHasN7013) representadas na
figura 7a) e 7b), respectivamente, observou-se a quebra da estrutura Adda sem deixar
nenhum fragmento, o grupo Mdha teve sua dupla ligacdo modificada, além disso as
estruturas leucina e arginina para a massa 649 e apenas leucina para a massa 689,
também foram modificadas, ocorrendo a adigées de hidroxila em ambas estruturas
para atingir a massa desejada.

Figura 7: Estrutura quimica dos fragmentos de oxidagdo a) m/z 649 e b) m/z 689

HO.,
H w:
CH hlj O“C’O | ol
HN/K/\H’
0 0 CH (9] l-!Ofo 0 CH o
HO” “NH 0 O, NH
)\(HN C > < 0 )\HN‘C& >—</<CH3
O b CH,
0=C
OH OH
Formula Quimica: C24H39N?O14 Formula Quimica: C28H45N7013
Massa Aproximada: 649,0 Massa Aproximada: 689,0

(a) (b)
Fonte: Autor (2018)

Para as massas 729 (C29H4sN10012) e 769 (Cs3HseN10011) representadas na
Figura 8a) e 8b), respectivamente, observou-se a quebra da estrutura Adda sem
deixar nenhum fragmento do mesmo, além disso a estrutura leucina foi modificada
(729) além de ocorrer a adigao de hidroxila no grupo Mdha em ambas.
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Figura 8: Estrutura quimica dos fragmentos de oxidagéo a) m/z 729 e b) m/z 789
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Para a massa 808 (CssHssN10012), representadas na Figura 8, respectivamente,
observou-se a quebra da estrutura ADDA deixando um fragmento da mesma, onde
ocorreu a adicdo de uma hidroxila.

Figura 9: Estrutura quimica do fragmento de oxidagado m/z 808
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6 CONCLUSAO

Com a investigacdo dos principais intermediarios de degradagédo em diferentes
condicbes de pH durante a oxidagdo de microcistina-LR em agua tipo | (agua
ultrapura) com a utilizagdo do processo Fenton notou-se que pHs acidos (3 e 5)
possuem maior taxa de degradagao da toxina. Adicionalmente, foram elucidados 5
fragmentos de oxidagédo os quais foram m/z: 649 (C24H39N7014), 689 (C2sHasN7013),
729 (C29H48N10012), 769 (Cs3Hs6N10011), 808 (CasHssN10012) com célculo de férmulas
quimicas aproximadas. No tratamento proposto os radicais hidroxila induziram a
reagdo de oxidagdo em trés vias concorrentes: adicdo de hidroxila, abstracdo de
hidrogénio e abstracdo de elétron. MC-LR foi oxidada através da quebra do grupo
Adda, o que resulta na perda de atividade biolégica da molécula, comprovando dessa
forma a efetividade do tratamento Fenton. Além disso outras vias de oxidagéo, tais
como: a dupla ligagdo da Mdha e as cadeias dos peptideos Leucina e Arginina foram
notadas. Em todos os subprodutos estudados a estrutura ciclica da MC-LR ficou
intacta. Para proximos trabalhos recomenda-se a utilizagdo de substancias padrbes
de MC-LR para contaminacdo da agua de estudo, repeticdo de experimentos para
avaliagdo estatistica das moléculas-fragmentos existentes, elucidagdo das rotas de
reagdo dos fragmentos formados, avaliagdo da formagéo de fragmentos em outras
matrizes (aguas de reservatorios) e purificagcdo dos subprodutos para analises de
biotoxicidade.
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