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Figure 5. FTIR spectra of the AC from UCM (a), CS (b), CAC (c), MNS (d),
PWW (¢) and SCB (D).

Figure 6. Scanning electron microscopy of the AC from UCM 10,000 x (a), SCB
10,000 x (b), PWW 10,000 x (c) and CS 20,000 x (d)

Capitulo IV

Figure 1. General structure of microcystins, X2 and Z4 are two L-changeable
amino acids and R is CH3 or H.

Figure 2. Chromatogram showing [D-Leu']MCYST-LR separation. Mobile phase:
ACN-water-TFA (35:65 — 0.05%, v/v), pH 2.10; flow rate 0.7 mL/min; 238 nm;
injection volume 15 pL. Peak 1 is [D-Leu' ]MCYST-LR.

Figure 3. Positive ion MALDI-TOF mass spectrum (m/z range 850 — 1250 Da) of

Microcystis aeruginosa cell extract from culture.

XX

12

18

89

92
95

100

103

106

120

125

126



Capitulo 1V (continuacio...)

Figure 4. (a) General structure of three cyclic heptapeptide hepatotoxins: [Asp’,
ADMAdda’, Dhb"IMCYST-RR (X, Z = Arg); [Asp’, ADMAdda®, Dhb']MCYST-
HiyR (X = Htyr, Z = Arg); and [ADMAdda’]MCYST-LR (X = Leu, Z = Arg); (b)
General structure of {D-Leucine'IMCYST-LR isolated from Microcystis
aeruginosa strain (NPLJ-4).

Figure 5. (a) Linearity response for peak area versus spiking levels of MCYST-

LR. (b) Residual analysis from predicted values vs. values observed by the model.

Capitulo V
FIGURA 1. Cenario das exportagdes (a) e importagdes (b) brasileiras de carvdo
ativado de 1989 a 06/2006. Disponivel em:

<http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br>. Acessado em 24 de Julho d e2006.
FIGURA 2. Isotermas de adsor¢io-dessorgiio de nitrogénio gasoso pelos carvoes
ativados de pinus (a), bagago de cana-de-agtcar, endocarpo do coco seco (¢) ¢
comercial - NORIT 0,8 row SUPER (d).

FIGURA 3. Variagfio dos volumes de microporos secundarios € mesoporos.
(Carvies ativados obtidos por Albuquerque Junior et al. 2005 versus Pendleton,
Schumann e Wong, 2001).

FIGURA 4. (a) Evolugio da cinética de adsorcio da [D-Leucina']MCYST-LR em
fungdo do tempo ¢ (b) evolugio da concentragio da [D-Leucina']IMCYST-LR na

fase liqguda em fun¢do do tempo. CA bagago de cana-de-agticar, CA
endocarpo e CA pinus.

FIGURA 5. Equilibrio de adsorgo de {D-Leucina' ]MCYST-LR na superficie dos
carvies ativados: (a) madeira de pinus e (b) bagago de cana-de-agucar.

FIGURA 6. Ajuste dos dados experimentais da adsorcfio de [D-Leucina' [MCYST-
LR pelos carv@es ativados da madeira de pinus (a) e bagago de cana-de-agtcar (b)
ao modelo de Langmuir linearizado.

FIGURA 7. Ajuste dos dados experimentais da adsorcio de [D-Leucina IMCYST-
LR pelos carvies ativados da madeira de pinus (a) e bagago de cana-de-agticar (b)

a0 modelo de Freundlich linearizado.
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Capitulo VI

FIGURA 1. Esquema da coluna usada neste trabalho (a) oring, (b) distribuidor
{prato perfurado), (c) tela (60 um), (d) parafuso, (¢) régua, (f) pistdo (SANTOS;
GUIRARDELLOQO; FRANCO, 2002).

FIGURA 2. Isotermas de adsor¢do/dessorcio de nitrogénio a 77K. (a) CA A, (b)
CAB,(c)CAC,(d)CAD,(e) CAE, () CAF, (g) CAGe (h) CAIL

FIGURA 3. Fungéo distribuicio HK/BJH: (m) CA A; (o) CA B; (A) CA C; (@)
CAE, (%) CAF,(O)CAG; (O)CAH.

FIGURA 4. Correlacgio entre volume de mesoporos e volume adsorvide de azul de
metileno (a). Correlagio entre area de microporos ¢ numero de iodo (b).

FIGURA 5. Cinética de adsorcdo da [D-Leucinal]MCYST—LR sobre os carvdes
ativados: (a) (0) HC PE CA F, (m) HC CAMPINAS CA B, (b) (¢) CASCB-G e

(A)CACS-F.

FIGURA 6. Curvas de rupturas dos carvies ativados (C/Cy versus tempo): (a) CA
H (Bagaco-Muliivacuo), (b) CA B (HC-Campinas), (c) CA F (HC-Recife), (d) CA
G (endocarpo-Multivacuo).
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Indice de simbolos

PSP, do inglés: Paralitical Shellfish Poisons;

PH = potencial hidrogenionico,

D-Ala = aminoacido D-Alanaina;

D-MeAsp = aminodcido D-metilapartico;

MCYST = microcistina;

CAP = carvio ativado em po;

CAG = carvio ativado granulado;

d; = diametro interno dos poros do carvdo ativado;

ZnCl, = cloreto de zinco;

CO, = diddido de carbono;

CO = monédxido de carbono;

H;PO, = acido fosforico;

BET = iniciais dos nomes de Brunauer, Emmett eTeller;
Sger = area da superficie especifica dos carvdes ativados, calculada pelo método de BET;
Ti0; = diéxido de titdnio;

GAC/TiO; = carvdo ativado granulado impregnado com didxido de titinio;
UV = luz no comprimento de onda na regido do ultravioleta;
ha = unidade métrica — hectare;

ABW = Agricultural Biomass Waste;

AC = activated carbon;

SEM = Scanning Electron Microscopy;

FTIR = Fourier transforms infrared spectroscopy;

CAC = commercial activated carbon;

UCM = unripe coconut mesocarp;

CS = coconut shells:

SCB = sugarcane bagasse;

MNS = macadamia nutshells;

PWW = pinus wood waste;

°C = unidade de temperatura em graus Celsius;

P/Py = pressdo relativa;
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JIS = do inglés: Japanese Industrial Standard;

f-plot = método para caiculo da area de microcporos;

HK = método para cdlculo da distribui¢gio de microporos desenvolvido por Horvath-
Kawazoe;

BJH = método para caiculo da distribuicio de mesoporos desenvolvido por Barrett-Joyner-
Halenda; ‘
dW/dLo = fun¢éo distribuicdo;

Amax = comprimento de onda maximo;,

q = quantidade de soluto em fase s6lida adsorvida;

Cy = concentragio inicial;

C = Concentracdo na fase fluida apos o equilibrio;

1AM = indice de azul de metileno;

NI = niimero de iodo;

K. = constante de adsor¢do do model ode Langmuir;

K= constante de adsor¢do do modelo de Freundlich;

qm = quantidade méxima de soluto adsorvida em monocamada;

0, 02, 03, ©4 and Os = estagios termoquicos de decomposi¢io térmica dos materiais

precursores dos carvdes ativados;

d = didmetro médio de poros nos carvoes ativados;
TGA = termogravimetric analysis;

DTG = differencial termogravimetric;

MALDI-TOF = matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass
spectrometry;

HPLC = high performance liquid chromatography;
CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia;
MW = molecular weight;

Na;5,03.5H,0 = tiossulfat ode sédio pentahidratado;
SPE = solid phase extraction;

TFA = trifluoracetic acid;

v/v =razio volume por volume;

[M + H]" = ion molecular positivo;

m/z = razo massa por carga;
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Da = Dalton;

LOD = limit of detection;

LOQ = limit od quantification;

RSD = relative standard deviation;

C.V. = coefficient of variation;

MQ = unidade de resitividade (mega ohm);

PVDF = polyvinylidene fluoride;

R.” = coeficiente de correlagiio dado pelo modelo de Langmuir;
Rf” = coeficiente de correlagio dado pelo modelo de Freudlich;
STX = saxitoxinas;

MS = ministério da saude;

AM = azul de metileno;

MTZ = zona de transferéncia de massa;

UBZ = zona do leito ndo utilizada;

t, = tempo util de um leito fixo;

t,= tempo total ou estequiométrico de um Ieito fixo;
t, = tempo de ruptura de um leito fixo;

t. = tempo de exaustdo de um leito fixo;

t= tempo médio de residéncia;

o, = varidncia adimensional;

Q = vazfo no leito;

HC = Hospital das clinicas;

ABNT = Associagio brasileira de normas técnicas;
AWWA = ameriacan waicr works association;
ASTM = american society for testing and materials
Hy, = altura do leito fixo,

m, = massa de arvio no leito fixo;

Hpy = altura util do leito;
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Produciio e caracterizacio de carvdo ativado para remocido de

microcistinas

Resumo

As microcistinas, hepatotoxinas, sio os principais agentes tdxicos produzidos pelas
cianobactérias. Essas toxinas vém despertando atencdes em razéo do aumento do nimero
de registros de floragdes toxicas de cianobactérias em reservatorios destinados ao
abastecimento plblico; da descoberta de novas toxinas e dos riscos associados a elas ¢ do
aumento de intoxica¢fo aguda ¢ cronica, tanto em animais como em seres humanos. A
eficiéncia na remog¢do destas toxinas de agua por carvdo ativado depende de algumas
caracteristicas fisico-quimicas deste adsorvente, além da matéria-prima utilizada na sua
obtencdo. Neste trabalho, materiais como casca de macaddmia, endocarpo do coco seco e
mesocarpo do coco verde da baia, bagaco de cana-de-agucar € residuo de madeira de pinus
foram selecionados para obtencfo de carvBes ativados com potencial aplicagdo na remogdo
de microcistina de dgua potavel. Os carvoes ativados obtidos da madeira de pinus ¢ bagaco
de cana-de-agucar apresentaram melhores estruturas porosas com ASERger € Vimesoporos d€
1586 e 1222 m/g ¢ 0,39 ¢ 1,05 cm’/g, respectivamente. A partir de uma investigacdo da
cinética e equilibrio de adsorgdio da [D-Leucina' ][MCYST-LR por estes dois carvdes
ativados pulverizados foi possivel estimar uma remog¢8o desta toxina acima de 98% em 10
minutos de contato, aiém de ter sido observada adsor¢fo em monocamada desta toxina,
com g, ¢ K; de 161 e 200 pg/mg e 1,23 e 2,33 L/mg, respectivamente, estimados a partir
do modelo linearizado de Langmuir. A adsor¢fio daquela toxina em processo continuo foi
estudada em leitos fixos dos carvdes ativados do endocarpo do coco seco e bagago de cana-
de-agticar juntamente com dois carvBes ativados amostrados de estagdes de tratamento de
agua de dois centros de hemodidlise brasileiros. Apds a exaustio de cada leito, o que

aconteceu entre 132 e 320 min, foi observado adsor¢do daquela toxina entre 0,05 pg/mg e

5,43 pg/mg.

Palavras-chave: Biomassa, carvio ativado, adsorcio, leito fixo, microcistinas,

cianobacténas.
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Production and characterization of activated carbon for removing

microcystins

Abstract

Microcystins, hepatotoxins, are the main toxic agents produced by cyancbacteria. A sharp
increase in the number of cyanobacteria toxic blooms m drinking water rescrvoirs, the
discovery of news variants of microcystins and the risks associated with them, and the
increase of acute and chronic poisoning in animals and humans, has drew public attention
to cyanobacteria toxins. The removal efficient of these toxins from water by activated
carbon depends on physical chemical characteristics of this adsorbent and on the starting
material used to prepare the activated carbon. In this work, macadamia nut shell, coconut
shell, unripe coconut mesocarp, sugar cane bagasse and pinus wood waste were used to
prepare activated carbon with potential application for removing microcystins. The
activated carbons from pinus wood and sugar cane bagasse had the porous structures with
highest Surface area and volume of mesopore of 1586 and 1222 m%/g and 0.39 and 1.05
cm’/g, respectively. These activated carbons were used to remove [D-Leucine' ]MCYST-
LR from water. After 10 minutes of contact time, mote than 98%of toxin was removed by
the activated carbons. The microcystin adsorption monolayer, g,,, in the activated carbons
recovered 200 and 161 pg/mg, with the Langmuir adsorption constant, K;, of 2.33 and 1.23
L/mg. Adsorption of [D-Leucine']MCYST-LR in continuos process was studied for a
fixed-bed activated carbon prepared from coconut shell and sugar cane bagasse and for two
comercial activated carbons samples from treatment water plants of two Brazilian
hemodialysis centers. Saturation of the beds occurred after 132 to 320 min, and the

adsorption capacity for that toxin varied from 0.05 pg/mg to 5.43 pg/mg.

Key-words: Biomass, activated carbon, fixed-bed, microcystins, cyanobacteria.
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APRESENTACAOQO

A édgua ¢ a condigio essencial de vida e sem ela ndo poderiamos conceder como €
a atmosfera, o clima, a vegetagcdo ou a agricultura. O direito 4 dgua é um dos direitos
fundamentais do ser humano: o direito a vida, tal qual é estipulado no Art. 30 da

Declaragio Universal dos Direitos Humanos.

Um dos tdpicos essenciais da Agenda 21 brasileira (Senado Federal, 1996} sugere
que suprimentos adequados de dgua de boa qualidade sejam mantidos, conservando-se para
isto as fungdes hidrologicas, biologicas ¢ quimicas dos ecossistemas naturais, adaptando as
atividades humanas dentro dos limites da natureza e combatendo vetores e doencas de
vinculagdo hidrica. Como os recursos naturais de transformacio da 4gua em agua potavel
sdo lentos, frageis e muito limitados, a 4gua deve assim ser manipulada com racionalidade,

preocupagiio e sem desperdicio.

No Brasil, apesar de uma grande disponibilidade de 4gua por habitante (48.314
m’/ano — ONU, 2003), a distribui¢do geografica deste recurso é desigual, havendo, por
exemplo, uma grande disponibilidade na regifo amazodnica, de menor densidade

demografica.

O crescimento demografico e o aumento das atividades potencialmente
impactantes em todo mundo também tornaram crescente a preocupaciio com relagio a
qualidade das aguas. Os langamentos de substancias toxicas a partir de efluentes industriais,
ou resultantes da aplicacdo de pesticidas, podem afetar a qualidade do ambiente para os
organismos aquaticos, ou mesmo a salde humana, por meio do consumo de 4guas
contaminadas. Além disso, outro problema diz respeito ao lancamento excessivo de
nutrientes nos ambientes, mudando as caracteristicas dos corpos d’agua ¢ afetando diversos
usos que vio desde a preservacdo da vida aqudtica até o abastecimento publico. Este
fendmeno de enriquecimento das 4dguas por nutrientes ¢ denominado eutrofizagio
antropica, ou eutrofizagéo cultural, ¢ & causado, sobretudo devido ao aporte de nitrogénio e

fosforo nos mananciais de agua.



Nos ultimos 20 anos, o processo de eutrofizagio tem se acelerado em reservatorios
brasileiros devido aos seguintes fatores: aumento do uso de fertilizantes nas bacias
hidrograficas, aumento da populagio humana, elevado grau de urbanizag@o sem tratamento
de esgotos domésticos e intensificacdo de algumas atividades industriais que levam
¢xcessiva carga de fosforo, nitrogénio e matéria orginica para essas represas. Ao mesmo
tempo, o uso multiplo tem se intensificado, tornando muito complexo o gerenciamento de

represas e de bacias hidrograficas.

Uma das conseqiiéncias mais preocupantes da aceleragdo do processo de
eutrofizagfio, além dos reflexos econdmicos causados por este fendmeno no tratamento de
dgua, é a probabilidade da ocorréncia de floragdes de algas, principalmente de
cianobactérias potencialmente toxicas, as quais podem prejudicar a qualidade das dguas,

sobre tudo no que tange o abastecimento piblico.

As toxinas produzidas por espécies de cianobactérias do género Microcystis,
Anabaena,  Planktonthrix/Oscillatoria,  Aphanizomenon,  Lynghbya,  Schizothrix,
Cylindrospermopsis e Umezakia podem ser classificadas de acordo com sua estrutura
quimica como peptideos ciclicos (microcistinas e nodularinas), alcaloides (anatoxina-a,
anatoxina-a(s), saxitoxina, cilindrospermopsinas, aplisiatoxinas, lingbiatoxina) e
lipopolissacarideos. Tais toxinas ji4 foram responsaveis por diversos casos de
envenenamento por intoxica¢do em animais e humanos. No Brasil, o caso mais grave de
mortes por toxinas de cianobactérias presentes em dgua para abastecimento, ocorreu em
Carvaru-PE, em fevereiro de 1996, quando mais de cingilenta pessoas submetidas a

hemodialise morreram por intoxicacio hepatica causada pelas microcistinas-LR, YR ¢ AR.

Os processos convencionais de floculagdo, coagulagdo e filtragio em areia,
utilizados em esta¢bes de tratamento de dgua para abastecimento, nfo removem as toxinas
de ciancbactérias presentes em d4gua. Assim, diversos processos como degradagio
fotocatalitica, seqtiéncia de operagfes como cloragdo, micro e ultrafiltragio, ozonizagdo e
osmose reversa, tém sido desenvolvidos na tentativa de remover estas toxinas de dgua de
abastecimento, com o objetivo de minimizar o custo e facilitar a sua manipulacio. Por outro
lado, a utilizacdo de carvdo ativado associado a esses processos pode ser cficiente na
remo¢do de microcistinas. A eficiéncia na remogdo das microcistinas por adsor¢ido em

carvio ativo depende de algumas de suas caracteristicas fisico-estruturais como a



distribui¢do de tamanho dos poros na regido de mesoporos, além da matéria-prima utilizada

na sua fabricacao.

Os processos de adsorcdo tém demonstrado ser métodos eficazes em muitos
setores industriais, principalmente no tratamento de efluentes industriais e no tratamento de
agua para abastecimento. Todavia, torna-se necessaria a pesquisa de adsorventes de baixo
custo para ser utilizados em tais processos. Assim, o carvio ativado tem sido grande fonte
de pesquisa nestas areas de aplicagfo, devido a sua grande propriedade na remocgéo de
contaminantes presentes na agua tais como corantes de efluentes téxteis, agrotoxicos e

toxinas de cianobactérias.

O desenvolvimento tecnoldgico da produgdio de carvdes ativados vem buscando
minimizar a razdo custo/beneficio desses materiais; desta maneira matérias-primas de baixo
custo, originadas, sobretudo de residuos agricolas e/ou de rejeitos industriais vém sendo
pesquisadas para obtengdo de carves ativados de baixo custo, como bagaco de cana-de-

agucar, cascas e carocos de nozes ¢ frutas além de residuo de madeiras em geral.

Neste contexto, residuos agricolas brasileiros tais como bagago de cana-de-aglcar,
casca de noz macadamia, endocarpo de coco seco, mesocarpo de coco verde além de
residuo de madeira de pinus foram utilizados para obtengfio de carvdes ativados de
qualidade superior os quais puderam ser aplicados em processo de batelada ¢ continuo de
adsorgdo em leito fixo para remocdo de uma hepatotoxina de cianobactéria, D-

[Leucina'Jmicrocistina-LR, presente em 4gua potavel.

Esta tese de doutorado desenvolvida no Laboratério de Engenbaria Bioquimica da
Faculdade de Engenharia quimica da UNICAMP foi organizada no formato de artigos

como dispostos a seguir:

Capitulo 1: Apresenta-se em portugués uma revisdo da literatura sobre
cianobactérias, suas toxinas e suas implicagdes na saiide humana. Também neste capitulo ¢

abordado uma reviso sobre carvies ativados;

Capitulo 2: Apresenta-se em portugués o artigo provisoriamente intitulado
“Processos fisicos e quimicos para remog¢do de cianobactérias e suas toxinas de agua:

Revisio™;



Capitulo 3: Apresenta-se em inglés o artigo “Preparation of activated carbons by
one-step pyrolysis/activation from Brazilian agricultural biomass wastes”, o qual foi

submetido 2o periddico indexado Biomass & bioenergy,

Capitulo 4: Neste capitulo apresenta-se em inglés o artigo “Use of solid-phase
extraction, high-performance liquid chromatography, and MALDI-TOF identification for
[D-Leu'|microcystin-LR  analysis in treated water: Validation of the analitycal
methodology™, o qual foi aceito para publicacdo no periddico indexado Canadian Journal

of Analitycal Sciece and Spectroscopy;,

Capitulo 5: Neste capitulo apresenta-se em portugués o artigo intitulado “Cinética
e equilibrio de adsorgdo da [D-Leucina']microcistina-LR de 4gua potavel em carvies
ativados™ o qual foi publicado nos anais do Encontro Nacional de Materiais Particulados —

ENEMP2006;

Capitulo 6: Este capitulo apresenia-se em portugués o artigo provisoriamente
intitulado “Determinacio de parimetros de efetividade de carvdes ativados usados em
estacdes de tratamento de dgua de centros de hemodialise”, a ser submetido em periddico

indexado.



OBJETIVOS

Esta tese de doutorado teve como principais objetivos:

» Produzir ¢ caracterizar carvdes ativados obtidos de biomassa de residuos agricolas com

fins de aplicagfo para o tratamento de agua potavel de centros de hemodialise;

» Avaliar a remogfo da [D-Leucina' Jmicrocistina-LR pelos carvies ativados obtidos em

batelada e em colunas de leito fixo;



CAPITULO I

Em contraste com outros grupos de algas, as cianobactérias sdo organismos
indesejaveis devido a diversos efeitos nocivos que podem causar; entre eles, gosto e odor
da dgua, ou ainda mais preocupante, produzir toxinas que afetam o ecossistema ou podem
chegar a seres humanos via ingestio ou contato. Floragdes de algas em reservatorios e
mananciais de dgua destinada ao consumo da populagéo sdo conhecidas ha algum tempo e
medidas mitigadoras vém sendo adotadas em varios paises. Os danos ao ecossistema,
causados por floracdes de algas nocivas, sejam eles diretos ou indiretos, sdo bastante
significativos. Alguns géneros de cianobactérias produtoras de neurotoxinas e
hepatotoxinas (microcistinas) vém sendo encontrados em muitos dos reservatorios de dgua
brasileiros destinados ao consumo humano, o que é preocupante. Sabe-se que 0s processos
convencionais de tratamento de dgua possuem baixa eficiéncia na remogio de toxinas de
cianobacteéria de dgua potavel. No entanto, a utilizagdo de carvdes ativados, associado a

estes processos tem-se mostrado muito eficazes.

Assim, para um melhor entendimento dos assuntos abordados nesta tese, neste
capitulo, serd apresentada uma revisdo bibliografica sobre as cianobacicrias, as toxinas
produzidas por esses microrganismos ¢ suas de atuagSes sobre o homem, bem como de
algumas técnicas de remogdo destas toxinas de dgua em especifico aquelas que utilizam

carvéo ativado.



Revisio Bibliografica

1. Introducio

1.1. Cianobactérias

Cianobactérias ou algas verde-azuladas sdo microorganismos procaridticos
fotossintetizantes gram-negativos, sendo algumas espécies fixadoras de nitrogénio
atmosférico (N2). As cianobactérias sfo individuos muito antigos e os seus fosseis sdo
datados de periodos muito distantes do pré-cambriano. A grande flexibilidade a adaptagdes
bioquimicas, fisioldgicas, genéticas e reprodutivas, garantiu a estes microrganismos a sua
perpetuagio na superficie terrestre e distribuigdo em diversos ambientes terrestres ¢
aquaticos. Igualmente, csta grande flexibilidade também nos permite 1sola-las e manté-las
em cultivos com certa facilidade (KAEBERNICK; NEILAN, 2001). Sua dominédncia sob
outras espécies nos ccossistemnas € um indicador que elas possuem habilidades fisiologicas
especificas que as permitem competir muito eficientemente com outros géneros de algas.
De acordo com Carrapigo (2000) as cianobactérias podem ocorrer de forma unicelular, isto
¢, de vida resumida a uma célula solitiria, como nos géneros Synechococcus ¢
Aphanothece, ou  unicelulares coloniais como  Microcystis, Gomphospheria,
Merispmopedium, ou apresentarem as células organizadas em uma unidade em série ou

filamentos como Oscillatoria, Planktothrix, Anabaena, Cylindrospermopsis e Nostoc.

1.1.1. Toxinas produzidas por cianobactérias

Em determinadas condigdes ambientais, tais como temperaturas médias diarias
acima de 25° C, concentragdes de nutrientes numa razdo N:P (nitrogénio:fosforo) entre 20:1
e 10:1 e pH acima de 7,3, algumas populacdes de cianobactérias apresentam um intenso
crescimento, conhecido como floragdes, as quais podem ser fendmenos naturais regionais
de ocorréncia sazonal, mas que, na maior parte das vezes, estio relacionadas a eutrofizacio
artificial causada por excesso de nutrientes vindos de efluentes domésticos ¢ rejeitos

industriais (BITTENCOURT-OLIVEIRA; OLIVEIRA; YUNES, 2001).



As floragdes de cianobactérias causam gosto ¢ odor desagradavel na agua, além de
alterar o equilibrio ecoldgico do ecossistema aquatico. No entanto, o mais grave ¢ que
certos géneros de cianobactérias em condig¢des ainda mal esclarecidas, mas particularmente
nos periodos em que ocorre o colapso das florescéncias (senescéncia), causado pelo
esgotamento dos nutrientes, diminuvigdo da temperatura ou da intensidade luminosa,
produzem toxinas (AZEVEDO, 1998). Segundo Carmichael (1992), embora ainda nio
estejam devidamente esclarecidas as causas da produgdo dessas toxinas por aqueles
microrganismos, tém-se assumido que esses compostos tenham fungdo protetora contra
herbivoria tal como acontece com alguns metabolitos de plantas vasculares, As toxinas
produzidas pelas cianobactérias podem ser classificadas de acordo com sua estrutura
quimica como, peptideos ciclicos (microcistinas e nodularinas), alcaldides (anatoxina-a,
anatoxina-a(s), saxitoxina, cilindrospermopsina, aplisiatoxinas, lingbiatoxina-a) e

lipopolissacarideos.

TABELA 1. Género de Cianobactérias e suas toxinas. Adaptada a partir de Carmichael,
(2001).

Género de Clanobactérias Toxinas produzidas

Neurotoxinas
Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria (Planktothrix)  Anatoxina-a, Homo-anatoxina-a

Anabaena, Oscillatoria (Planktothrix) Anatoxina-a(s)

Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria (Planktothrix),  Paralytic Shellfish Poisons (Saxitoxinas)
Cilindrospermopsis, Lynghbya

Hepatotoxinas
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Umezakia Cilindrospermopsina
Anabaena, Aphanocapsa, Hapalosiphon, Microcystis,
Nostoe, Oscillatoria (Planktothrix) Microcistinas
Nodularia (dgua salobra) Nodularinas

Toxinas irritantes a pele

Lynghya (marinha) Debromoaplisiatoxina, Lingbiatoxina
Schizothrix Aplisiatoxina
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1.1.1.1. Neurotoxinas

Classificadas como alcaldides organofosforados ou organosulfurados, as
neurotoxinas sio produzidas por espécies de cianobactérias dos géneros Anabaena,
Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium e Cylindromspermopsis € atuam na
transmissdo dos impulsos nervosos provocando morte por parada respiratdria (ROSET;
AGUAYO, MUNOZ, 2001). As ncurotoxinas mais conhecidas produzidas a partir de
espécies desses géneros sfio: a anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxinas

(PSP, do inglés: Paralitical Shellfish Poisons).

De acordo com Carmichael (1994) as neurotoxinas atuam nos neurénios, onde em
condig¢des fisioldgicas, a acetilcolina liga-se aos seus receptores provocando a abertura dos
canais de sodio, o que leva ao movimento idnico, induzindo a contracio muscular;
entretanto, a acetilcolinesterase degrada a acetilcolina prevenindo uma superestimulacio
das células musculares. A anatoxina-a, por nfo ser degradada pela acetilcolinesterase, liga-
se irreversivelmente aos receptores de acetilcolina, tornando-se assim um potente
bloqueador neuromuscular pds-sindptico de receptores nicotinicos e colinérgicos,
provocando a superestimulagdo muscular seguida de fadiga ¢ paralisia que pode ser fatal,
caso os musculos respiratorios sejam afetados. Outra neurotoxina, com agdo semelhante a
anterior é a anatoxina-a(s) que inibe a agfo da acetilcolinesterase impedindo assim a
degradaciio da acectilcolina ligada aos seus receptores e provocando também uma
superestimilagdo muscular. As neurotoxinas da classe das toxinas PSP tais como a
saxitoxina e a neo-saxitoxina atuam pela interrup¢io da comunicacfio entre os neurdnios e

as células musculares, através do bloqueio dos canais de sédio.

1.1.1.2, Hepatotoxinas

Em fins dos anos 50 do século passado, bioensaios realizados com células de
cianobactérias coletadas de floragBes, principalmente da espécie Microcystis aeruginosa,
mostravam a presenga de uma toxina que causava sérios danos ao figado dos animais
testados (HUGHES; GORHAM; ZEHNDER, 1958). A confirmacdo de que esta
hepatotoxina cra um peptideo foi apresentada por Bishop, Anet ¢ Gorham (1959), mas
somente vinte anos depois é que sua estrutura quimica foi caracterizada (BOTES et al,,

1982).
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As principais hepatotoxinas até agora caracterizadas sdo heptapeptideos e
pentapeptideos ciclicos conhecidos como microcistinas e nodularinas, além de alcaldides
hepatotoxicos conhecidos como cilindrospermopsinas. Segundo Carmichael (1989) a
estrutura geral das microcistinas ¢ D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha, onde X ¢ Z
sdo dois L aminoécidos variaveis; D-MeAsp ¢ o acido D-Eritrometilaspartico ¢ Mdha ¢ a
N-metildeshidroalanina (Figura la). Nas nodularinas, Z = L-arginina ¢ Mdhb é N-
metildeshidrobutirina; Nodularina R1, R2 = CH3; D-Asp]Nodularina Rl = H, R2 = CH3;
DMAdda®> Nodularina R1 = CH3, R2 = H. A estrutura das nodularinas é o ciclo-(D-
MeAsp'-Z2-Adda3-D-Glud-Mdhb5) (Figura 1b). ADDA é o acido 3-amino-9-metoxi-
2,6,8-trimetil- 10-fenil-deca-4,6-diendico, que estd presente nas nodularinas e microcistinas
foi determinado como um dos responsaveis pela atividade bioldgica dessas hepatotoxinas

(HARADA et al., 1990; NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al.,1992).

FIGURA 1. Estrutura quimica das microcistinas (a) e nodularinas (b).
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As mtoxicagdes mais freqiientes provocadas por cianobactérias sio devidas as
hepatotoxinas por elas produzidas. Segundo Carmichael (1992) as hepatotoxinas promovem
uma desorganizagdo do citoesqueleto dos hepatocitos, onde chegam por meio de receptores
dos 4cidos biliares, o que provoca uma retragio dos mesmos com conseqiiente aumento dos
espacos intercelulares. Também as células dos capilares sinosoidais se retraem, passando o
sangue a fluir dos capilares para os espagos intercelulares formados, o que provoca lesGes

tecidulares e, muitas vezes, choque hipovolémico no figado.

Estudos desenvolvidos por Falconer (1994) demonstraram que as microcistinas,
tipo comum de hepatotoxina, sdo potentes inibidores das fosfatases protéicas do figado,
enzimas que em conjunto com as cinases protéicas regulam o mecanismo de fosforilagdo e
desfosforilagdio das proteinas, desempenhando um papel importante na diviséio celular. A
inibigdo das fosfatases desregula o equilibrio de fosforilagdo-desfosforilagdo levando a um
aumento da proliferagéo celular. Deste modo frente a exposico a doses nfo letais, as

hepatoxinas podem vir a ser carcinogénicas.

Existem catalogadas atualmente cerca de 60 variantes de microcistinas (Tabela 2)
¢ a mais conhccida € a Microcistina-LR, produzida pela espécie Microcystis aeruginosa. A
maior parte dos episoddios de envenenamento causada por cianobactérias é devida a
presenga desta toxina em agua, motivo pela qual a mesma ¢é tdo explorada por pesquisas
cientificas; além de ser umas das poucas microcistinas, cerca de cinco, a ser

comercialmente disponivel na forma de padrio analitico.
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TABELA 2. Algumas variantes de microcistinas atualmente catalogadas, partir de Sivoven

¢ Jones (1999).
MICROCISTINAS P.M. LD’ ORGANISMO
MCYST-LA 909 50 M aeruginosa, M. Viridis
MCYST-LL 951 + M. geruginosa
MCYST-AR 952 250 Microcystis sp.
MCYST-YA 959 NR M. aeruginosa
[D-Asp’, Dha’ IMCYST-EE(OMe) 969 + Anabaena sp.
MCYST-VF 971 NR M. aeruginosa
[PDMAdda’]MCYST-LR 980  90-100 Microcystis sp., Nostoc sp.
[Dha’IMCY ST-EE(OMe) 983 =+ Anabaena sp.
MCYST-LF 985 + M. aeruginosa
MCYST-LR 994 50 M aeruginosa, A. flos-aguae.
MCYST-LY 1001 90 Microcystis aeruginosa
MCYST-HILR 1008 100 Microcystis sp.
[D-Asp’, ADMAdda’ IMCYST-LR 1008 160 Nostoc sp.
[D-Asp®, ADMAdda’, Dhb"] MCYST-LR 1009 + Nostoc sp.
[L-MeSer']MCYST-LR 1012 150 Microcystis sp.
[Dha’IMCYST-FR 1014 NR Microcystis sp.
[L-Ser’ IMCYST-E(OMe)E(OMe) 1015 + Anabaena sp.
[ADMAdda’]MCYST-LR 1022 60 Nostoc sp.
MCYST-LW 1024 NR M. aeruginosa
MCYST-FR 1028 250 Microcystis sp.
[D-Asp’]MCYST-YR 1030 + Microcystis ssp.
MCYST-RR 1037 600 M. aeruginosa, Anabaena sp.
[(6Z)-Adda’IMCYST-RR 1037 =1200 M. Viridis
[D-Ser', ADMAdda’]MCYST-LR 1038 + Nostoc sp.
[ADMAdda’, MeSer' IMCYST-LR 1040 + Nostoc sp.
[L-Ser'IMCYST-RR 1041 + M. aeruginosa, Anabaena sp.
MCYST-YR 1044 70 M. aeruginosa, M. Viridis
[D-Asp’, ADMAdda’, Dhb'IMCYST-RR 1052 + Nostoc sp.
MCYST-HtyR 1058 80-100 4. flos-aquae
MCYST-WR 1067 150-200 AMicrocystis sp.
[D-Asp’, ADMAdda’, Dhb' IMCYST-HtyR 1073+ Nostoc sp.
[L-MeLan'IMCYST-LR 1115 >1000  Microcystis sp.
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Sendo: Aba — Acido Aminoisobutirico; ADMAdda — O-Acetil-O-desmetil Adda; Dha —
Dehidroalanina; Dhb — Dehidrobutirina; DMAdda - O-desmetil Adda; E(Ome) — 4cido
glutdmico metil éster; (Hy)Y — 1,2,3,4, - tetrahidrotirosina; Har — Homoarginina; Hil —
Homoisoleucina; Hph — Homofenilanina; Hty — Homotirosina; MeLan - N-metillantionina,
M(O) - Oxido de Metionina S; MeSer — N-Metilserina; (6Z)-Adda — Esterioisémero do
Adda.

1.1.2. Remocao de toxinas de cianobactérias da dgua

Existem algumas discorddncias com relagdo & eficacia dos tratamentos
convencionais de Aagua (isto ¢, coagulagdo, floculagdo, sedimentagiio, filtragio ¢
desinfecglio) na remogdo de toxinas de cianobactérias. Alguns pesquisadores relatam a
eficiéncia de tais tratamentos na remogdo destas toxinas de agua para abastecimento
publico (HOFFMAN, 1[976; KEIJOLA et al, 1988; HIMBERG ct al., 1989); outros,
contudo, observaram que estes processos ndo podiam remover aquelas toxinas de dgua.
Todavia, trabalhos realizados por diferentes grupos de pesquisa mostraram que carvio
ativado granulado (CAG) e carvdo ativado em pd (CAP) associado aqueles processos
mostraram-se eficientes na remocdo de microcistinas (FALCONER et al., 1989; DONATI
et al., 1994; DRIKAS, 1994; WARHURST; McCONNACHIE; POLLARD, 1997).

Diversos processos tém sido desenvolvidos na tentativa de remogfo das
microcistinas da 4gua com o objetivo de minimizar o custo e facilitar a manipulagdo. Foi
observada que a filtracdo de agua contaminada com microcistina ¢ com nodularina por
solos argilosos pode acabar aumentando a mobilidade in situ da toxina em regides de aguas
alcalinas e de baixa salinidade, devido ao aumento da solubilidade na fase aguosa nestas
condicdes (MILLER et al., 2001). Entretanto, Morris et al. (2000) observaram a adsorcdo
da microcistina por particulas de argila, contendo elevadas concentragdes de caolinita e de

montmorilonita.

Técnicas de degradagio por fotocatalise, utilizando reator com semicondutor de
oxido de titdnio ¢ luz ultravioleta acoplado a um fluxo de oxigénio foi utilizada para

decompor as microcistinas em condigdes de laboratério apenas por Shephard et al. (1998).

Seqiiéncia de operagSes visando o tratamento de agua contaminada por

microcistinas tem sido investigada, tais como cloracéo, micro e ultrafiltragio e ozonizagdo.
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Entretanto estes processos ndo tém sido suficientemente eficientes quando elevadas
florages de algas foram produzidas nas aguas eutrofizadas, ou na existéncia de alta

concentragio de material orginico presente (HITZFELD; HOGER; DIETRICH, 2000).

Ozonizagdo de material orgénico natural e¢ de toxinas de algas foi estudada por
Rositano et al. (2001). Foi observado que a microcistina podia ser destruida mais
rapidamente do que a saxitoxina, sendo esta muito resistente a oxidacdo com ozénio. A
susceptibilidade das toxinas ao processo de ozonizagdo foi o seguinte: microcistina
>anatoxina > saxitoxina. Entretanto, apenas testes em escala de laboratério foram

realizados e a toxidade dos residuos das toxinas oxidadas formadas ndo foi investigada.

O processo de remog¢do de toxinas de cianobactérias por osmose reversa foi
estudado por Neumann ¢ Wecksser (1998), tendo sido observada remogéo de até 99,9% da

microcistina utilizando dgua de torneira adicionada da toxina.

A eficiéncia na remog@io das microcistinas por adsor¢do em carvio depende de
algumas caracteristicas fisico-quimicas deste material, além da matéria-prima utilizada na
sua fabricag3o. Donati et al. (1994) avaliaram diferentes CAP para remog¢fo de microcistina
LR (50 pg/L) dissolvida na aguna. O melhor carviio que eles estudaram removeu 98% de
microcistina-LR com uma dosagem de 25 mg/L, enquanto que o pior, com uma dosagem de
50 mg/L removeun apenas 60%. Os resultados deste trabalho mostraram que quanto maior o
volume de mesoporos, mais eficiente foi o carvio na remo¢fo de microcistina-LR,
Resultados semelhantes também foram obtidos por Bernazeau (1994), que obteve uma
remogio de 95% (50 pg/L) de microcistina-LR com apenas 12 mg/L de CAP. O CAG
também possui uma grande capacidade de remogio de microcistinas. Bernezeau (1994)
conseguiu uma remogéo superior a 90% trabalhando em uma estagéo de tratamento piloto.
Da mesma maneira que o CAP, a eficiéncia da remocdo de microcistinas pelo CAG ird

depender do tipo carvéo utilizado (FALCONER et al., 1989).

Entretanto, de mais facil solugdo ¢ o problema de climinagdo das cianobactérias,
pois alguns processos eficientes ja vém sendo aplicados para separagéo das mesmas a partir
de dguas de reservatdrios, tanques ou lagoas. O objetivo dos processos de eliminacio das
cianobactérias é em geral, a remocdo das mesmas sem romper suas paredes nem tampouco
liberar as toxinas do interior das mesmas para as 4guas. Processo com sulfato de aluminio

foi especialmente eficiente para flocular as células intactas sem dang as paredes das
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cianobactérias (CHOW et al., 1999), sem aumento da concentragfo de microcistina na agua
tratada. Drikas et al. (2001) observaram em testes laboratoriais, a remogio entre 70 a 83%
das células de microalgas, utilizando as operagdes de floculagdo com sulfato de aluminio,
sedimentacdo e filtragfio. Numa planta piloto 99,9% das células de microalgas foram

climinadas com a mesma seqiiéncia de operacdes.

No capitulo 11 desta tese, apresentado como: Processos fisicos e quimicos para
remocdo de cianobactérias e suas toxinas de agua, serfio revisados a partir da literatura,
os processos de remocdio de cianobactérias e de suas toxinas os quais vém sendo

desenvolvidos em laboratério ou aplicados em estagdes de fratamento de agua.

1.2. Carviao ativado

O carvio ativado ¢ um tipo de material carbonaceo, caracterizado por possuir uma
area superficial interna e porosidade altamente desenvolvida, o que lhe permite adsorver
moléculas tanto em fase liquida, quando apresentado na sua forma pulverizada, como em

fase gasosa, quando apresentado na sua forma granulada (BANSAL, 1988).

A matéria-prima tipica utilizada na fabricagio do carvao ativado € o endocarpo do
coco seco (MORTTLEY; MELOOWES; THOMAS, 1988: LAINE; CALAFAT, 1991;
GERGOVA et al., 1993; PANDOLFO; AMINI-AMOLI; KILLINGLEY, 1994). Todavia,
qualquer material lignoceluldsico, tendo como componentes quimicos fundamentais
polissacarideos e lignina e componentes acidentais (organicos e inorganicos) (BENARD,
1992; SILVA, 1993, 1998; BIANCHI, 1995), pode ser usado. Sdo exemplos destes
materiais: madeiras, cascas de nozes, bagaco de cana de agucar e residuo téxtil. Verifica-se

na pratica, que a composi¢io em celulose destes materiais ¢ a mesma.

No que se refere a quantidade de lignina em uma planta, ela varia muito de vegetal
a vegetal, bem como sua distribuigdo nas diversas partes da planta. Isto também ¢ verdade
no gue concerne a velocidade de decomposicio térmica da lignina. Em conseqiiéncia,
carvbes ativados resultantes de materiais com diferentes teores de lignina apresentam
caracteristicas diferentes, que estdo diretamente relacionadas com a qualidade do carvéo
ativado. Esta dependéncia entre a porosidade desses materiais e a composicio de seus

materiais precursores serd discutida no capitulo III deste trabalho apresentado como:
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Preparation of activated carbons from brazilian agricultural biomass wastes by one-

step pyrolysis/activation.

Segundo Bradley e Rand (1995), alguns modelos tém sido propostos para explicar
a estrutura dos carvGes ativados. No entanto, as principais caracteristicas comuns a todo o
tipo de carvéio ativado sdo as camadas de paredes planas irregulares formadas por atomos
de carbonos ordenados em hexdgonos regulares, similares aos anéis dos compostos

organicos aromaticos (SMISEK; CERNY, 1970).

A porosidade do carvio ativado ¢ regida pelo grau de desordem destas camadas e
principalmente pelos espagos ou intersticios (poros) abertos durante o rearranjo ocorrido na
pirolise do material precursor, e ¢ um dos aspectos mais importantes para a avalia¢do de seu
desempenho. A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, do inglés: IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) estabeleceu uma classificagdo porosa
nos materiais adsorventes assim resumida; quanto a forma: Utiliza-se a expressio poro
aberto ou poro fechado para designar fendas em materiais sélidos, o primeiro
correspondendo a fendas que se comunicam com a superficie externa e o segundo

correspondendo a uma fenda isolada, conforme ¢é representado na Figura 2.

FIGURA 2. Esquema apresentando os diferentes tipos de poros em um solido quanto a
forma: (T} poro de transporte, (A) poro aberto, (F) poro fechado e (G) poro tipo gaiola.
Capturada a partir de Gregg e Sing (1982).
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Quanto a dimensio dos poros: Baseado nas propriedades de adsor¢do, a IUPAC,
propde a seguinte classifica¢do: microporos (d; < 2 nm), que contribuem para a maioria da
area superficial que proporciona alta capacidade de adsorcdo para moléculas de dimensdes
pequenas, tais como gases ¢ solventes comuns. Estes tipos de poros ainda se subdividem
em microporos secundarios (0,8 nm < d; < 2 nm) e microporo primario (d; < 0,8 nm).
Mesoporos (2 nm < d; < 50 nm), os quais sdo importantes para a adsor¢do de moléculas
grandes tais como corantes e toxinas de cianobactérias, microcistinas (BACAOUI et al.,
2001). Macroporos d; > 50 nm, onde normalmente sdo considerados sem importincia para a

adsorgdo ¢ sua funcfo ¢ servir como meio de transporte para as moléculas gasosas.

Devido as suas propriedades adsortivas, os carvdes ativados (CA) sfo utilizados
para purificar, desintoxicar, desodorizar, filtrar, descolorir, desclorificar, remover ou
modificar sabor e concentracdo de uma infinidade de materiais liquidos e gasosos. Essas
aplicacdes sdo de interesse para muitos setores econdmicos em diversas areas, como:
alimenticia, farmacéutica, quimica, petrolifera, nuclear, automobilistica, mineragio e
principalmente, no tratamento de dgua potavel, dgua industrial ¢ do ar atmosférico

(COUTINHO; BARBIERIL; PAVANI, 2000).

De acordo com Smisek e Cemny (1970), as caracteristicas de adsorgio dos CA
dependem principalmente de sua area superficial especifica, distribui¢iio dos tamanhos e
volume dos poros, além de sua estrutura quimica de superficie. A alta drea superficial ¢
porosidade dos CA sfo resultantes do seu material de origem e dos processos de pirdlise e

ativac@o, que pode ser fisica ou quimica.

O processo de produgio do carvdo ativado envolve duas etapas principais: a
carboniza¢do da matéria-prima e a ativagio. A carbonizagio ou pirdlise é o processo de
eliminagfo dos produtos volateis a partir da degradagdo da matéria organica (T < 500 °C),
sob atmosfera inerte, de tal modo que mantenha, além de elementos minerais, apenas um
esqueleto carbonizado, produzindo uma massa de carbono fixo com uma estrutura porosa
rudimentar e uma area superficial menor que 400 m’/g (BACAOUI et al., 1998). O
progressivo aquecimento resulta na formagdo do carvdo via um rearranjo térmico interno,
que por fim fornece camadas pseudografiticas com intersticios microporosos obstruidos por
substincias de alcatrio (MACKAY; ROBERTS, 1982). Esta estrutura pode ser mais

desenvolvida na etapa seguinte denominada de ativagéo.
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O processo de ativacdo pode ser fisico ou quimico. Na ativagao fisica utiliza-se a
propricdade oxidante de gases como o vapor d’agua, gds carbdnico ou uma mistura destes
gases a temperaturas maiores que 800 °C, com a finalidade de desobstruir os poros
preenchidos com “piche” (WARHURST; McCONNACHIE; POLLARD, 1997; AL-
KHALID et al., 1998; RODRIGUEZ-REINOZO et al., 1995). Na ativacdo do carvio por
via quimica utilizam-se compostos como ZnCly, hidréxidos de metais alcalinos, H:PO4 ¢
H,80, ¢ aquecimento moderado entre 400 °C e 600 °C (EL-HENDAWY,; SAMRA,;
GIRGIS, 2001).

As vantagens do processo de ativagio quimica sobre fisico estdo no baixo custo de
energia, ja que o processo quimico requer temperaturas mais baixas, além de fornecer um
maior rendimento (massa de carvdio ativado / massa de material precursor) quando
comparado com o outro processo. No entanto, a ativacio fisica pode poluir menos, pois os
subprodutos da ativagfio fisica sfio gases como CO, ¢ CO em baixas concentracdes (HU;
SRINIVASAN; YAMING, 2001).

Os carvdes ativos podem ser produzidos a partir de o0ssos, materiais
lignoceluldsicos como madeira e endocarpo do coco seco, turfa, polimeros sintéticos, etc
(BACAOUI et al., 1998). Seguindo padrdes econémicos adotados pelo mundo moderno, o
desenvolvimento tecnolégico da produgiio de carvdo ativado busca minimizar a razio custo
beneficio desses materiais. Neste contexto vem-se buscando obter esses adsorventes a partir
de matérias-primas de baixo custo, originadas, sobretudo de residuos agricolas e/ou de

rejeitos industriais.

Neste contexto, diversos rejeitos agricolas vém sendo aplicados em pesquisas
como potenciais precursores de CA de qualidade superior como aqueles utilizados por
Pollard, Thompson ¢ Mcconnachie (1995). Nesta pesquisa, os autores utilizando a casca da
madeira da Moringa oleifera como material de partida, produziram carvio ativado a partir
de vapor d’agua com area superficial de BET de 734 m%/g. No ano seguinte, Warhurst,
Mecconnachie e Pollard (1996), utilizaram cascas de semente daquela mesma arvore como
matéria-prima na produ¢do de carvdo ativado por via fisica com vapor d’agua. O produto

obtido apresentou uma 4rea superficial de BET de 730 m*/g.

Bernardo et al. (1997) utilizaram o bagaco de cana de agicar para produgio de

carvies ativados mediante o uso de vapor d’agua. Os CA produzidos apresentaram area
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superficial de BET da ordem de 1394 m*/g. Poucos anos depois, Lua ¢ Guo (1999), a partir
do residuo deixado pela extragfio do 6leo de palma, produziram CA também por via fisica,
contudo, utilizando como agente ativante o CO,. Os CA obtidos nesta pesquisa

apresentaram 4rea de BET entre 356 ¢ 1366 m*/g.

Com relagfio ao processo de ativagdo quimica destacam-se alguns trabalhos tal
como aquele realizado por Bagaoui et al. (1998), os quais avaliaram a produgio de carvio
ativado a partir de residuo da casca da azeitona utilizando H>SO: como agente carbonizante
e vapor d’agua como ativante. Os CA produzidos apresentaram Areas superficiais de BET
acima de 1000 mz/g. Por sua vez, Hu e Srinivasan (1999), produziram CA a partir do
mesocarpo do coco seco ¢ das cascas da semente da palma. Os carvdes foram ativados com
ZnCly ¢ o produto da ativagfio apresentou area superficial de BET de 2191 m%/g (mesocarpo

do coco seco) e de 1291 m*/g (casca da semente da palma).

Em 2001, El-Hendawy, Samra e Girgis avaliaram um tipo comum de residuo
agricola, sabugos de espiga de milho como potencial precursor de carvio ativado. Os seus
carvdes foram ativados com H3;PO4 e o produto da ativacdo apresentou area superficial de
BET de 960 m*/g. Neste mesmo ano, Diaz-Teran et al. (2001) produziram CA a partir de
residuo de madeira utilizando KOH como agente ativante. Seus carv0es apresentaram drea

superficial de BET de aproximadamente 1960 m*/g.

Dependendo das condigdes de carbonizagfo, ativagdo ¢ do material de origem, o
carvao ativado possuira diferentes caracteristicas, notadamente relacionadas a sua estrutura,
textura e propriedades superficiais. Estes pardmetros s3o considerados os fatores que mais
afetam as propriedades de adsorgéo do carvdo ativado. As diferentes variaveis que afetam o
processo de carbonizagdo e ativagio podem ser controladas a fim de desenvolver CA com
alta capacidade de adsorcdo (BACAOUI et al, 1998). Técnicas de otimizagdo como
superficies de resposta vém sendo utilizadas com éxito na produciio de CA a partir de

residuos agricola-industriais, tendo estes carvdes apresentado érea superficial especifica

acima de 1000 m*/g (BACAOUI et al., 1998; 2001).

Recentemente, Albuquerque Junior et al. (2002; 2003) utilizaram metodologia de
superficie de resposta como técnica de otimizagio da produgio de carvio ativado obtido do
mesocarpo do coco verde. Neste trabalho pode-se constatar a importidncia da temperatura

de ativagiio e tempo de ativa¢do no desenvolvimento da porosidade daquele tipo de carvio.
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Nas condi¢gdes de processo otimizadas foram obtidos carvdes com area de BET acima de

1000 m®/g.

Para esta tese de doutorado, residuos agricolas brasileiros como bagago de cana de
agUcar, casca da noz macadimia, residuo de madeira de pinus, mesocarpo do coco verde ¢
endocarpo do coco seco foram utilizados como potenciais precursores de carvdes ativados

de qualidade superior.
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CAPITULO X1

A apresentagio deste capitulo corresponde ao artigo a ser submetido:

Albuquerque Junior, E. C; Franco, T. T. Processos fisicos e quimicos para remocio de
cianobactérias e suas toxinas de dgua: Revisdo. Bragilian Journal of chemical

Engineering, 2007.

Existem algumas discordincias com relagfio a eficdcia dos tratamentos convencionais de
dgua envolvendo etapas de coagulagdo, floculagio, sedimentagdo, filtragio e desinfecgio
com cloro na remog¢do de toxinas de clanobactérias. Alguns pesquisadores relatam a
eficiéncia de tais tratamentos na remo¢do destas toxinas de agua para abastecimento
publico; outros entanto, observaram que estes mesmos processos ndo podiam remover
aquelas toxinas de dgua. Todavia, trabalhos realizados por diferentes grupos de pesquisa
vém mostrando que carvdo ativado granulado e carvao ativado em po associado a estes
processos mostraram-se eficientes na remog¢do de microcistinas. Neste contexto, diversos
processos tém sido desenvolvidos na tentativa de remover tanto células intactas de
cianobactérias potencialmente toxicas como de suas toxinas da agua, buscando acima de
tudo um acordo entre seus custos e a sua facil manipulagio. Assim, neste capitulo serdo
descritos e comentados os métodos quem vem sendo estudados em laboratorio ou aplicados
em estagBes de fratamento de dgua com objetivo de remover cianobactérias e de suas

toxinas.
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Resumo

Os métodos de tratamento de agua utilizados na remogdo de cianobactérias ¢ suas toxinas,
tém suas limitacdes quanto as facilidades de aplicagdo e eficiéncia, principalmente. Dos
métodos oxidativos discutidos, aqueles utilizando processos fotocataliticos sfo bastante
promissores, pois degradam rapidamente as toxinas de cianobactérias levando a uma
mineralizagdo do material orginico sem a formac¢do de subprodutos tdxicos. Métodos
fisicos niio destrutivos de toxinas de cianobactérias também sfo relevantes, pois além de
apresentarem boa eficiéncia de remogdo daqueles compostos de agua, os mesmos vém
sendo bastante utilizados em muitas das estagdes de tratamento de 4gua, inclusive aquelas
encontradas em centros de hemodialise, podendo citar os filtros de carvio ativado
granulado e filtragdo por osmose reversa. Em ambos os métodos percebem-se uma grande
inquietagdo por parte daqueles que os utilizam, haja vista que ndo existem 6rgios publicos
que fiscalizem o uso ¢ a qualidade dos mesmos. Um bom exemplo ¢ a baixa qualidade dos
carvdes ativados utilizados em estagbes de tratamento de agua, visto que na sua totalidade
ainda s@o obtidos a partir de seu niimero de iodo ¢ area da superficie especifica, pardmetros
ultrapassados que medem a efetividade destes adsorventes. E importante saber que o
gerenciamento e controle de algas, cianobactérias e cianotoxinas nos sistemas de
abastecimento de dgua envolvem agdes de carater preventivo e de carater corretivo, que
devem ser desenvolvidas segundo niveis hierarquicos. As a¢des de prevengdo do processo
de eutrofizagido no manancial de abastecimento devem ser prioritirias e baseia-se no
manejo dos fatores que controlam o crescimento das algas e cianobactérias, particularmente

do aporte de nutrientes.

Palavras-chaves: Cianobactérias, microcistinas, tratamento de agua, carvéo ativado.
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1, Introducio

As cianobactérias, também conhecidas como algas verdes azuladas, que
comumente florescem em ambienies aqudticos eutrofizados, produzem metabolitos
secundarios potencialmente tOxicos a animais ¢ seres humanos, sendo muito encontradas
em reservatorios de agua destinados a abastecimento puablico (CARMICHAEL, 1994).
Estas toxinas de cianobactérias podem atuar no figado e¢ neurénios, e por isso sdo

classificadas como hepatotoxinas ¢ neurotoxinas (AZEVEDQO, 1998).

De acordo com Sivonen e Jones (1999), as hepatotoxinas de cianobactérias sdo
classificadas em heptapeptideos e pentapeptideos ciclicos designados de microcistinas
(MCYSTs) e nodularinas, respectivamente; com excegdo da cilindrospermopsina que
apesar de ser uma hepatotoxina, quimicamente trata-se de um alcaléide. Ao contrario deste
grupo de compostos, as neurotoxinas por sua vez sdo classificadas como alcaldides,

designados de anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxinas, aplisiatoxinas, ¢ lingbiatoxina-a.

Géneros de cianobactérias como  Microcystis, Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon e Anabaenopsis sdo identificados como potenciais
produtores de MCYSTs (TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISL, 1992). De acordo com
Sant’anna e Azevedo (2000), ja foi registrada a ocorréncia de pelo menos 20 espécies de
cianobactérias potencialmente toéxicas, incluidas em 14 géneros, em diferentes ambientes
aqudticos brasileiros. De acordo com esses mesmos autores, a espécie Microcystis
aeruginosa apresenta uma distribuigdo mais ampla em todo territorio brasileiro e Anabaena
¢ considerada como o género com o maior numero de espécies potencialmente toxicas (4.
circinalis, A. flos-aquae, A. plancionica, A. solitaria ¢ A. spiroides). Entretanto, na ltima
década tem sido observado um grande aumento na ocorréncia da  espécie
Cylindrospermopsis raciborskii, em diferentes regides brasileiras (BOUVY et al., 1999;
BRANCO; SENNA, 1994; CONTE et al., 2000; KOMARKOVA; LAUDARES-SILVA;
SENNA, 1999; HHIUSZAR et al., 2000).

Um numero cada vez maior de floracdes toxicas de cianobactérias tem sido
registrado em paises como Australia (KEMP; JOHN 2006), Inglaterra (AKCAALAN et al,,
2006), China (SHI et al., 2005), Africa do Sul (VAN HALDEREN et al., 1995) e Brasil
(CARVALHO et al., 2004; HONDA et al., 2006). Segundo FALCONER et al. (1994)

intoxicacdes de populagdes humanas pelo consumo oral de agua contaminada por cepas
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toxicas de cianobactérias ja foram descritas em varlos destes paises, estando estas

relacionadas principalmente com as microcistinas.

No Brasil, embora existam poucos registros de intoxicagdo humana por toxinas de
cianobactérias, estes sio dramaticos. Teixeira et al. (1993) descrevem uma forte evidéncia
de correlagio entre a ocorrénceia de floragdes de cianobactérias no reservatorio de ltaparica
(Bahia) ¢ a morte de 88 pessoas, entre as 200 intoxicadas, pelo consumo de agua do
reservatorio, entre margo e abril de 1988, Recentemente, no inicio de 1996, 123 pacientes
renais cronicos, apos terem sido submetidos a sessdes de hemodidlise em uma clinica da
ctdade de Caruaru (Pernambuco), passaram a apresentar um quadro clinico compativel com
grave hepatotoxicose. Destes, mais de 50 pacientes morreram devido & presencga de toxinas
de cianobactérias (MCYST -LR, -YR, -AR) e cilindrospermopsina na agua de hemodiélise
do referido centro. Este evento passou a ser o primeiro caso de morte associada a toxina de
cianobactéria no Brasil e ficou conhecido como a tragédia de Caruaru (CARMICHAEL et
al., 2001).

Além da intoxicagdo por via oral e venosa, Codd ¢ Poon (1988) também
consideram relevante a intoxicacao de individuos pelo consumo de alimentos contendo
toxinas bioacumuladas em peixes e moluscos. CHRISTOFFERSEN (1996) e
VASCONCELOS (1999) ressaltam esta mesma situagdo, enfatizando que os peixcs

freqlientemente tornam-se veiculos da toxina para outros animais.

De acordo com Harada ¢t al. (1996) devido a sua estrutura peptidica ciclica, as
MCYSTs sdo muito estiveis e resistentes a hidrélise quimica e oxidacdo, em pH proximo
da neutralidade. Além disso, tanto as MCYSTs como as nodularinas mantém sua toxicidade
mesmo apos a fervura. Em condi¢des naturais, no escuro, as MCYSTs podem persistir por
meses ou anos. A uma temperatura proxima dos 40°C e condigdes de pH alto ou baixo,
foram observadas hidrélises lentas, sendo necessario aproximadamente 10 semanas em pH
1 ¢ mais de 12 semanas em pH 9 para a degradagdo de cerca de 90% da concentragio total
das MCYSTs.

Conseqlientemente, ndo ¢ de se surpreender que estas toxinas ndo sejam removidas
prontamente da dgua por métodos convencionais de tratamento de 4gua, como aqueles
descritos por Falconer et al. (1989), Drikas, (1994) ¢ Hrudey et al. (1999). Assim, a

investigagio por métodos apropriados para a remogdo destas toxinas de agua se estende por
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quase trinta anos, come¢ando mesmo antes que estas toxinas tivessem sua estrutura

caracterizada.

As cianotoxinas encontram-se predominantemente no interior das células viaveis
(sadias) das cianobactérias toxicas e sio denominadas de toxinas intracelulares. Sob
condigbes normais, apenas uma pequena propor¢do dessas toxinas € liberada pelas células
viaveis para a dgua (toxinas extracelulares). Contudo, quando ocorre a lise da célula, seja
pelo decaimento natural (senescéneia) ou pela agio de ruptura destas exercidas por agentes
quimicos como o sulfato de cobre ou oxidantes, a toxina intracelular ¢ significativamente
liberada para a coluna d’agua (YOO et al., 1995). Desta maneira, os processos e seqiiéncias
de tratamento de dgua para abastecimento pablico devem ser analisados em fungio da sua
capacidade de remover as células vidveis (biomassa algal) e de ndo promover a lise dessas
células, assim como pela capacidade de remover a fragiio dissolvida das cianotoxinas

{toxinas extracelulares) na agua.

Uma vez que a estabilidade e a resisténcia aos métodos de tratamento tradicionais
tinham sido estabelecidas, o uso de métodos alternativos para a remogfio das MCYSTs
tomaram um forte impulso de cardter prospectivo. De uma maneira geral, os estudos
avancados em tratamento de dgua vém sendo focados na utilizagdo de 0zdnio e na remogio
fisica das MCYSTs por tecnologia de adsor¢fio, particularmente a aplicagdo de carviio
ativado. Outros métodos também vém sendo avaliados e aplicados na remocio e
degradagiio destas toxinas em agua potavel e incluem a osmose reversa, filtragdo e
ultrafiltragdo em membranas, processos oxidativos e fotocataliticos tais como aqueles que

empregam UV/H,0,, cloragido e TiO,.

Assim, como objetivo principal desta revisdo, serdo apresentados os métodos
fisicos e quimicos que vém sendo estudados e aplicados na remog8o de cianobactérias e de
suas toxinas de agua potavel tanto em escala real como aquelas desenvolvidas em
laboratério, de maneira a entendé-los melthor a dai tirarmos informagdes pertinentes a

respeito dos mesmos.
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2. Métodos para remocio de cianobactérias e cianotoxinas

Existem algumas discorddncias com relagdo a eficicia dos tratamentos
convencionais de agua envolvendo etapas de coagulagdo, floculacdo, sedimentagio,
filtragdio e desinfec¢do com cloro na remogdo de foxinas de cianobactérias. Alguns
pesquisadores relatam a eficiéncia de tais tratamentos na remogio destas toxinas de agua
para abastectmento publico; outros entanto, observaram que estes mesmos processos nio
podiam remover aquelas toxinas de agua (HIMBERG et al., 1989; KEIJOLA et al., 1988;
HOFFMAN, 1976). Todavia, trabalhos realizados por diferentes grupos de pesquisa vém
mostrando que carvio ativado granulado (CAG) e carviio ativado em p6 (CAP) associado a
estes processos mostraram-se eficientes na remogdio de MCYSTs (FALCONER et al.,
1989; DONATI et al, 1994; DRIKAS, 1994; WARHURST; McCONNACHIE;
POLLARD, 1997).

Neste contexto, diversos processos tém sido desenvolvidos na tentativa de remover
tanto células intactas de clanobactérias potencialmente téxicas como de suas toxinas da

agua, buscando acima de fudo um acordo entre seus custos e a sua facil manipulacio.

2.1. Tratamentos fisicos

2.1.1. Remoc¢io de biomassa de cianobactérias

A nossa primeira discussiio toma parte com a remogdo de biomassa de
cianobactérias daquela agua que sera utilizada na esta¢do de tratamento d’4gua, o qual tem
sido foco de estudo de muitos pesquisadores, sendo varias as linhas de abordagem do
problema. Os trabalhos abordam desde o uso de filtros rapidos de pequena granulometria
sem prévia coagulagio, como aqueles avaliados por Nagavi e Malone (1986) até a adogéo
de uma etapa de pré-oxidagdo utilizando cloro ou ozonio (PETRUSEVSKI; VAN
BREEMEN; ALAERTS, 1996; LAGE FILHO; FERREIRA FILHO, 1997).

Segundo os estudos de Benhardt ¢ Clasen (1991), a remog¢do de bactérias e
microalgas por coagulagfo, floculagdo e filtragdo € governada pelos mesmos principios que
a remogdo de particulas coloidais e em suspensio, independentemente da natureza orginica
ou inorganica de cada um desses grupos. Neste mesmo estudo, eles puderam concluir que

as clanobactérias podem ser desestabilizadas e floculadas de acordo com os mesmos
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mecanismos que atuam no caso de particulas inorganicas e que a eficiéncia deste processo €

influenciada pela forma (geometria) celular desta microalga.

O processo de flotago por ar dissolvido, seguido de filtragio rapida (HYDE et al.,
1977, EDZWALD; WINGLER, 1990; EDZWALD, 1993; JANSSENS; BUENKES, 1993)
¢ uma das opgdes que a literatura vem indicando como a mais recomendada para a remogio
de microalgas. Esse processo, pela caracteristica do seu pré-tratamento (a coagulagfo-
floculagiio), & também muito eficiente na remog¢fo da matéria organica dissolvida (GEHR,;

SWARTZ; OFFRINGA, 1993).

Uma técnica muito promissora, ndo toxica e de baixo custo que vem sendo muito
estudada € a remocio de células de algas por flocula¢do utilizando argila (ANDERSON,
1997; SENGCO; ANDERSON, 2004). Argilas tais como a montmorilonita, caolinita ¢ as
fosfaticas tém sido relatadas como floculantes eficientes, apresentando taxas de remogio de
algas acima de 90% com a mais baixa carga de aplicagfo, cerca de 250 mg/L
(AVNIMELECH; TROEGER; REED, 1982; HAN, KIM, 2001, SAMPLE, 2000;
SENGCO; ANDERSON, 2004; YU; ZOU; MA, 1994a,1994b, 1995). Contudo, segundo
alguns destes pesquisadores alguns problemas com ralagdo ao emprego desta téenica
podem ser apontados: (1) normalmente ¢ empregada uma concentragdo de argila acima de
200 mg/L, o que ¢ considerada alta e impraticivel para esta técnica, fazendo-se assim
necessario buscar argilas mais eficientes; (2) a eficiéncia de floculagiio das argilas diminui
dramaticamente com a diminui¢éo da salinidade, assim € necessario que novas técnicas de
modifica¢des na estrutura destes materiais sejam estudadas a fim de que as mesmas possam
ser utilizadas em Adguas doces sem mais complicagdes; (3) o mecanismo de floculagio
utilizando argila ainda nfo é muito bem esclarecido ¢ ha falta de um estudo sistemaético da

cinética de floculagdo em aguas doces e salgadas.

Mais recentemente, Pan et al. (2006) avaliaram a habilidade de 26 diferentes tipos
de solos argilosos na remocio de algas por floculagdo. Os resultados obtidos por estes
autores revelaram uma eficiéncia na remog¢éo de células de Microcystis aeruginosa acima

de 97% pelo solo que continha septiolita.

Um bom exemplo do estudo e aplicagdo do processo remogdo de cianobactérias
por floculagao também foi desenvolvido por Chow et al. (1999), os quais indicaram que a

utilizag@o de sulfato de aluminio foi especialmente eficiente para flocular as células intactas
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daqueles microorganismos sem dano as sua parede celular, sem aumento da concentragio
de MCYSTs na agua tratada. Anos depois, DRIKAS et al. (2001) observaram em testes
laboratoriais, a remogao de 70 a 83% de células de microalgas, utilizando as operagfes de
floculagdo com sulfato de aluminio, sedimentacdo ¢ filtragdo. No entanto, numa planta
piloto com a mesma seqliéncia de operagdes utilizadas no teste em laboratorio, estes
mesmos autores conseguiram uma eficiéncia de remogio da mesma biomassa estudada

acima de 99,9%.

Recentemente, Phoochinda e White (2003) estudaram a remogio de algas por
processo de flotagdo, utilizando dodecilssulfato de sédio e brometo de cetiltrimetilaménio
como tensoativos, observando uma remogdo de até 90% de algas utilizando este tltimo
agente quimico. Fo1 observado que a diminuigido do valor do pH da suspensdo de algas
favorecia a um aumento da remogio destas em até 80%. Os autores também observaram
que nfio havia diferenca na eficiéncia de remocdo quando o processo operava a baixas

temperaturas ou em temperaturas mais elevadas.

As seqiiéncias de tratamento que nio envolvem o uso de coagulante baseiam-se na
filtracdo lenta em arecia. De acordo com Mouchet e Bonnelye (1998), a filtragdo lenta em
areia sozinha ¢ capaz de remover 99% de microalgas da Agua afluente. Contudo,
geralmente € reportado na literatura que altas concentragdes de microalgas na dgua bruta
afluente ao filtro lento pode provocar a rdpida colmatagdo do meio filtrante exigindo
freqlientes limpezas (CLEASBY, 1991). A remocéo da camada bioldgica superficial, por
sua vez, pode ter ofeitos negativos sobre a capacidade de remogéo de substincias organicas
dissolvidas, inclusive cianotoxinas. Estudos recentes sugerem que o problema da
colmatagéio dos filtros lentos pelo excesso de microalgas ¢ cianobactérias pode ser

contornado com a adogio de pré-filtros de pedregulho (BRANDAO et al., 1998, 1999).

Neste contexto, Griitzmacher e Bottcher (2002) avaliaram filtros lentos de areia na
remocdo de células intactas ¢ MCYSTs obtidas de Planktothrix agardhii. Seus estudos

revelaram uma remocao de MCYSTSs e de células daquela cianobactéria acima de 95%.

A utilizagdo de uma pré-oxidagdo com permanganato de potassio, coagulagio com
sulfato férrico ¢ um polimero catidnico e filtragdo direta pelo filtro de multiplas camadas,
em 4dguas represadas contendo microalgas foram testados por Petrusevski, Van Breemen ¢

Alaerts (1996). Seus resultados mostraram que a eficiéncia de remog¢do de particulas ¢
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microalgas nessa seqiiéncia de tratamento foi superior a 99%, enquanto a eficiéncia

comumente atingida na filtragdo direta seria da ordem de 90%.

Experimentos semelhantes foram conduzidos por Lage Fitho e Ferreira Filho
(1997) em estagdo piloto, aonde estes estudaram os efeitos da pré-oxidagdo com cloro livre
sobre a tratabilidade de dguas eutrofizadas. Os autores concluiram que a pré-oxida¢io com
cloro livre, ao promover a formagio de flocos mais resistentes, atuou como um auxiliar de
coagulagio, proporcionando uma melhor remog¢do de cor aparente e carbono orginico total,

independentemente do tipo do meio filtrante utilizado.

2.1.2. Remocio de cianotoxinas dissolvidas

Como visto anteriormente, os processos que envolvem coagulacdo, quando
otimizados € associados a processos de separagdo soélido-liquido e/ou & pré-oxidagéo,
podem remover de forma eficaz as células de cianobactérias. Entretanto, de acordo com
Hart, Fawell e Croll (1998), varios estudos tém mostrado que 0s processos convencionais
de tratamento (coagulacdo/floculag@io, sedimentagdo ¢ filtragdo) ndo sdo efetivos na

remogdo da fragdo dissolvida de cianotoxinas, tal como observado também por Hoffman
(1976).

Sdo muitos os trabalhos que abordam a remog¢do da fragdo extracelular das
cianotoxinas de 4agua potavel. Segundo Hrudey et al. (1999), a maioria dos trabalhos
publicados aborda a remocdo de cianotoxinas em uma etapa (processo) do tratamento
d’4gua e sdo poucos os trabalhos que avaliam as seqiiéncias de tratamento mais comuns,
que envolvem a coagulagfio-floculagio ¢ uma ou mais etapas de clarifica¢fo (sedimentagio,
flotagdo e filtragdo répida). Além do que, a grande maioria desses trabalhos relata
experimentos realizados em escala de laboratério ou instalagdes piloto, sendo poucos os

resultados obtidos em escala real.

2.1.2.1. Adsorcio por carviio ativado

Um dos trabalhos pioneiros utilizando carvdo ativado como estudo na remogéo de
toxinas de cianobactérias foi realizado por Hoffman (1976). Neste estudo, os autores
mostraram que todos aqueles processos convencionais usados no tratamento de 4gua,

compostos por floculagdo/sedimentagdo, filtragdo em areia e cloragdo, falharam na
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eliminacdo da toxicidade associada com toxinas peptidicas de cianobactérias. Contudo,
neste trabalho também foi investigada a utilizagdo de CAP associado aqueles processos na
remogio de MCYSTs. Os resultados, promissores para a época, revelaram que a adsor¢do
destas toxinas pelo CAP estava associada aos niveis de concentracio deste adsorvente no
processo, além da variante da MCYST estudada. A remogdio de MCYSTs sob esta
investigacdo foi garantida utilizando-se 8 kg/I. de CAP o que foi uma razdo de dosagem de

CAP alta, quando a quantidade tipica utilizada seria entre 0,01 kg/L e 1 kg/L.

Trabalhos subseqiientes confirmaram a eficacia do CAP na remogdo de MCYSTs
enfatizando mais uma vez a importincia da razdo de dosagem deste adsorvente, onde na

maioria dos resultados obtidos foram necessarias altas doses de CAP.

Keijola et al. (1988), por sua vez, apresentaram a adsor¢do em carvdo ativado
granujado (CAG) como um método efetivo na remogdo de hepatotoxinas e neurotoxinas
{anatoxina-a), porém ndo relataram bons resultados com o carvio ativado em pd. A baixa
eficiéncia do CAP wverificada nesse estudo foi associada a baixa concentragdo deste
adsorvente utilizada nos experimentos (5 mg/L), nio levando em considera¢iio outros

fatores como a porosidade e materiais precursores do carvio ativado.

Nos trabalhos subseqiientes desenvolvidos por Falconer et al. (1989) e Himberg et
al. (1989), por exemplo; fo1 avaliada também a remoc¢io de toxinas por carvio ativado em
po e granulado. Falconer et al. (1989) relataram que muito dos carvdes ativados em po
utilizados na sva investiga¢do removeram um pequeno percentual de MCYSTs quando foi
usada uma dose de CAP de 100 g/L, ao contrario de uma dose maior de CAP de Skg/L que
se mostro mais eficiente na remogio. Os resultados obtidos de ambos os trabalhos sugerem
que o carvao ativado seria capaz de remover cianctoxinas sozinho ou de forma combinada

com o tratamento convencional.

A partir da scgunda metade da década de 1990, um avango na pesquisa da
remogdo de MCYSTs por CAP e CAG pdde ser observado, aonde foram incorporados a
estes estudos, a relagdo da porosidade do material precursor e 0 modo de ativagiio dos

carvdes na capacidade de adsor¢do dos mesmos para as toxinas de cianobactérias.

Donati et al. (1994) avaliando a capacidade de adsorgio de uma séric de carvdes
ativados obtidos de diferentes precursores; isto ¢ da madeira, endocarpo de coco seco, turfa

e carvdo de origem mineral na remocéo de MCYST-LR, observaram que a remogéo desta
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toxina pelos carvdes avaliados estava ligada as propriedades texturais (porosidade) e de
superficie destes adsorventes, além da natureza de seus materiais precursores. Assim, uma
varia¢do da adsor¢do de MCYST-LR entre 20 e 280 pg/L obtidas no estudo destes autores,
fora dependente daquelas propriedades de superficie dos carvies; sendo o carvio ativado da

madeira 0 mais efetivo e do endocarpo do coco seco o menos efetivo na remogio da
MCYST-LR.

Ainda segundo estes autores, o estudo mostrou que a adsorgdo de MCYST-LR foi
dependente do volume de mesoporos € nio de microporos do CA. A 4rea da superficie
especifica, niimero de iodo e indice de fenol, muito utilizado para medir a qualidade dos
CA, permitiu apenas fornecer uma informagao especifica e ndo deveriam ser usados como

um indicador geral da efetividade destes materiais na adsor¢fio de toxinas de cianobactérias.

Donati et al. (1994) também avaliaram o teor de matéria orginica dissolvida na
agua ¢ a capacidade de adsor¢do daqueles adsorventes pelas MCYSTs. Foi observada uma
diminui¢do da taxa inicial de adsor¢io de MCYST-LR pelos CA da madeira ¢ do
endocarpo coco seco; onde apos trés horas de contato com estes adsorventes foram obtidas
remo¢des de 37% e 19% apenas da concentracdo inicial daquela toxina presente na dgua
preparada com agua de rio, diferentemente daquela observada quando preparada com égua
ultra-pura, 36 e 42%, respectivamente; concluido-se desta maneira que a matéria orginica
dissolvida na 4gua competia com a MCYST-LR pelos sitios ativos de adsor¢do dos carvdes

ativados diminuindo assim sua capacidade de adsorgéo pela toxina.

Resultados semelhantes também foram obtidos por Bernazeau (1994), o qual
obteve uma remog¢do de 95% a partir de 50 pg/L. de MCYST-LR com apenas 12 mg/L de
CAP. Bernazeau (1994) utilizou CAG em uma estacio piloto, o qual observou também este

possuiu uma grande capacidade de remocio de MCY STs, superior a 90%.

Da mesma forma que Donati et al. (1994), Bruchet et al. (1998), utilizando 4gua
filtrada do rio Sena, contaminada artificialmente com MCYST-LR, demonstraram que além
do tipo de carvdo, a presenga de matéria orginica dissolvida na agua interferia
negativamente na capacidade de adsorgfo das cianotoxinas pelo carvdo ativado em po.
Segundo estes autores, embora tenha sido apresentada uma elevada remog¢éo de toxinas
pelo carvio ativado granular, a competicio com a matéria orgénica dissolvida pode resultar

em problemas na pratica do tratamenfo. Se a presenca de altas concentragbes de
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cianotoxinas na agua ocorrer quando o carvio ativado ja estiver parcialmente saturado por
outras substdncias orgénicas, a “passagem” de concentragdes significativas de toxinas

podera ocorrer.

Neste mesmo ano, Lambert, Holmes ¢ Hrudey (1996) estudaram em escala real a
remogio de MCYST-LR por carvdo ativado associado a processos convencionais de
tratamento de 4gua, além da influencia da material orgénica dissolvida na capacidade de
adsor¢io do carvdo. Os resultados do primeiro estudo demonstraram que mats de 80% da
toxina dissolvida em agua foi removida pelo carviio associado aos outros processos. No
segundo, foi observada uma diminuigdo da capacidade de adsor¢fio dos carvdes ativados
comerciais avaliados devido a presenca de matéria orgénica dissolvida, competindo com a
MCYST-LR pelos sitios de adsor¢do dos carvdes, tal como observado por Donati et al.
(1994).

No ano seguinte, Warhurst, Mcconnachie e Pollard (1997) estudaram a adsor¢éo
de MCYST-LR por um carvio ativado fisicamente com vapor d’agua obtido da casca da
semente da drvore Moringa oleifera. Neste estudo, eles observaram que 10 mg/L deste
carvdo em contato por 24 h com uma solugdo 20 pg/I. daquela toxina pura promoviam uma

remocédo acima de 98%.

Neste mesmo ano, Lawton, Cornish ¢ Macdonald (1998) avaliaram a capacidade
de adsorcdo de filtros domésticos de carvdo ativado, empregados como tratamento de agua
remediativo, na remo¢do de MCYSTs e de células de cianobactérias; mostrando que a
remogdo destas ultimas estavam associada & morfologia das mesmas, pois 60% das células
de cianobactérias filamentosas foram retidas pelos filtros ao contrario dos outros tipos de
células que foi de 10%. Eles concluiram ainda que a eficiéncia de remocio de MCYSTs
para todos os filtros estudados nfo era garantida por tinica passagem da solugio contendo

MCYST pelo filtro, necessitando de até 3 passagens por esses dispositivos.

Mais uma vez, um estudo realizado por Hart, Fawell € Croll (1998) ressaltou que a
efetividade do carvio ativado em p6 ¢ altamente dependente do tipo ¢ da dosagem aplicada.
Para o tipo de carvio mais efetivo, encontraram que dosagens superiores a 20 mg/L
(dosagens similares as utilizadas por Falconer et al., 1989) eram necessirias para atingir
remog¢des maiores que 85%. Ainda segundo esses autores, nas dosagens usualmente

adotadas no tratamento de agua (5 mg/L a 20 mg/L), apenas o carvdo ativado em pé
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provavelmente contribuiria para a remogao de toxinas, confudo dificilmente promoveria a

remogdo completa desses compostos.

Recentemente, os estudos sobre a capacidade de adsorcdo de carvdes ativados
ganharam novos rumos, onde Pendleton, Schumann ¢ Wong (2001) estudaram a influéncia
das propriedades do CAP na adsorgiio de MCYST-LR. Em seus resultados foi observada
uma maior influéncia do pH sobre a remocéio daquela toxina com um carvdo do endocarpo
do coco seco e menor influéneia a partir de um carvio ativado da madeira. Contudo, os
carvies ativados que apresentaram maior volume de microporos secundarios ¢ volume de
mesoporos obtiveram maior capacidade de adsorcdo para aquela toxina, o que foi
observado primeiramente para os carvbes da madeira. E importante lembrar que neste

estudo os autores utilizaram padrio puro de MCY ST-LR.,

Em 2002, Cook ¢ Newcombe estudaram a remogdo de variantes de MCYSTs com
carvio de madeira ¢ mineral ativados quimicamente ¢ fisicamente com vapor d’agua,
respectivamente; ¢ concluiram que para uma mistura de quatro MCYSTs andlogas,
MCYST-RR, -YR, -LR e -LA, foi observada que a facilidade de remog¢do obedeceu a
seguinte ordem: MCYST-RR > MCYST-YR > MCYST-LR > MCYST-LA. Segundo os
autores, a diferenca na capacidade de adsor¢éio das variantes desta toxina para os carvdes
estudados seria devido a uma série de fatores, tais como conformacgio ou tamanho da
molécula da MCYST em solugéo e interacao entre a molécula da toxina e a superficie do

carvio ativado.

No que tange o estudo do uso de carvBes ativados por estes autores; estes
observaram que no estudo com CAG, s6 apds trés meses de uso continuo do leito de carvido
ativado granulado pode ser observada a ruptura de ambas as toxinas encontradas na agua, e
que a matéria orgénica dissolvida na dgua influenciou nos resultados obtidos, dimmuindo
assim a capacidade de adsor¢do das toxinas pelo carvao empregado. Com relagio ao carvao
ativado pulverizado, cles observaram uma tendéncia na adsor¢do das MCYSTs estudadas
contraria aquela ja observada, pois a remog¢do aumentou com o aumento do tamanho ¢
diminui¢io da hidrofobicidade das MCYSTs, levando a acreditar que a diferenga na rede de

carga destes compostos deve ser responsavel pela grande diferenga de adsorcéo.

Recentemente, um estudo sobre os efeitos do carater i6nico e de substitutos de

matéria organica natural na adsor¢io de MCYSTs em CAP foi devidamente realizado por
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Campinas e Rosa (2006) analisando a importincia do tamanho da molécula do adsorbato e
a concentragdo de carga na sua superficie. A eficiéneia de remogéio de quatro variantes
daquela toxina (MC-LR, MC-LY, MC-LW, MC-LF) e trés substitutos de matéria orginica
natural (acido salicilico, acido tinico e 4cido himico) em solugdes de diferentes carateres
i6nicos foi avaliada por um carvio ativado comercial. Seus resultados mostraram que o
efeito do caréter idnico depende da concentragiio de superficie o adsorbato, mudanga de
carga (mono ou bivalente) e tamanho da molécula do adsorbato. Sob as melhores condigdes
experimentais foi observada uma capacidade de adsor¢do de carvio para aquelas MCYSTs

de 18,7 pg/mg.

2.1.2.2. Adsorcio em solos argilosos

Foi observada que a filtragdo de dgua contaminada com MCYST e com nodularina
por solos argilosos pode acabar aumentando a mobilidade in situ da toxina em regides de
aguas alcalinas e de baixa salinidade, devido ac aumento da solubilidade na fase aquosa
nestas condi¢gbes (MILLER et al., 2001)., Além disso, neste estudo foi observada uma
capacidade maxima de adsor¢io dos solos estudados (&) para MCYST e nodularina de
10,90 ¢ 16,59 L/kg. Por sua vez, Morris et al. (2000) observaram a adsorgio da MCYST
por particulas de argila, contendo elevadas concentragdes de caolinita € de montmorilonita,

em mais de 81%.

2.1.2.3. Osmose reversa e filtracio em membranas

A osmose reversa tem sido usada no tratamento de 4gua para dessalinizagio de
aguas salobras ou de estuarios a fim de melhorar a potabilidade destas fontes além de ser
também utilizada no tratamento de efluentes para reuso de agua no processo industrial
(SUKSAROIJ et. al.,, 2005; REISSMANN; SCHULZE; VOLKER, 2005). Este método
fisico de tratamento de agua € similar ao método de filtracdo, aonde se quer separar um

mistura liquida de componentes suspensos ou dissolvidos (RAGAINI; PIROLA; ELLI,
2004; GALAMBOS et al., 2004).

A osmose reversa vem sendo atualmente usada em um nimero de paises para
melhorar a qualidade da agua para consumo, a habilidade destes processos para remover

MCYSTs de 4gua também tem sido avaliada (VUORI et al., 1997).
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Assim, a remogio de MCYSTS -LR e -RR em agua doce e salgada foi examinada
por Neumann e Weckesse (1998) utilizando osmose reversa. Nas condigdes experimentais
pré-estabelecidas por estes autores foi conseguida uma retengio daquelas toxinas pela
membrana utilizada de 96,7 a 99,9% a partir da dgua doce e entre 98,5 ¢ 99,9% a partir da

agua salgada.

Recentemente, Horman et al. (2004) avaliaram a capacidade de purificagfo
quimica e microbiologica de dispositivos filtrantes para tratamento de agua em pequena
escala a base de membranas utilizando nove amostras de dgua. Um destes dispositivos
filtrantes baseados na osmose reversa foi avaliado quanto a sua eficiéncia na remogio de
MCYST presente nas amostras. Os resultados observados mostraram que apds a passagem
da adgua contaminada com MCYST no dispositivo baseado na osmose reversa, esta
apresentou uma concentracdo abaixo de 0,09 pg/L, o que correspondeu a mais de 99% de

remog¢io em relaciio a concentracio desta toxina no afluente.

No ano seguinte, Teixeira ¢ Rosa (2005) avaliaram a remogido de variantes de
MCYST (-LR, -LF, -LY) a partir de uma soluc@o aquosa 150 pg/L., utilizando membranas
de nano filtragdo carregadas negativamente. Os seus resultados mostraram uma remocio

destas toxinas acima de 97%.

Mais recentemente, Giisbertsen-Abrahamse et al. (2006) avaliaram a eficiéncia de
remocdo de cianotoxinas agregadas a células de cianobactérias utilizando ultra filtragdo, e
de cianotoxinas dissolvidas por nano filtracdo sob condi¢des praticamente relevantes. No
primeiro processo avaliado foi verificada uma remogéo de células+toxinas acima de 98%,
ao passo que no segundo foi demonstrada uma remoggo acima de 96%. Conseqiientemente,
estes processos de remog¢ido por membranas de filtragdo, utilizados na remog¢ido de células
de cianobactérias+toxinas presentes em Agua bruta, mostraram-se eficazes quando

comparados a ouiros processos fisicos de remocdo avaliados.

Em sua revis3o, Hudrey et al. (1999) estabeleceram uma relagio entre os métodos
de remocéo de cianobactérias e de suas toxinas encontrados na literatura com os resultados

previstos (Tabela 2).
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TABELA 1 Técnicas de remog#o de células de cianobactérias e de suas toxinas de dgua.

Expectativa de remogio

Células Toxina
TECNICA preservadas extracelular Comentarios
DE TRATAMENTO
Coagulagio/sedimentacio/ >80% <10% Remove apenas a toxina contida
flotagdo por ar dissolvido na célula.
Precipitagfio/sedimentagio >90 <10% Remove apenas a toxina contida
na célula.
Filtracdo rapida >60 <10% Remove apenas a toxina contida
na célula.
Filtragdo lenta em areia ~90 Provavelmente A eficiéncia  para MCYST
significante dissolvida depende do biofilme e
do comprimento do filtro,
Coagulagio/ sedimentagiio/ >00 <10 Remove apenas a toxina contida
filtragdo combinada na célula.
Flotagdo por ar dissolvido >9() NA, PB Remove apenas a toxina contida
na célula,
Processos de membranas | >99 i Incerto | Depende do tipe de membrana
Adsorcgio (PAC) TInsignif'lcante >85 Para doses adequadas (> 20 mg/L),
a competigio COD reduz a
capacidade.
Adsor¢io (GAC) >60 >80 A competicio COD reduyz a
capacidade e acelera a quebra,
| remove as células.
Carvio ativado granular >60 >90 -I A atividade biologica aumenta a
bioldgico eficiéncia de remocao.
Pré-ozonizaciio Aumenta Aumento Utilizada em dosagens baixa risco
coagulagiio potencial de liberar toxina.
Pré-cloragdo Aumenta Causa lise ¢ libera | Aplicdvel para cianobactérias
coagulagio metabolito toxicas apenas se ¢ tratamento
subseqilente remover as toxinas
dissolvidas.
Ozonizagdo (pos-clarificagiio) - >98% Réapido e eficiente para toxinas
soluveis.
Cloro livre (pos-filtragiio) - >80% Efetive > 0,5 mg/L apos 30

minutos a pH< § e baixo COD.

Cloramina - Insignificante Ineficiente.

Didxido de cloro - Insignificante N&o efetivo com doses usadas em
tratamento de  4gua  para
abastecimento.

Permanganato de potdssio - >05% Efetivo sobre toxina soluvel, mas

apenas na auséncia de células
completas.

Perdxido de hidrogénio
Radiacéio UV

- Insignificante

Nio efetivo.

- Insignificante
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2.2, Tratamento quimico

O primeiro relato de tratamento quimico em agua contaminada por MCYSTs foi
em 1976, quando Hoffman investigou o efeito de uma série de reagentes nestas toxinas.
Desde entdo, tém sido varias as investigacdes neste dmbito usando uma variedade de

agentes oxidantes que sdo comumente empregados no tratamento de dgua potavel.

Uma caracteristica comum destes trabalhos que envolvem a destruigdo de
MCYSTs por um agente oxidante qualquer tal como ozdnio, cloro e didxido de cloro,
peroxido de hidrogénio, permanganato de potassio, dentre outros relatados pela literatura, ¢

a falta de uma caracterizagdo dos produtos obtidos da decomposi¢éo daquelas toxinas.

Percebe-se que existe uma tendéncia nestes trabalhos por relatar a eficiéncia de
remog¢do dos mesmos levando em considera¢io apenas a facilidade de desaparecimento das
MCYSTs da agua tratada e s6 ocasionalmente encontram-se trabalhos em que € realizado
algum tipo de bioensaio para testar a toxicidade dos subprodutos de oxida¢io ou

identificagéo destes por espectrometria de massas.

Segundo Harada et al. (1996) a atividade biolégica ou toxicidade em comum das
MCYSTs e nodularinas esta associada ao residuo de aminoacido ndo tdo comum
denominado de ADDA. Este por sua vez ¢ caracteristico por possuir ligagdes duplas na sua
estrutura as quais sdo clivadas em contato com algum daqueles agentes oxidantes citados.
Com 1isso, a possivel modificagio nesta estrutura parece fazer com que desapareca a
toxicidade destas toxinas. Conseqiientemente, o estudo da remocio ou degradacio de
toxinas de cianobactérias por agentes oxidantes ¢ muito importante para avaliar o processo
em particular, além de poder gerar subsidios para explicar 0 modo pelos quais esses
compostos agem sobre estas toxinas, encontrando assim mecanismos que expliquem esta
reagdo. Assim, a seguir sfo revisados alguns dos principais processos de tratamento
quimico utilizados em agua para consumo humano contaminada com toxinas de

cianobactérias.

2.2.1. Ozonizagio

De acordo com Gallard, Von Gunten e Kaiser (2003), a ozonizacio pode ser
eficiente na desinfecgfio de dgua para consumo humano, pois proporciona a inativagio de

microorganismos nela encontrados tais como os odcitos de Cryptosporidium parvum,
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esporos de Bacillus subtilis, cistos de Giardia lamblia e virus da pélio. Além disso, estudos
tém demonstrado também a eficiéncia do ozdénio na degradacio de MCYSTs e nodularinas,
o qual ¢ fortemente dependente da dose deste oxidante (HART; STOTT, 1993; CARLILE,
1994; FAWELL et al., 1993; ROSITANQO, 1996). Contudo também existem algumas

evidéncias de que a eficiéncia de ozonizagdo dependera da qualidade da agua bruta.

O estudo de Hart e Stott (1993) e Carlile (1994) demonstraram que menores doses
de ozdnio foram necessarias para a degradagdo de MCYSTs na 4gua tratada comparada
com 4gua bruta. A agua tratada continha uma concentracdo de compostos organicos
dissolvidos significativamente mais baixa do que aquela encontrada na agua bruta,
conseqilentemente necessitou de uma menor demanda de ozbénio. Carlson (1993), Bose,
Boiijayanta ¢ Reckhow (1994) e Andrews e Huck (1994) ainda mostraram que a
concentracdo e a natureza da matéria orgénica natural, o pH e a concentragdo de carbonato
na agua afetaria na demanda de oz6nio. Esta demanda controlara a dose de 0zonio na qual
umn residuo deste pode ser detectado e € provavel que este valor seja muito importante na

ozonizag#o de toxinas de cianobactérias.

Rositano (1996) enconfrou que na ozonizacdo de uma cultura de Microcystis
aeruginosa, cuja concentracdo de células era equivalente dquela encontrada numa floracédo
natural; o aumento da degradagdo de MCYSTs estava associado a altas doses de ozdnio

bem como do tempo de contato entre a toxina e este oxidante.

Destes estudos, apenas aqueles desenvolvidos por Rositano (1996) e Rositano,
Nicholson e Pieronne (1998) relataram que as doses necessarias para degradagdo de
MCYST-LR poderiam levar ao aparecimento de ozdnio residual em solugdo. Contudo,
mesmo o fato de que a destruicio de MCYST-LR pudesse estar relacionada com o
aparecimento de um residual de ozdnio, estes estudos indicariam uma dire¢éio importante
para as futuras investigacdes utilizando dguas naturais. Neste Gltimo trabalho, os autores
mostraram uma eficiéncia de remogio de MCYST acima de 99% utilizando uma dose de

o0zbnio, 0,05 mg/L por 5 segundos de contato.

Quase cinco anos apds a publicagfio do trabalho de Rositano {1996), Rositano et
al. (2001), estudaram a ozonizacdo de quatro Aguas tratadas com qualidades muito
diferentes contaminadas artificialmente com duas MCYSTs (-LR ¢ —LA) e anatoxina-a. Os

resultados obtidos mostraram 100% de degradacdo de ambas MCYSTs o qual foi
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relacionado pelos autores com a concentracio residual de ozénio ¢ um tempo de contato de
pelo menos 5 minutos de contato. Contudo, foi observado para a anatoxina-a que esta foi
muito resistente a0 0zo6nio € que a dgua contaminada com esta toxina necessitaria de um

tratamento a mais, tal como carvdo ativado granulado.

Recentemente, Hoeger, Dietrich ¢ Hitzfeld (2002) investigaram o efeito da
ozonizagdo na remogdo de toxinas de cianobactérias durante uma seqiiéncia de tratamento
de agua. Neste estudo, diferentes concentragdes celulares de cianobactérias foram
ozonizadas em um reator de batelada em escala de laboratdrio, com subseqiiente etapa de
filtragio em areia e carvio ativado. Os autores encontraram que concentragdo de ozdnio a
pelo menos 1,5 mg/L foi necessaria para proporcionar suficiente potencial de oxidago para
destruir as toxinas presentes em 5 X 10° células de Microcystis aeruginosa/mL.. Contudo,
pdde-se perceber que a alta concentrag@o de carbono orgénico total na agua bruta utilizada
nos ensaios, 1,56 mg/L, levou a reducdo da eficiéncia da oxidagdo ¢ destruicdo de toxina
livre. Além disso, a ozoniza¢do de aguas brutas contendo alta densidade de células de

cianobactérias resultou na lise das células e liberagdo de toxinas intracelular.

Ainda em 2002, Newcombe et al. avaliaram opg¢des de tratamento d’agua como
ozonizagdo, adsorgéio em carvio ativado quimicamente a base de madeira e biodegradagio
na remog¢do de MCYSTs presentes em diferentes aguas brutas, considerando as
similaridades e diferengas entre as variantes das toxinas estudadas. Foi observado que as
MCYST-LR e -LA apresentaram o mesmo comportamento de degradagdo por ozonizagdo,
sendo destruidas por doses de ozénio de 0,5 e 1 mg/L deste oxidante apos 5 minutos de
contato e que a toxicidade avaliada por bioensaios dos produtos formados da ozonizagio de
ambas toxinas ndo foram toxicos, considerando-se os mesmos mecanismos de toxicidade

das toxinas.

Embora todos estes trabalhos ndo se preocupem com a caracterizacdo dos
subprodutos formados durante a ozonizagdo e dos possiveis riscos associados a estes
compostos, a eficiéncia deste método o torna um dos mais promissores para o futuro do

tratamento de agua para abastecimento.
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2.2.2. Cloragio

Os primeiros trabalhos que avaliaram o cloro dentro dos processos usuais de
tratamento convencional de 4gua mostraram que essa etapa ndo foi eficaz na remogio de
toxinas de cianobactérias (KEIJOLA et al.; 1988; HIMBERG et al., 1989). A demanda de
cloro exercida por outros materiais orgénicos dissolvidos e a influéncia do valor do pH,
associados a baixa dosagem (0,5 mg/L de cloro) pode explicar a baixa efetividade do cloro

observada por esses autores.

Por sua vez, Nicholson, Rositano ¢ Burch (1994) relataram que MCYSTs ¢
nodularinas podem ser rapidamente destruidas por cloro, hipoclorito de célcio e hipoclorito
de sédio, sendo que esse ltimo deve exigir uma dosagem superior a dos dois primeiros. O
cloro e o hipoclorito de célcio removeram 95% das toxinas com doses de 1 mg/L (cloro
ativo) apds um tempo de contato de 30 minutos, ao passo que 5 mg/L de hipoclorito de
sodio foram necessarios para cerca de 80% de remogdo no mesmo tempo de contato. O
efeito do pH sob a cloragdo e remogfo de toxinas de cianobactérias foi estudado por estes
autores, sendo observada uma significativa influéncia do pH na efetividade das espécies de
cloro testadas. A remocéo de toxinas foi bastante comprometida quando os valores de pH
excediam a §; a0 passo que numa concentragio de cloro ativo de 15 mg/L, a remogio de
toxinas caiu de 95% para valores inferiores a 80%, quando valor do pH € superior a 8. Para

o hipoclorito, a remo¢@o chegou a atingir apenas 40%, com pH igual a 10.

Anos depois, Tsuji et al. (1997) avaliaram os efeitos da cloracdo com hipoclorito
de sodio na decomposigiio das MCYST-LR ¢ RR. Os resuitados obtidos por estes autores
mostraram a facil decomposi¢fo destas toxinas, estando esta dependente da dose de cloro
livre. Embora estes resultados tenham sugerido que uma adequada dose de cloro ¢ efetiva
na remoc¢io de MCYSTs de agua bruta, os autores advertem que a pré-oxidagio das
proprias células com cloro deve ser evitada porque freqiientemente este procedimento causa

lise celular da alga e produz trialometano durante o processo de tratamento de 4gua.

O estudo da degradacdo de toxinas de cianobactérias utilizando cloro fot estendido
as neurotoxinas, quando Hart, Fawell ¢ Croll (1998) relataram os resultados de testes de
cloragfio de 4guas contendo MCYST-LR e anatoxina-a, em concentragdes na faixa de 5 a
10 png/L. Assim, simulando a etapa final de desinfecg@io em uma seqiténcia de tratamento,

foi utilizada em seus experimentos uma dosagem de cloro de 1,7 mg/L., o que resultou em
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0,7 mg/L de cloro residual livre depois de 30 minutos. Assim como foi observado nos
experimentos de Hart, Fawell ¢ Croll (1998) e Nicholson, Rositano ¢ Burch (1994), a
eficiéncia do cloro na reducdo da concentragio de MCYST-LR mostrou-se muito
dependente do pH ¢ do tempo de contato. No entanto, nenhuma remoc¢io de anatoxina-a foi

obtida com o uso do cloro.

No ano seguinte, Hrudey et al. (1999) mostraram que a cloragiio com valores de
pH suficientemente baixos para garantir maxima cficiéncia de remogio de toxinas poderia
ndo ser vidvel na prética. Entretanto, mesmo com os valores de pH usualmente adotados na
pratica, é provavel que a MCYST fosse degradada, se maiores tempos de contato forem

adotados e concentragdes apropriadas de cloro residual livre sejam garantidas.

O aparecimento de wuma mnova e potente toxina de cianobactéria,
cilindrospermopsina, produzida pela Cylindrospermopsis raciborskii ¢ outras
cianobactérias, levaram Senogles et al. (2000) a estudar a eficacia da cloragéo sobre a
degradaciio daquela toxina. Os secus resultados demonstraram que uma dose baixa de cloro
(<1 mg/L) foi suficiente para degradar a cilindrospermopsina; no entanto este resultado soé
foi valido para dguas com baixo teor de carbono orgénico dissolvido. O efeito do pH sobre
o processo de cloragio e conseqiiente degrada¢fio daquela toxina foi avaliado mostrando
que em amostras onde o pH da solugfio variou de 6 a 9 ¢ uma concentragdo de cloro livre de
0,5 mg/L seria suficiente para promover uma eficiéncia de remoc&o de cilindrospermopsina
acima de 99%. Ao passo que com a diminui¢do do pH para uma faixa entre 4 e 6, foi
observada uma diminui¢fo na eficiéncia de remocgdo, indicando uma possivel estabilidade
desta toxina a pHs baixo. Contudo, no tratamento de d4gua convencional isso ndo € relevante

visto que o pH é normalmente maior que 6.

Recentemente, Acero, Rodriguez e Meriluoto (2005) estudaram as cinéticas de
reagio entre cloro ¢ as MCYSTs (-LR, -RR e —YR) e observaram a partir dos resultados
obtidos que para a ampla faixa de pH utilizada no estudo, a taxa de degradagfo daquelas
toxinas tinha um efeito negativo. Foi observada ainda uma reatividade similar ao cloro por
ambas as toxinas e que a melhor eficiéncia de remoc¢do foi alcangada a pH 6 com uma

concentracdo residual de cloro entre 0,5 e 1,0 mg/L.

A eficiéncia de remogio de MCYSTs andlogas (MCYSY-LA, -LR, -RR ¢ ~YR) de

dgua para abastecimento por processo de cloragio foi cuidadosamente estudada por Ho et
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al. (2006). Neste estudo a oxidago das MCYSTs foi relacionada quanto a facilidade de
oxidacio diante a sua exposigdo ao cloro. Assim observou-se uma facilidade da MCYST-
YR > MCYST-RR > MCYST-LR > MCYST-LA e uma demanda de cloro acima de 23
mg/L.

A utilizacfio de outras fontes de cloro como didxido de cloro e cloroaminas na
remogdo de toxinas de cianobactérias foram estudadas por diversos autores, onde os
resultados mostraram que estes n#o s¢ mostraram eficazes na remocéo das cianotoxinas de
dgua (NICHOLSON; ROSITANO; BURCH, 1994; HART; FAWELL; CROLL, 1998;
KULL et al., 2004).

2.2.3. UV/H;0; e permanganato de potassio

Pesquisas desenvolvidas por Drikas (1994) mostraram a ineficiéncia do processo
de degradacio de MCYST-LR utilizando o perdxido de hidrogénio. Seus resultados
mostraram que o contato desta toxina por 60 minutos com uma solugio de perdxido 20
mg/L proporcionou uma eficiéncia de degradacéo de apenas 17%. Rositano, Nicholson e
Pieronne (1998) por sua vez, ndo observaram degradacio, nos primeiros dez minutos de
contato, de uma solugdo contendo 1 mg/L de MCYST-LR utilizando perdxide de
hidrogénio a 2 mg/L. Contudo, estes ultimos autores puderam observar uma extrema
eficiéncia de degradagfio daquela toxina (30 min) quando este processo de oxidagdo foi

combinado com a ozonizagio.

Tsuji et al. (1995) mostraram que as MCYSTs LR e RR facilmente sofreram
decomposi¢io pela exposicdo a luz ultravioleta num comprimento de onda proximo
daquele de maxima absor¢do destas toxinas. Esta decomposi¢io dependeu da intensidade

de radiagfo.

Alguns anos depois, Hart, Fawell e Croll (1998) reportaram que a radiagio
ultravioleta associada ao perdxido de hidrogénio néo foi efetiva na remogio de toxinas de
cianobactérias; ao passo que o permanganato de potassio apresentava grande potencial na
remogdo de toxinas dissolvidas. Contudo, recentemente Chen et al. (2005) investigaram o
uso do permanganato de potassio na degradacdo oxidante da MCYST-RR. Secus resultados
demonstraram uma eficiéncia de remog¢io desta toxina acima de 99,5% com 10 minutos de

contato ¢ que a taxa de degradacdo pode ser aumentada por meio do aumento da
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temperatura ¢ concentragdo do oxidante. Ainda foi observada por estes autores que a taxa
de degradagio da MCYST-RR pelo permanganato de potdssio em meio acido foi

ligeiramente mais rapida do que em meio basico.

Neste mesmo ano, Qiao et al. (2005) conduziram experimentos para investigar a
degradacdo da MCYST-RR de maneira a avaliar a eficiéncia ¢ facilidade de um sistema
catalitico combinado, composto por UV/H,O,, para purificagfio de dgua contaminada por
MCYSTs. Foram avaliados pardmetros operacionais tais como dosagem de peroxido de
oxigénio, faixa de pH, concentragdo inicial de MCYST-RR ¢ tempo de contato. Assim, a
partir dos seus resultados, pode-se observar que a eficiéncia de degradagio daquela toxina
nio aumentou linearmente com o aumento da intensidade da luz UV e dosagem do
peroxido de hidrogénio, respectivamente. Comparado com o tratamento usando
individualmente a radiacdo de UV e peréxido de hidrogénio, o sistema combinado
UV/H,0; péde significantemente melhorar a eficiéncia de remocfo daquela toxina de agua
devido ao efeito sinergético entre o modo de oxidacdo por radiagio UV e peroxido de

hidrogénio.

Em relacfio aos oxidantes de forma geral, ¢ importante destacar que a sele¢do do
ponto de aplicagfo (pré ou pos-oxidagio) tem impactos sobre a efetividade de remogéo de
toxinas intra e extracelular. A pré-oxidagio pode causar a lise celular, liberando as toxinas
para dgua. Assim, o uso de oxidantes antes da remog¢do das células sadias deve ser

analisado com muita precaugo.

2.2.4. Degradacio fotocatalitica por TiO,

A oxidacdo fotocatalitica é um meio eficaz em muitas circunstincias para
descontaminac¢io da 4gua pela conversdo de compostos orginicos toxicos em CO,, agua e

minerais dcidos (OLLIS; PELIZZETTI; SERPONE, 1991). Tal processo tem sido aplicado

exaustivamente no estudo de degradacdo de poluentes orgédnicos contidos na agua

(LAWTON et al., 2003a, 2003b; LI et al., 2006a; LI et al., 2006b; SIRTORI et al., 2006).

A luz do ultravioleta préximo colide na superficie do TiO; fazendo com que pares
de elétrons migrem para a superficie do catalisador, deixando em seus lugares, fendas ou
poros que sdo preenchidos por moléculas d’agua ou grupos hidroxilas adsorvidos em sua

superficie (JAEGER; BARD, 1979; MATTHEWS, 1984). Por outro lado, os elétrons
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podem reagir com moléculas de oxigénio adsorvidas na superficie, produzindo assim
espécies de oxigénio altamente reativo (HOFFMANN et al., 1995). Estes por sua vez

oxidam compostos orginicos adsorvidos na superficie do catalisador.

Trabalhos desenvolvidos por Robertson et al. (1997) mostraram que a MCYST-
LR, purificada, em concentra¢des de 50 a 200 mg/L foi altamente suscetivel a oxidagio
fotocatalitica usando TiO; em pd. Seus resultados mostraram que este fotocatalizador
promoveu uma remog¢do de 100% daquela toxina apdés 40 minutos, ndo sendo mais

detectada para todas as faixas de concentragdes estudadas.

Shephard et al. (1998) avaliaram a remociio de MCYST-LR, -YR ¢ -YA de aguas
contaminadas utilizando TiO/UV em um reator do tipo “falling film” em escala
laboratorial. Em seus estudos preliminares usando dgua destilada contaminada
artificialmente com extrato de algas, indicaram que as MCYSTs foram rapidamente
decompostas no reator e que a taxa de reagdio foi fortemente dependente da dose de

fotocatalizador e da qualidade da dgua usada.

A aplicabilidade de degradacho fotocatalitica heterogénea para uma baixa
concentragdo de MCYST-LR em uma agua contendo uma matriz orgénica natural foi
avaliada por Feitz et al. (1999) examinando-se o dioxido de titdnio como fotocatalizador,
Estes pesquisadores observaram que a taxa inmicial de degradacfio daquela toxina é
fortemente dependente do pH ¢ que esta rapida degradacdo ocorreu numa faixa de pH acido
na presenca de luz com um maximo de degradago a um pH de 3,5; enquanto que numa
faixa de pH mais alta, uma distinta retardacio é observada antes do come¢o da degradagdo

da toxina.

Ainda neste mesmo ano, Lawton et al. (1999) estudaram a destruicdo da MCYST-
LR em solugdo aquosa utilizando fotocatilise de TiO;. A destruigdo desta toxina foi
monitorada por HPLC e o desaparecimento da toxina foi acompanhado pelo aparecimento
de sete compostos detectaveis no UV. A analise do espectro revelou que alguns destes
compostos retinham o espectro similar do composto de partida, sugerindo que o fragmento
de adda, achado ser responsavel pelas caracteristicas do espetro nas MCYSTs, permancceu
intacto enquanto o espectro dos outros produtos alterou radicalmente. Seis dos setes
produtos de rea¢do observados nfo apresentaram continuar mais degradagio durante

prolongada fotocatilise (100 min). A redugio na toxicidade da MCYST-LR devido a
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oxidacdo fotocatalitica foi avaliada por bioensaio, o qual demonstrou que o

desaparecimento da MCYST-LR fol acompanhada da redugfo na toxicidade.

Recentemente, Liu et al. (2005) estudaram a degradagdo fotocatalitica da
cianotoxina nodularina, também utilizando as propriedades fotocataliticas do TiO; em po.
A degradagfo desta toxina foi avaliada quanto a sua inibi¢do a proteina fosfatase. Assim, os
resultados obtidos por estes autores mostraram que apds 100 minutos de contato entre a
toxina ¢ fotocatalizador promoveu uma total degradacio da toxina estudada ndo
apresentando toxicidade. A mistura reacional contendo subprodutos de degradagio foi
caracterizada pelos autores por meio de espectrometria de massas, néo apresentando

nenhuma atividade detectavel de inibi¢do contra proteina fosfatase.

Na pratica o dioxido de titinio em pd possui algumas caracteristicas que podem
inviabiliza-lo quanto a sua aplicacfio no tratamento de 4gua. Uma destas caracteristicas € a
dificuldade de separar este po da agua depois de seu uso ¢ a outra € que eficiéncia do
mesmo & reduzida devido ao espalhamento da luz. Assim, de maneira a otimizar o uso deste
fotocatalizador fazendo uma aplicagdo ambiental deste o mais pratico possivel, alguns
pesquisadores vém buscando a imobilizagio do mesmo em materiais apropriados para esta
finalidade. Um destes materiais ¢ carvao ativado granulado, que pode ser um substrato bem
sucedido para aquela finalidade devido a sua habilidade de adsor¢io de MCYSTs e a sua
facil separagdo da agua. Assim, pela combinagdio dos poros obtidos da destruigdo
fotocatalitica do TiO, e da adsorc#o, é esperado uma eficiéncia bem sucedida do dioxido de
titdnio imobilizado em carvio ativado granulado para a remocido de MCYSTs a partir de

agua.

Foi partindo deste principio que Lee et al. (2004b) avaliaram a capacidade do
dioxido de titAnio e deste fotocatalizador impregnado na superficie de um carvio ativado
granulado (CAG) na remogdo de 200 mg/L de MCYST-LR em 4gua. Os seus resultados
mostraram que apds 30 minutos o CAG promoveu uma remogio de 50% da concentragdo
inicial daquela toxina, enquanto que o tratamento com CAG impregnado com TiO2 na
presenca de luz UV promoveu rapida remogio da MCYST-LR em 20 minutos (100%).
Observaram também que tratando a toxina somente com TiO», este promoveu a remogdo de

apenas 7,6% desta toxina apos 60 minutos de tratamento.
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Neste mesmo ano em mais um dos seus trabalhos, Lee et al. (2004a) avaliaram um
reator de leito fluidizado de carvio ativado impregnado com TiO; na remogdo de MCYST-
LR. O reator foi preenchido com CAG/TiO; e agua contendo 50 mg/l. de MCYST-LR. A
concentragio desta toxina na saida do reator foi continuamente monitorada. Os resultados
obtidos por estes pesquisadores mostraram que as concentragdes de MCYST-LR na saida
do reator apds 30 minutos de operagdo com CAG foram de 12,8, 15,8 ¢ 20,2 mg/L para
vazdes de 155, 184 e 199 cm3/s, respectivamente, promovendo uma remogdo de 60 a 75%
da MCYST-LR da solugio de alimentagdo. Esta concentracdo de toxina na saida do reator
aumentou gradualmente, alcangando perto de 37 mg/L apds 540 minutos de operagio, o
que representa mais de 95% de remogdo de MCYST-LR da solugdo de alimentagdo pelo

reator.

2.3. Degradacao bacteriana de MCYST

Jones e Orr (1994) estudaram a liberagfio e degradacio de MCYST seguinte ao
tratamento por algicida de uma floragdo de Microcystis aeruginosa em um lago
recreacional, concluindo que uma vez que as MCYSTs sdo liberadas para corpo d’agua,
estas podem persistir por semanas antes que possam ser degradadas, a exemplo, por
bactérias do género Sphingomonas (JONES et al., 1994). Ishii ¢ Abe (2000) por sua vez,
observaram que diferentes variantes de MICYSTs demonstraram serem degradadas apos
incubagdo com agua de um lago no Japdo o qual encontra-se freqiientemente contaminado
com cianobactérias. Scus resultados mostraram que a degradagdo mais eficiente foi
observada depois da adi¢do de sedimentos do leito ou lama daquele lago, ao contrario da
incubagio daquelas variantes de MCYSTs com agua fervida, as quais ndo foi observada
degradagdo. Christoffersen, Lyck ¢ Winding (2002) também mencionaram que bactérias
podem eficientemente degradar MCYSTs em &guas naturais com prévia historia de
cianobactérias e que o processo de degradagio pode ocorrer rapidamente ¢ sem fase Lag,
Em um outro estudo com MCYST-LR incubada com amostras de agua de 14 diferentes
corpos d’agua; Welker, Steinberg e Jones (2001) observaram que a degradagdo procedeu
rapidamente depois da fase Lag e foi completada em poucos dias. Percebeu-se que uma
fase lag foi clara em todos os casos, 1sto, contudo, variou em duragio de uns poucos dias a
varias semanas, dependendo da dgua do corpo d’dgua em questio. Mais investigagdes

levaram estes autores a hipdtese de que compostos orgénicos induziam o crescimento de
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bactérias, as quais sfo abeis a degradar as MCY STs, independente da presenga ou nio desta
toxina. Assim, eles concluiram que as bactérias degradadoras de MCYSTs sfio comuns na
superficie da agua independente da forma de contaminacdo deste corpo d’4gua com

cianobactéria ou MCYSTs.

Alguns anos antes destes ultimos trabalhos, Lahti (1997) isolaram dezessete tipos
de bactérias gram ncgativas com habilidade de degradar MCYST, mostrando que a
Sphingomonas spp. ndo era o Unico género de bactéria capaz de degradar aquelas toxinas.
No entanto, uma liga¢éo com este ultimo trabalho foi estabelecida por Bourne et al. (1996),
aonde estes mostraram que pelo menos trés enzimas hidroliticas intracelulares estariam
envolvidas na degradacio de MCYST-LR pelas Sphingomonas spp.. a microcistinase
metaloprotease (MIrA) catalisa a abertura do anel na ligagio peptidica ADDA-arginina, a
peptidase putativa de serina MIrB corta o peptideo linear, tal que um tetrapeptideo ¢ gerado
e uma putativa metalopeptidase MIrA rompe o tetrapeptideo em peptideos menores ou
aminoacidos (BOURNE et al., 2001). Alguns anos antes da descoberta destes ultimos
pesquisadores, Takenaka e Watanabe (1997) ja tinham mostrado que a protease alcalina das
Pseudomonas aeruginosa era um outro exemplo de como as bactérias podiam quebrar as

ligagdes peptidicas das MCYST.

Saitou et al. (2003) também encontraram bactérias degradadoras de MCYSTs com
98,5% de homologia a Sphingomona stygia na base 16s de rRNA. Estas bactérias foram
habeis a degradar MCYST-LR, MCYST-YR e MCYST-RR e segundo os autores

certamente usam MCYSTs como suas unicas fontes de carbono.

Mais bactérias degradadoras de MCYSTs tém sido isoladas, especialmente de
lagos Japoneses (PARK et al., 2001; ISHII; NISHIJIMA; ABE, 2004). O interessante, € que
todas estas cepas de bactérias foram identificadas como sendo Sphingomonas ssp., contudo,

nem todas as cepas do género Sphingomonas sio abeis degradadoras de MCYSTs.

Imanishi et al. (2005) isolaram do I.ago Tsukui no Jap&o em 1997, uma cepa de
uma bactéria degradante de MCY ST, os quais a chamaram de B-9. Segundo os autores, a
atividade degradante desta cepa estava no seu extrato celular e que o mesmo quando em
contato com a MCYST levou a formagio de trés subprodutos, os quais foram isolados por
seqiiéncias de cromatografia e identificados usando vérios dados espectrais incluindo

ressonincia magnética nuclear e espectrometria de massas (HARADA et al, 2004).
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Embora o residuo de ADDA seja essencial pela toxicidade aguda e atividade inibitéria da
proteina fosfatase por parte das MCYSTs ¢ nodularinas, foi observado que o ADDA
isolado por esses autores apds o processo de degradago néio apresentou toxicidade. Dos
trés produtos intermediarios de degradacdo, dois no foram completamente confirmados.
Esta mesma cepa de bactéria foi utilizada para estudos de degradagdo de nodularinas,

obtendo-se bons resultados.

Recentemente, Bourne et al. (2006) investigaram a degradagdo de MCYST-LR
utilizando filtros lentos de areia biologicamente ativos com uma bactéria (MJ-PV). Os seus
resuitados observados, a MCYST-LR foi degradada em mais de 80% em dois dias,

partindo-se de um extrato celular de algas da ordem de 1x 10° células/mL.

3. Conclusdes

Os métodos de tratamento de agua aqui revisados, 0s quais podem ser utilizados na
remoc¢do de cianobactérias e suas toxinas, tém suas limitagdes quanto as facilidades de
aplicagio e eficiéncia, principalmente. Apesar da discussdo de varios métodos destrutivos
de toxinas de cianobactérias por tratamentos oxidativos, considerando que os mesmos
apresentam muitas vantagens, pois promovem de 95 a 100% de remocido daqueles
compostos toxicos presentes na agua, deve-se considerar a grande limitagdo dos mesmos ja
que ndo existem muitos estudos com relacdo a toxicidade dos subprodutos de reagdo

formados, quais os scus cfeitos cronicos e agudos sobre o ser humano.

A cloragdo como método degradativo de remocio de toxinas de cianobactérias €
um bom exemplo destas limitagdes. Apesar de ser uma téenica bem estabelecida, o tempo
de contato e taxas de dosagem de cloro relativamente altas sdo exigidas para garantir a sua
eficiéncia, 0 que pode deixa-la de fora dos protocolos geralmente adotados para tais fins.
Essas limitagdes nfio descartariam sua aplicagfio; contudo, 0 seu uso precisaria ser
cuidadosamente monitorado devido a formacdo de subprodutos toxicos, como

trialometanos que sfo substancias cancerigenas.

Em relagdo a ozonizagdo, além da sua limitagdo quanto a poucos estudos de
caracterizagio e toxicidade dos subprodutos formados na sua aplicagdo para remogio de

toxinas de cianobactérias, 0s custos associados a este método para tal aplicagdo também
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devem ser considerados, pois como a contaminac¢io de d4gua por microcistinas € tipicamente

sazonais ¢ imprevisiveis, este pode se tornar invidvel do ponto de vista pratico.

Dos métodos oxidativos discutidos, aqueles utilizando processos fotocataliticos
sdo bastante promissores, pois degradam rapidamente as toxinas de cianobactérias levando

a uma mineralizagdo do material orgdnico sem a formagao de subprodutos téxicos.

Métodos fisicos ndo destrutivos de toxinas de cianobactérias também foram
relevantes nesta revisdo, pois além de apresentarem boa eficiéneia de remocio destes
compostos de dgua para consumo, os mesmos vém sendo bastante utilizados em muitas das
estacdes de tratamento de agua, inclusive aquelas encontradas em centros de hemodialise,
tais como filtros de carvdo ativado granulado ¢ filtragdo por osmose reversa. Em ambos os
métodos percebem-sc uma grande inquictagdo por parte daqueles que os utilizam, haja vista
que nao existem orgéos publicos que fiscalizem o uso ¢ a qualidade dos mesmos. Um bom
exemplo ¢ a baixa qualidade dos carvdes ativados utilizados em esta¢des de tratamento de
agua, visto que na sua totalidade ainda so obtidos a partir de seu nimero de iodo e 4rea da
superficic especifica, pardmetros ultrapassados que medem a efetividade destes

adsorventes.

Na prética, a falta de um controle e de uma vigilancia no uso destes métodos
permitiu que mais de 50 pacientes de um centro de hemodialise em Pernambuco, Brasil,
morressem em decorréncia de uma grave hepatotoxicose causada por microcistinas
encontradas na dgua ¢ no sistema de tratamento desta, composta de filtros de carvio e

osmose reversa, daquele centro de hemodialise.

Na literatura revisada, percebe-se a maioria dos trabalhos voltados para a remogio
de toxinas de cianobactérias de dgua de abastecimento, utilizam a MCYST-LR em suas
investigagbes. Contudo, sabe-se que ja foram catalogadas mais de 60 variantes destas
toxinas, tornando-se importante investigar a apropriabilidade de cada processo para as

variantes representativas.

O gerenciamento e controle de algas, cianobactérias e cianotoxinas nos sistemas de
abastecimento de agua envolvem agdes de carater preventivo e de cardter corretivo, que
devem ser desenvolvidas segundo niveis hierarquicos. As a¢des de prevengdo do processo

de eutrofizacdo no manancial de abastecimento devem ser prioritarias e baseia-se no
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manejo dos fatores que controlam o crescimento das algas ¢ cianobactérias, particularmente

do aporte de nutrientes.
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CAPITULO III

A apresentac@io deste capitulo corresponde ao artigo submetido:

Albuquerque Junior, E.C; Mendez, M.O.; Capobianco, G.; Coutinho, A.R.; Franco,
T.T. Preparation and characterization of activated carbons from brazilian

agricultural biomass wastes by one-step pyrolysis/activation. Biomass and bioenergy,

2007.

Este capitulo corresponde a producio e caracterizagio de carvoes ativados obtidos
do mesocarpo do coco verde, endocarpo do coco seco, bagago de cana-de-agucar e casca da
noz macadamia, tipicos residuos agricolas brasileiros, além de um residuo da industria de
papel ¢ polpa, residuo de madeira de pinus. Estas matérias-primas foram pirolisadas ¢
attvadas com vapor d’agua em um unico estdgio a temperaturas acima dos 800°C. Os
carvoes ativados obtidos destes processos foram caracterizados quanto a sua capacidade de
adsor¢do a N, gasoso, a partir da qual se pdde estimar a area da superficie especifica (Sggr),
bem como sua porosidade, levantando assim a distribuigdo de microporos primarios e
secundarios, além de mesoporos. A Capacidade de adsor¢do em fase liquida a partir de
solugdes de iodo e azul de metileno foi utilizada para fornecer um indicativo da
microporosidade ¢ mesoporosidade dos carvdes ativados.

Os carvdes ativados obtidos apresentaram areas da superficie especifica (Sger)
acima de 1000m%*/g ¢ volume de mesoporos de até 1,06g/cm®. Além disso, grupos
funcionais oxigenados de superficie dos carvdes tais como lactona, 4cido carboxilico,
quinona, anidrido carboxilico e fenol foram qualitativamente estimados por espectroscopia

no infravermelho por transformada de Fourier.
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Abstract

Activated carbons were prepared from five agricultural biomass wastes by one-step steam
pyrolysis/activation at activation temperatures between 800°C and 900°C, and activation
times over 40 minutes. Pyrolytic behavior of each agricultural biomass waste used for
activated carbon preparation was studied by thermogravimetric analysis and differential
thermogravimetric analysis, indicating different cellulose, hemicellulose and lignin
contents. Nitrogen adsorption at —196°C and iodine and methylene blue adsorption were
used to characterize the pore structure of the activated carbons. Fourier transform infrared
spectroscopy was used for determination of the surface group types. The activated carbons
had specific surface areas higher than 1000m’g”, total pore volumes between 0.57cm’g’
and 1.40cm’g”’ and mesopore and secondary micropore volumetric fractions from 18.4% to
75.2% and 27.8% to 74.8%, respectively. Fourier transforms infrared spectroscopy results
showed that quinones, lactones, phenols and carboxylic anhydrides were the most
frequently found main surface functional groups. The adsorption capacity found for iodine

was higher than 1000mgg”' and for methylene blue was between 145.0mgg'l and 506.2mgg’
1

Keywords: Agricultural biomass waste, Carbonization, Activation, Activated carbon,

Porosity, Specific surface area.
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1. Introduction

Activated carbons (CA) are widely used as adsorbents in many industrial
processes including drinking water treatment, wastewater treatment, chemical and
pharmaceutical industrial processing, industrial production of food and pollutant gases
emission control [1]. The efficiency of these adsorbents for any given application depends
on their surface chemical properties such as the presence of oxygen surface groups, an

elevated specific surface area and an appropriate pore size distribution [2].

The production of AC involves two main steps: carbonization and activation of the
raw material in absence of the oxygen [3]. The first step consists of thermal decomposition
of raw material; elimination of noncarbonic species such as hydrogen, oxygen, nitrogen and
sulphur; and production of a carbon material with a rudimentary pore structure, where
extremely fine pores are obstructed and disorganized [4]. The subsequent step, referred to
as activation, aims to clean these pores, aiding in the opening and enlargement of their
diameters, besides the creation of new pores [5, 6]. The activation process can be developed
with physical agents, such as carbon dioxide, steam, air or a mixture these gases, and is
generally carried out at temperatures between 800°C and 1000°C or with chemical agents,
such as concentrated solutions of phosphoric acid, zinc chloride, sulfuric acid or sodium

hydroxide at 400°C to 600°C [7-12].

Usually, AC are prepared from different materials, with coconut shell and wood-
based AC being the most available commercially [13-16]. Brazil imports about 2,000
tons/year activated carbon at a free on board (FOB) value of US$ 20.00-90.00/kg;
depending on the physical characteristics of this material [17]. This has caused the recent
increase in research interest in developing low-cost alternatives for producing AC as well
as the utilization of some Agricultural Biomass Wastes (ABW), like palm oil waste,
sugarcane bagasse, pecan shells, cherries stones and apricot pits as precursors to the

preparation of activated carbon [18-22].

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations [23], it
was estimated that Brazilian coconut production exceeds 1.5 billion fruits, harvested in an
area larger than 280,000ha. Fifteen percent of this total are consumed still unripe by the
coconut water industry; thus more than 337,500 tons/year of waste (unripe coconuts

without water) is generated, and disposed of in municipal landfills, in contrast to the ripe
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coconut industry, where the residue is widely used as boiler combustible and in the

manufacture of ship ropes, carpets, car upholstery and door matupholstery [24].

Another abundant residue in Brazil is the sugarcane bagasse generated by the
sugarcane milling industry (42,000,000tons/year). This residue is currently burned in
boilers for the production of energy and is also used in cellulose pulp production.
According to the Brazilian Forestry Society, currently more than 1,840,050ha of pinus are
being used by the paper and pulp industry and iron works, producing more than
45200,000m’ for the charcoal industry [25]. A substantial amount of waste is also
generated by the Brazilian macadamia nut industry (more than 3,000tons/year of
macadamia nutshells). As with sugarcane bagasse, all these residues are often burned to

produce energy [26].

The aim of this work was to investigate the surface properties and adsorption
efficiency of steam-activated carbon obtained from coconut shells, unripe coconut
mesocarp, macadamia nutshells, sugarcane bagasse and pinus wood waste. Adsorption
equilibrium data on the liquid and the gaseous phases were combined in a way to provide a
real characterization pore structure of the activated carbons. Moreover, scanning electron
microscopy (SEM) and Fourler transform infrared (FTIR) spectroscopy were also applied

for characterization of the carbon surface.

2. Experimental

A series of AC was prepared for this work. The procedure for preparation of
ABW, the carbonization and activation methodology, and the characterization of the AC
are described below. A commercial activated carbon (CAC), NORIT 0.8 ROW SUPRA

(Norit, Amersfoort, Netherland), often used in water treatment was used as standard.

2.1. Raw material

ABW were obtained from the following sources: unripe coconut mesocarp
(UCM), coconut shells (CS), sugarcane bagasse (SCB), macadamia nutshells (MNS) and
pinus wood waste (PWW), UCM was obtained in Campinas (Sdo Paulo, Brazil) and cut
into pieces smaller than 2.0mm. CS was obtained from the coconut industry in Jodo Pessoa
(Paraiba, Brazil). This residue was milled and sieved to < 2.0mm. SCB fiber, obtained from

a sugarcane mill in Cosmédpolis (S&o Paulo, Brazil), was sieved to obtain size particle larger
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than 2.0mm. MNS from Companhia Dierberger in Limeira (Sdo Paulo. Brazil) was milled
and sieved to between 2.00 and 1.68mm for carbonization and activation. PWW from a S#o

Paulo industry (Sao Paulo. Brazil) was cut and sieved to between 2.38 and 2.00mm and

used in the experiments.

2.2, Thermal analysis of the agricultural by-product biomass

Twenty mg of finely sieved dry samples of ABW (< 0.35mm diameter), were
placed in the platinum crucible of a simultaneous differential thermogravimetric analysis
(DTA) and thermogravimetric analysis (TGA) 2960 instrument (TA Instruments, New
Castle, DE, USA) and heated at 10°Cmin™ under nitrogen flow (100cm’min"} from 25 to
800°C. DTA and DTG data were generated with a Universal Analysis 2000 v3.0A (TA
Instruments, New Castle, DE, USA).

2.3, Carbonization and activation

Carbonization and steam activation were conducted using a stainless steel fixed-
bed cylinder reactor, heated by an electric oven with a temperature control device linked to
two thermocouples. A steam generator was placed at the entrance of the reactor. Successive
loads (500-700g) on dry basis of raw material were placed in the reactor, which was then
heated to 500°C and maintained for 1h under nitrogen flow (600cm’min’"). The carbonized
materials were activated with steam from 850°C to 900°C (£ 2°C) for 40min to 110min.
This process plant is located at Multivacuo Ind. & Com. Ltda (Campinas, SP. Brazil) and

the experimental conditions for each AC are described in Table 1.

2.4. Characterization of the activated carbon

At the end of the activation process, the oven was cooled to 25°C and the AC were
boiled for 30min in distilled water, sieved, dried, weighed and then ground in a mortar
(90% of the particles had an average diameter of about 0.075mm) and stored in sealed
flasks.
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2.4.1. Gas phase adsorption

All AC samples were degassed in vacuum at 150°C overnight. A gas adsorption
analyzer (model NOVA-1200, Quantachrome Corp.) was used for pore size distribution,
pore volume and specific surface area measurements. Equilibrium data obtained from
adsorption isotherms of nitrogen gas at —196°C were used to determine the specific surface
area of the carbons by applying the adsorption model of Brunauer, Emmet and Teller [27].
Micropore arca was obtained by applying the #-plot method [28]. Total pore volume was
determined by converting into liquid volume the adsorbed volume at the saturation point
(P/Po ~ 0.99). Micropore and primary micropore volumes were calculated from the
intercepting point of the f-plot linear region after micropore and primary micropore
saturation, respectively. Mesopore volume was calculated by the difference between total
pore and micropore volumes and the secondary micropore volume was calculated by the
difference between mesopore and primary micropore volumes. Micropore and mesopore-
size distribution on the AC was measured using the Horvath-Kawazoe (HK) and Barrett-

Joyner-Halenda (BJH) methods [29].

2.4.2. Liquid phase adsorption

Resublimed iodine (Fluka, St. Louis, MO, U.S.A)) and methylene blue
(Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, NJ, U.S.A.) were used as adsorbates in liquid-
phase adsorption experiments, as specified by Japanese Industrial Standard (JIS) [30]. The
residual iodine and methylene blue concentrations in liquid phase were determined using
sodium thiosulphate titration and the colorimetric method (Ane = 665nm), respectively. The
amounts of iodine and methylene blue adsorption (mgg') were determined using the

following equation:

g= (Co "C)V

m

(01)

where C, is the initial iodine or methylene blue concentration (gL™), C, is the equilibrium

concentration of the adsorbates, ¥ is the solution volume (L) and m is the dried AC mass

(g).
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The Langmuir and Freundlich linearized adsorption models were used to fit the
experimental data. According to the Langmuir model, a monolayer of the adsorbate is

adsorbed onto the carbon surface, giving the following equation:

q — kLCe
qm 1+kLCe

(02)

where g is the amount of solute adsorbed on the adsorbent (mgg™), C. is the equilibrium
concentration of solute in mgL™, g, is the Langmuir monolayer coverage constant in (mgg’
" and K, is the Langmuir adsorption coefficient, which can be considered a measure of
adsorption energy [31]. The constants of this model are derived from a plot of 1/q versus

1/C.. The Freundlich model is purely empirical and is expressed by the equation

g=K.C'" (03)

where the Freundlich constants Ky and n are derived from a plot of log g versus log C, [32].

2.4.3. Chemical characterization by FTIR

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) is used to qualitatively identify the
surface functional groups of AC. The transmission specira of the AC samples were
recorded using KBr pellets with 0.5% carbon. The spectra were measured from 400 to
4000cm ' and recorded on a BOMEM MBI00 FTIR spectrometer (ABB, Zurich,

Switzerland).

2.4.4. Scanning electron microscopy

Oven-dried carbon samples were scattered on adhesive carbon disks, which were
then mounted on aluminum microtubs. The samples were gold sputter coated for Smin
(Polaron SC7620, U.K.) and then examined on a LEO 440i scanning ¢lectron microscope

(Carl Zeiss, England, UK).
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3. Results and discussion

Activated carbons from five Brazilian agricultural biomass wastes were obtained
by single-step stem pyrolysis at temperatures between 850°C and 900°C. Carbonization and

activation conditions and overall yield for different experiments are described in Table 1.

Table 1. Carbonization and activation conditions and overall yield of the different

experiments.

ABW Activation Temperature (°C) Activation Time (min) Yield (%)

PWW 872 110 31407
UucMm 900 75 5.1+0.2
SCB 850 60 16.8+£09
CS 500 75 236=1.1

MNS 850 40 17.1 £0.6

3.1. Thermal analysis

The pyrolysis of ABW has received increasing attention because the process
conditions can be optimized to produce pyroiytic liquid fuels, fuel gas, chemicals and
activated carbon [32]. The study of the different fractions of lignocellulosic materials
(hemicellulose, cellulose and lignin) may give information such as the pyrolytic behavior of

the raw material is in accordance with the proportions of its components.

TGA and DTG data on the raw material showed a multistage thermochemical
decomposition process (Fig. 1), separated into five stages: ), corresponding to
dehydration, with transitions in ®;, ®3, ®4 and 0s, corresponding to the process of pyrolytic
decomposition of hemicellulose, 3-1,4-glycosidic bond cleavage in cellulose units, thermal
depolymerization in lignin and finally the progressive heating resulting in carbon formation

via internal thermal rearrangement, respectively.
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Figure 1. TGA (a) and DTG (b) data on agricultural biomass waste.
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For all ABW the first mass loss, between 1.67% and 5.42% (Table 2) 1s observed
at temperatures close to 60°C, which corresponds to the first stage (®,) and associated with
dehydration of those materials, according to the literature [33-36]. For the second stage
(®,), a rapid mass loss occurs at a temperature between 160°C and 240°C, which 1s due to
oxidative decomposition of the raw materials. In this step, hemicellulose decomposition
occurs, with a large amount of flammable volatile formed. After this oxidative
decomposition stage, the third stage (®3) can be assigned to cellulose decomposition at a
temperature close to 330 °C. At a temperature close to 400°C, a mass loss between 6.2 and
14.3% is characteristic of the fourth stage (@4), which corresponds to lignin
depolymerization. According to literature, for the final stage (®s), at a temperature over
500°C, internal thermal rearrangement of the sugar anhydride subunit residues occurred and

the progressive heating resulted in the formation of carbon [37].

Table 2. Data on thermal decomposition of the ABW.

ABW Temperature

Temperature

interval / °C @&, interval /°C @,

Temperature
interval /°C &,

Temperature

mterval /°C ®,

Temperature

interval °C ®s

PWW 25-70 (4.5)  100-200 (0.0) 180-370 (65.7)  380-440 (14.4) > 600 (15.4)
UCM 25-130 (86.5) 150260 (6.2) 300-380 (0.0)  360-490 (5.8) > 600 (1.5)

SCB 25-70(5.9)  180-320(24.2)  320-380 (43.1)  380-450 (10.5) > 500 (16.3)
CS  25-60(4.8)  170-300(20.9)  290-360 (31.8)  360-460 (15.7) > 600 (26.8)
MNS 25-70(5.4)  180-290 (4.1) 360-440 (55.1)  290-360 (14.8) > 600 (20.6)

*(Mass loss / %)

Although all ABW had a lignocellulosic origin, they appear to have different
lignin structures with a large contribution of hemicellulose subunits, and cellulose is
evident by substantial weight loss during ®, and ®;. The ABW have different cellulose,
hemicellulose and lignin contents, and the cellulose content was larger than the lignin one,
which can be seen as an advantage in the process of carbon production, since larger
hemicellulose contributions would otherwise result in higher volatilization during the
carbonization step, subsequently showing larger carbon losses (Table 2). Selection of
carbonization and activation temperatures is always a compromise between carbon
formation and structural development. Thus, based on an examination of the TGA-DTG
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data, the carbonization temperature was fixed at 500°C and the activation temperature at

between 850 and 900°C.

3.2, Nitrogen adsorption: Surface area and pore size distribution

According to the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), the
pores on activated carbons can be classified in to three different categories: macropores,
which have pores larger than 50nm; micropores, with pores smaller than 2nm; and
mesopores with pore dimensions between 2nm and 50nm. Micropores can also be divided
into two subcategories: primary micropores with pores smaller than 0.7nm and secondary

micropores with a pore size between 0.7nm and 2nm [38, 39].

Also, according to the Brunauer, Deming, Deming and Teller (BDDT)
classification, the majority of adsorption-desorption isotherms may be divided into six
types [27]. The reversible Type I isotherms are typical of microporous solids with relatively
small external surfaces. The reversible Type Il isotherms nonporous or macroporous
adsorbents with unrestricted monolayer-multilayer adsorption. The reversible Type III
isotherms are not common. The main feature of the Type IV isotherms is the hysteresis
loop, which is associated with capillary condensation taking place in mesopores. The Type
V isotherms are uncommon; these are related to the Type IIl isotherms in which the
adsorbent-adsorbent interaction is weak, but are obtained with certain porous adsorbents.
The Type VI isotherms, in which the sharpness of the steps depends on the system and the

temperature, are typical of stepwise multilayer adsorption on a uniform nonporous surface.

Nitrogen adsorption and desorption isotherms for the AC from different raw
materials are shown m Figure 2 and suggest that the steam-activated carbons had Type I
and IV adsorption—desorption isotherms, indicating the presence of micropores and

mesopores in the carbon matrix.
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Figure 2. Nitrogen adsorption-desorption isotherms of the activated carbons. (1) PWW, (2)
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The isotherms may also be analyzed in terms of their adsorption—desorption
hysteresis loops [12]. Hysteresis loops appear in the multilayer region of the physisorption
isotherm and are considered to be associated with capillary condensation. The standard
classification [12] contains four general types, HI-H4. Type H1 hysteresis loops typical of
by adsorbents with a narrow distribution of uniform pores (open-ended tabular pores). Type
H2 hysteresis loops are due to complex pore structures, which are characterized by
mnterconnected networks of pores of different sizes and shapes. Type H3 hysteresis loops
are usually typical of aggregates of platey particles or adsorbents having slit-shaped pores.
Type H4 hysteresis loops are also formed of slit-shaped pores and are characterisiic of
activated carbons. Types H3 and H4 hysteresis loops often do not close until the pressure is

at or very close to the saturation pressure.

The hysteresis loops found for the SCB, UCM, CS8, PWW, MNS-based AC are of
the H4 type, which mainly correspond to the micropore-mesopore distribution of porous
materials. In addition, these hysteresis loops indicate that the pores are slit shaped or that
the carbons are made up of plate-like material, perhaps graphine layers between which the

pores are found (Fig. 2).
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Table 3. Values of specific surface area and pore volume.

Surface area (ng'l)

Pore volume (cm’g™)

AC  Total
CPWW 15501
UCM  1269.6
SCB 11743

CS 1090.0
MNS  1079.5
CAC  956.0

{ % ) * Total volumetric fraction and ** Total micropore volume fraction. d= Average pore diameter = 4V/Sggy

Micropore

1245.8
1097.0
1032.2
1014.2

807.4

Mesopore

23.8
71.3
57.8
65.3

148.6

Primary micropore

0.00 (0.0)**
0.05 (9.1)
0.10 (22.2)
0.08 (22.2)
0.07 (21.6)

0.00 (0.0)

Secondary micropore  Micropore
0.35 (100.0)** 0.35 (24.3)*
0.50 (90.9) 0.55 (81.1)

(.35 (77.8) 0.45 (48.7)

0.28 (77.8) 0.36 (63.2)

0.29 (78.4) 0.37 (65.5)

0.41 (100.0) 0.41 (71.7)
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Mesopore  Total
1.06(75.7) 140
0.12(17.9) 0.67
0.39(513) 076
0.21 (36.8) 057
0.20 (345) 0358
0.17 (29.3) 0.58

d
3.6
2.1
2.6

2.1



Table 3 shows that the five different AC from ABW had specific surface areas of
up to 1000m’g” with micropore and mesopore volumes in the range of 0.34cm’g” to
0.54cm’g”’ and O.lZcmBg" to 1.05cm g, respectively. The excellent textural characteristics
of these materials make them an excellent industrial adsorbent, much better than NORIT

0.8 RAW SUPRA, the most common commercial activated carbon.

Figure 3 shows the mesopore size distribution of the carbons determined by the
HK and BJH methods. The PWW- and UCM-based activated carbon had the highest
mesopore distribution function of all the samples (dW/dr = 0.22 and 0.24cm’g 'nm” with
pore diameters of 1.6 and 2.5nm and dW/dr = 0.47cm’g 'nm” with a pore diameters of
1.5nm, respectively), while the CS- and SCB-based activated carbon had the lowest dW/dr
value (dW/dr = 0.13cm’g'nm™ with a pore diameter of 1.61nm, and dW/dr = 0.17 and
0.08cm’g'nm” with pore diameters of approximately 1.71 and 3.00nm, respectively).
MNS-based activated carbon had a mesopore distribution function of dW/dr = 0.47cm’g’

'nm™ with a pore diameter of 1.51nm.
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Figure 3. Pore size distribution for the activated carbons,
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3.3. Liquid-phase adsorption

Additional information about pore size distribution of AC was also studied by
adsorption capacity of the two different adsorbates: methylene blue and iodine. This choice
is justified by their form and polarity, and they were used to predict the capacity of AC to
adsorb pollutants from effluent and to estimate the micropore and mesopore areas of these
adsorbents [40]. Also, the use of iodine and methylene blue adsorption in aqueous media
can have an advantage over gas adsorption as it provides an easy way to determine of the
amount of dye adsorbed onto solid surfaces [27]. It is also a realistic indicator of adsorption

when dealing with the problem of water pollution, since it uses aqueous media.

The experimental data were fit to the Langmuir and Freundlich adsorption models.
The parameters of these models, together with the correlation coefficient (R®) for the iodine

and methylene blue adsorption onto different adsorbents are shown in Table 4.
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Table 4. Parameters for Langmuir and Freundlich isotherms obtained at 25°C.

ACTIVATED CARBONS
MNS CS SCB UCM

PWW ACC

Model

Parameters lodine MB lodine MB Iodine MB Ilodine MB

Todine MB Jodine MB

Langmuir

R? 097 094 097 094 098 096 093 097
K (Lmg" 186 34 82 45 7.8 250 164 337

0.99 095 097 099
91 2213 178 L75

Gw (mgg") 958.8 1954 9813 145.0 997.7 200.0 969.6 210.9 1141.0 506.2 1040.6 176.0

Freundlich

R? 098 099 097 094 098 099 098 095

098 098 099 099

Q (mgg!) 1032.9 108.4 1024.1 92.6 1023.4 217.5 1156.2 200.2 1371.2 302.1 1095.3 103.6
Kr 8834 180.6 831.3 104.5 818.7 271.4 9183 248.1 1016.9 321.9 884.9 140.8

I/n 017 036 022 0.085 025 0l 025 0.15

0.33 0.082 023 0220

MB = Methylene blue.
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Table 4 shows that the Langmuir and Freundlich models had good fits for 10dine
(R? = 0.93-0.99) and methylene blue (R* = 0.94-0.99). It was observed that AC had a larger
micropore surface area and also a higher adsorption capacity for iodine. This can be
attributed to the fact that iodine has a smaller molecular diameter (d < 1nm), so its diffusion
through the micropores during adsorption is less restricted. The adsorption monolayer (qm)

of iodine decreases for AC as follows PWW > ACC > SCB > CS > UCM > MNS.

The methylene blue molecule has a minimum molecular cross section of about
0.8nm, and it has been estimated that the smallest pore diameter it can enter is 1.3nm
Therefore, it can only enter the largest micropores, but most of it is mainly adsorbed onto
mesopores [41]. Thus, the methylene blue test can be used to predict adsorption of organic
compound such as microcystin and to provide a simple method for screening carbon for a

specific water application.

The adsorption on monolayer (qm) of methylene blue decreases for AC as follows:
PWW > UCM > SCB > MNS > ACC > CS. We observe that the order of adsorption
capacity of methylene blue on the AC was not necessarily the same as that of mesopore
volume: PWW > SCB > CS > MNS > ACC > UCM, suggesting that methylene blue is
adsorbed not only in the mesopores, but also in the secondary micropores, explaining why
UCM-based AC had greater adsorption capacity for methylene blue than other microporous
AC. The order of secondary micropore volume of the AC was UCM > ACC > PWW and
SCB > MNS > CS.

The AC with the highest affinity for iodine and methylene blue adsorption had the
highest values of the Freundlich constants, Kr, K;, and », and it was observed that the Kr
and K} values were higher for iodine than for methylene blue. This can be explained by the
fact that AC have more micropores available for iodine adsorption than mesopores for

methylene blue adsorption, i.e., this parameter can expiain the aftinity of a given AC for a

given molecule.

Adsorption capacity of the AC obtained in this work for methylene blue was
compared with those from coffee waste and Moringa oleifera seed husk, produced under
similar conditions, which are described in the literature [42, 43]. The results showed that
coffee waste-based activated carbon had an adsorption capacity for methylene blue of g, =

188.7mgg”’ and K, = 0.12Lmg", while Moringa oleifera seed husk activated carbon had
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one of g, = 344.3mgg” and K, = 698.3Lmg™". It was verified that those AC produced in
this work had similar ranges of values for these same parameters, such as q,, = 506.2mgg”’
and K; = 22.13Lmg" for PWW-based activated carbon and g, = 210.9mgg” and K, =
53.7Lmg" for UCM-based activated carbon (Table 5).

At a confidence level of 95%, the linear correlation between the sum of mesopore
and secondary rmicropore volumes and the methylene blue adsorbed volume (R* = 0.97
with P < 0.05) was higher than the correlation between mesopore volume and methylene
blue adsorbed volume (R* = 0.88 with P < 0.05) (Fig. 4). This indicates that secondary
micropore volume also contributes together with mesopore volume to increase the
methylene blue adsorption on AC; moreover this confirms that the methylene blue results
can be used as an estimate of mesopore plus secondary rmicropore volume in those
materials. According to iodine number, it was observed that there is a stronger correlation
between iodine adsorbed volume and primary micropore volume (R2 =0.99 with P < 0.05)
than between iodine adsorbed volume and micropore volume (R2 = 0.90 with P < 0.05).
Thus, this result showed that iodine number could be used to estimate the micropore

volume of an AC.
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Figure 4. (2) Linear correlation between (A) primary micropore volume and adsorbed
volume of iedine and (+) micropore volume and adsorbed volume of iodine. (b) Linear
correlation between (0) mesopore volume and adsorbed volume of methylene biue and (0O)

secondary microporet+mesopore volume and adsorbed volume of methylene blue.

The Brazilian Association for Technical Standards (ABNT) specifications require
an iodine number higher than 600mgg’' (calculated with the Freundlich model) for
powdered activated carbon to be used in water treatment [44]. In Brazil there is no
specification concerning the use of methylene blue adsorption, but in Morocco, the lower
limit established for an activated carbon to be used in water treatment is 180.0mgg’
(calculated with the Freundlich model) [45]. Considering these quality parameters, AC
from PWW (302.1mgg"), UCM (210.9mgg") and SCB (200.0mgg™) had adsorption
capacitics for methylene blue higher than the minimum limit required in Morocco.

Therefore, these As could be used for the treatment of drinking water.
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3.4. Surface characterization by FTTR

The adsorption capacity of AC is determined by their pore structures, but is also
sirongly affected by the presence of surface functional groups. Activated carbons are
known to contain a varicty of heteroatoms such as oxygen and hydrogen, which become
part of the chemical structure as a consequence of imperfect carbonization or are
chemisorbed during the activation process. These heteroatoms are on the pseudgraphitic
layers of the CA and form a surface group that affects the adsorption behavior in these
adsorbents [2, 46]. The most common oxygenated groups on the AC surface are carboxylic

acids, carbonyls, quinones, phenolic hydroxyls, anhydrides, ethers, lactones and lactols
[47].

Information on the chemical surface of carbon materials is difficult to obtain.
Consequently, the techniques that directly supply information about AC surfaces are
important tools, which can be used to predict the application of an AC. In this context,
Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy 1s a very usetul tool for functional cluster
analysis of the surface of carbon materials. FTIR was used in this work for characterization

of the surface oxygen groups of AC.

The FTIR spectra of the AC were registered in wavelengths between 400 and
4000em™. The experimental data were presented as a transmittance versus wavelength plot
(em™) and for spectrogram interpretation (Figure 5). The most important and characteristic
bands of each functional group for the different wavelengths together with the characteristic

contribution of the several other groups of which it is composed are given in Table 5.
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Table 5. FTIR spectra band assignments [50].

Band number (¢m™)

Assignment 1000-1500 1500-2050 2050-3700
C-O on ethers (extension) 1600-1300

Alcols 1049-1279 3200-3640
Phenolic groups:

C-OH (extension) 1000-1220

O-H 1160-1200 2500-3620
Carbonates; Carboxil-Carbonates 1100-1500 1590-1600

C=C aromatic (extension) 1585-1600

Quinones 1550-1680

Carboxilic acids 1120-1200 1665-1760 2500-3300
Lactones 1160-1370  1675-1790

Carboxilic anhydrides 980-1300  1740-1880

C-H (extension) 2600-3000
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Figure 5. FTIR spectra of the AC from UCM (a), CS (b), CAC (¢}, MNS (d), PWW (e) and

SCB (f).
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The FTIR spectrum of the UCM-based activated carbon shows absorption bands at
1135.2cm™, between 1560.2¢cm™ and 1654.8cm™, at 1772.4cm™, at 2920cm™’ and between
3448 4cm™ and 3568.0cm™ which can be assigned to C-O of ether; OH- of alcohols or
phenolic groups; C-OH of carboxylic acids; carboxylic anhydride or lactones; C-H and -OH

groups of carboxylic acids or phenels and -OH of phenolic groups, respectively.

The FTIR spectrum of the CS-based AC shows absorption bands at 1168.7cm’,
between 1560.2 and 1654.8cm™ and between 1685.6cm™ and 1870.8cm™, which can be
assigned to the stretching vibrations of C-O of ether; OH- of alcohols, carboxylic acids,
carboxylic anhydride or lactones; and OH- of phenolic groups, quinones, carboxylic acids;

lactones or carboxylic anhydrides.

On MNS-based AC, FTIR spectrum absorption bands can be observed at
1166.8cm™ and between 1647.0cm™ and 1868.8cm™, which can be assigned to stretching
vibrations of C-O of ether, alcohol, carboxylic acid, carboxylic anhydride and lactone or to

phenolic groups, quinones and carboxylic anhydrides, respectively.

The FTIR spectrum of the PWW-based AC allowed 1dentification of absorption
bands at 1166.80m'1, at 1458c:rn'], at 1581.5cm™ and at 1647cm™, at 1772.4cm™ and
between 1793.6cm™’ and 1868.8cm™; which can be assigned to carbonates and groups of

carboxyl carbonates, quinones, lactones and carboxylic anhydrides.

The FTIR spectrum of the SCB-based AC only has absorption bands at 1458cm™,
which can be assigned to carbonates and carboxy! carbonate and between 1560.2cm™’ and

1654.8cm™ | which can be assigned to quinones.

Surface groups on the CAC were also studied and its FTIR spectrum shows
adsorption bands at 1124.4cm™, which can be assigned to C-O groups of ethers, alcohols or
phenols or to C-OH of carbonates, carboxyl carbonate or carboxylic acids; at 1560.8cn”!
and 1654.8cm™, assigned to quinones; at 1735.8cm™’, assigned to carboxylic acids and
finally at 3257.5cm™ and 3448 4cm™ | assigned to alcohols and -OH groups. This CAC is a
steam-activated carbon such as the AC obtained in this work. Thus, it was observed that the
FTIR spectrum of this commercial carbon had the same surface functional groups as those
found on the AC from UCM, CS, PWW, SCB and MNS, probably due to the similar steam

activation process.
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Therefore, the AC from different ABW obtained in this work had acid groups on
their surfaces and were postulated to be carboxylic acids, lactones, carboxylic anhydrides,
quinones and phenols. These groups can become ionized in water solution producing H"

ions, and as a result, the pore surface of the AC acquires negative charges.

3.5. Scanning electron microscopy

The scanning electron micrographs obtained for UCM-, SCB-, CS- and PWW-
based AC suggest ordered macropore structures with very open pores, forming long ducts,
derived in all cases from ABW structures (Fig. 7). The shape and distribution of carbon
pores are very dependent upon the structural characteristics of the precursor material and
tend to be unaffected by thermal processing, only really undergoing a contraction and

twisting as carbonization occurs [49-51].
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Figure 6. Scanning electron microscopy of the AC from UCM 10,000 x (a), SCB 10,000 x
(b), PWW 10,000 x (c} and CS 20,000 x (d)
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4. Conclusions

The thermogravimetric studies of ABW show a process of multistage
thermochemical decomposition divided into five steps, corresponding to dehydration,
pyrolytic decomposition in hemicellulose, pB-1,4-glycosidic bond cleavage in cellulose
units, thermal depolymerization in lignin and finally progressive heating resulting in char
formation via internal thermal rearrangement. From the TGA and DTG data it was possible
to observe that the ABW used in this work had different cellulose, hemicellulose and lignin

contents, which give the AC from different ABW, very different adsorbent characteristics.

The process of single-stage steam pyrolysis for the production of AC was shown
to be effective for obtaining AC with large surface areas. We have shown that the structure
of the ABW is the main factor that determines the nature of the AC produced. The results
indicate that the structures of AC from MNS, CS, and UCM are well suited to the
production of microporous AC, with a micropore areca between 1014.2m’g" and
1245.8m’g" and a micropore volume between 0.34cm’g™ and 0.55cm’g’, while the
structures of SCB and PWW are well suited to the production of mesoporous AC with a
mesopore area between 77.3m’g” and 342.5m’g and a mesopore volume between of

0.39cm’g” and 1.06 cm’g™.

The pore structure of the AC was also studied in terms of their adsorption capacity
for iodine and methylene blue. The results showed maximum adsorption capacities for
iodine and methylene blue above 958.8mgg” and between 145.0 and 506.2mgg“1,
respectively. Those AC which had the highest adsorption capacity (qm) for Methylene blue
such as the UCM-based AC (210.9mgg'1) and the PWW-based AC (506.2mgg’1), also had
the highest mesopore volumes, indicating that Methylene blue adsorption capacity can be

used to predict mesopore volumes those AC.

FTIR spectra of the AC showed that the five AC produced had predominantly acid
characteristics on their surfaces; wich can be assigned to alcohol, phenol, carboxylic acid,

carboxylic anhydride, quinone and lactone groups.
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CAPITULO IV

A apresentagiio deste capitulo corresponde ao artigo aceito para publicagio no periddico:

Albuquerque Junior, E.C; Melo, L.F.C.; Franco, T.T. Use of solid-phase extraction,
high-performance liquid chromatography, and MALDI-TOF identification for [D-
Leu']microcystin-LR analysis in treated water: validation of the analytical

methodology. The Canadian Journal of Analytical Sciences and Spectroscopy, 2007.

Em razio da toxicidade das microcistinas, recentemente o Ministério da Sadde no
Brasil, por meio da portaria MS 518/200400, que trata da qualidade da agua para consumo
humano e da determinagdo quantitativa de microcistinas, estabeleceu um limite maximo
para esta toxina de Ipg/L. Devido a sua sensibilidade, a Cromatografia lLiquida de Alta
eficiéncia (CLAE) € uma técnica adequada para a andlise destas toxinas. Contudo, torna-se
indispensavel que métodos de determinagéio de analitos em baixas concentragdes (ug/mL)
por CLAE sejam validados, ao menos intralaboratorialmente. Neste capitulo é estabelecida
uma rotfina para validagio intralaboratorial da metodologia de analise de microcistinas em
Agua, em virtude da auséncia de método padrio brasileiro para a andlise por CLAE. O
método desenvolvido envolveu extragdo em fase sélida com cartuchos para extragéio de
C18. A [D-Leu'|microcistina-LR foi separada em uma coluna de C18 com uma fase moével
de acetonitrila-agua (35:65, v/v) e um fluxo de 0,7ml/ min. Ap6s a otimizacdo das
condigdes de extracio e separacdo, o método foi validado, apresentando otima linearidade
numa faixa de concentragdo de 0,03 - 2ug/L, com limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ) de 0,05 ug/mL e 0.15 pg/ml. Espectrometria de massas por MALDI-TOF foi
utilizada para determinacdo dos pesos moleculares e conseqliente identificagio das

microcistinas contidas no estrato de microcistinas estudado.
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Abstract

A reverse-phase high-performance liquid chromatographic (RP-HPLC) method with an
ultra-violet (UV) detector for analysis of microcystins (MCYSTs) from treated water was
validated. The isocratic system used a Ciz column and mobile phase containing
acetonitrile:water (35:65 v/v). A MALDI-TOF spectrometry analysis of Microcystis
aeruginosa culture extract showed [ADMAdda’]MCYST-LR, [D-Leu'IMCYST-LR, [D-
Asp’, ADMAdda® Dhb'|MCYST-HtyR, and [D-Asp’ ADMAdda’, Dhb’/]MCYST-RR.
Linearity, calibration, accuracy, precision, and limits of detection (LOD) and of
quantification (LOQ) were investigated. The following parameters were found in treated
water samples: a linearity between 0.03pg/mL and 2.00pg/mL; limits of detection (LOD)
and of quantification (LOQ) of 0.05 pg/mL and 0.15 pg/mL, respectively; an exiraction
efficiency above 81.09%; and appropriate precisions (on a single day: R.S.D. (n = 3) <
4.91% and from one day to the next: R.S.D (n = 3) > 6.79 %) at the different concentrations
of [D-Leul]MCYST-LR. The validated method can be used for determination of MCYST

in water within the international limits of 1.0 pg/L with a 500-fold preconcentration.

Keywords: Drinking water, Validation, HPLC, SPE, Microcystins, Cyanobacteria.
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1. Introduction

A process of eutrofication in rivers, lakes, and water supplies throughout the world
is pointed to as the main factor responsible for the increase in cyanobacteria blooms with
the deterioration in aquatic life in these ecosystems (1). Beyond the ecological problems
related with these blooms, an additional problem the quality of water destined for human
consumption, since certain cyanobacteria genus such as Microcystis, Anabaena, and

Oscillatoria produce toxic cyclic heptapeptides, which remain in the water after their death
2,3).

Reports of cyanobacteria toxic blooms have increased in Brazil and other
countries. In Brazil, they frequently occur in the Patos lagoon (Rio Grande do Sul),
Guarapiranga Reservoir (Sdo Paulo), Jacarepaguia lagoon (Rio de Janeiro), and some
reservoirs in the states of Pernambuco and Parand (4-10). Reports of intoxication and
poisoning by cyanobacteria toxins in both domestic and wild animals are becoming more
frequent. In Ttaparica 1988 (Bahia, Brazil), the death of 88 of the 200 people intoxicated by
consumption of water from the Itaparica reservoir can be closely associated with the
presence of cyanobacteria blooms (11). An outbreak of acute liver failure occurred at a
dialysis center in Caruaru, Brazil. At the clinic, 116 patients experienced vision
disturbances, nausea, and vomiting after routine hemodialysis treatment in February of
1996. Subsequently, 100 patients developed acute liver failure and more than 50 of these
died. These deaths were attributed to microcystin (MCYST)-LR, -YR and AR,

hepatotoxins produced by cyanobacteria found in the water used by that clinic (12,13).

Another incident of human microcystin exposure during hemodialysis treatment
happened recently, in November of 2001. MCYSTs were detected at a concentration of 0.4
pg/L in the drinking water, whereas a concentration of 0.32 pg/l. was detected in activated
carbon column-treated water for use at the renal dialysis center of Clementino Fraga Filho
Hospital (HUCFF) at the Federal University of Rio de Janeiro. A total of 44 hemodialysis
patients who received care at this center are believed to have been exposed. This incident
was caused by cyanobacteria toxic bloom dominated by Microcystis ssp. and Anabaena ssp.
found in the Funil Reservoir and Guadu River, both of which supply drinking water to Rio

de Janeiro, Brazil (14).
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MCYSTs are cyclical heptapeptides, which have a general chemical structure (Fig.
1) formed of cyclic (-D-Alanine'-X>-D-MeAsp’-Z*-Adda’-D-Glutamate®-Mdha”), where
X? and Z* are two L-changeable amino acids, D-MeAsp is methylaspartic acid D-erithro,
and Mdha is N-methyldeidroalanin (15). Adda is the B-amino acid 3-amino-9-methoxy-
2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4(E),6(E)-dienoic acid, also found in the nodularins, and is
one of those responsible for the biological activity of MCYSTs (16).

8 D=l 7 Mdha
GO EZ’}H:, O
M

R
C} ]
HO,C
3 0-Medzp or D-Asp

Figure 1. General structure of microcystins. X2 and Z4 are two L-changeable amino acids
and R is CH; or H.

According to Carmichael et al (17), the main structural variation in MCYSTs
occurs at positions 2 (X) and 4 (Z), resulting in the substitution of L-amino acids and
demethylation of amino acid at positions 3 and/or 7. Thus, for example, MCYST-LR has L-
Leucine (1) and L-Arginine (R) as variant amino acids at positions 2 and 4. More than sixty
kinds of MCYST are known and have been catalogued. MCYST-LR is the cyanobacteria
toxin that has been most frequently studied in the past ten years due to several occurences
of intoxication and its animal and human poisoning properties (18-21). Ingestion of a lethal
dose of microcystin causes an extensive hemorrhage in the liver and its prolonged
consumption may cause a liver tumor. Besides, MCYSTs have properties of
bioaccumulation in aquatic animals, including fish, mollusks, and zooplankton, in estuaries
of eutroficated rivers (22-24). Because of this, a long-term exposure to MCYSTs must be
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considered a serious health risk (25). Thus, in 1998, the World Health Organization (WHQO)
published a guideline establishing 1.0 pg/L as the maximum acceptable concentration of
MCYST-LR in drinking water. Also considering the need for better control of water quality
due to MCYST-LR toxicity, the Brazilian Health Ministry in collaboration with the PAHO
(Pan American Health Organization) and the World Health Organization (WHO), revised
the Brazilian regulations for the quality of drinking water, and by act Nr. 518/2004
specified a maximum limit for this toxin of 1.0 pg/L. Cyanobacteria and cyanotoxins were

incorporated into this new regulation as parameters that must to be monitored to guarantee

the quality of drinking water (26).

The control and monitoring of MCYSTs and other cyanobacteria toxins have been
carried out mainly by means of bicassays with mice and some species of Daphnia
(zooplankton), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and high-performance liquid

chromatography (HPLC) (27-30).

In order to obtain the maximum limit established by WHO for MCYST-LR in
drinkmg water, suitable analytical methods with high sensitivity, selectivity, accuracy, and
precision need to be employed. HPLC could be a good option for microcystin monitoring in

water and much work has been developed using this technique (31-34).

Due to the small number of analytical standards available commercially, the
association of mass spectrometry with HPLC has also become a powerful tool for
identification of microcystin variant traces in environmental samples. One alternative to
this identification is matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOX), which is now used for the identification of small peptides,
especially cyanotoxins such as MCYSTs (35,36).

The purpose of the present work was to validate a high-performance liguid
chromatographic analytical method for microcystin residues analysis in treated water. A
C18 SPE was used to reach preconcentrations with precision and accuracy. The method
was validated by establishing parameters such as calibration, linearity, limits of detection
and quantification, precision (repeatability and intermediate precision), and accuracy
(recovery). Associated with the HPLC technique, MALDI-TOF spectrometry was used to

determine the molecular weight of MCYSTs and to help in their identification.
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2. Experimental

2.1. Chemicals and reagents

Microcystin-LR (Cs9H74N9O13) standard (approx. 95%, FW 995.2) was purchased
from Sigma-Aldrich (Lot 013K1057, St. Louis, MO, USA). Methanol, acetonitrile, and
trifluoroacetic acid, all chromatographic grade, were purchased from TEDIA (Fairficld,
OH, USA). Pure ultra water was obtained from Elga (Bucks, England, UK) and cartridges
for solid phase extraction (SPE) Supelclean LC-18 (size 3 ml, 500 mg) were obtained from
Supelco  (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA). Durapore membrane filters in
polyvinylidene fluoride (PVDE) (47 mm, (.45 um) and Millex filters (13 mm, 0.2 um)
were from Millipore (Billerica, MA, USA). a-cyano-4-hydroxycinnamic acid grade HPLC
obtained from FLUKA (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA) was used on MALDI-TOF

analysis.

2.2. Liquid chromatography

Analyses were performed using a Waters chromatographic system composed of a
515 pump, a 717Plus autosampler, and a 486 UV detector, operating at 238 nm.

Millenium®?

software (version 3.05.01) was used for data acquisition and treatment. The
MCYST separation was achieved in a Waters Delta-Pak C,g analytical column (150 x 3.9
mm i.d., 5 um particle size, 30 nm pore size) at 23°C under isocratic conditions using as
mobile phase acetonitrile:water (35:65, v/v and 0.05% trifluoroacetic acid) at a flow rate of
0.7 mL/min. All solutions used in the mobile phase were degassed for 15 min in an

Ultrasonic Cleaner bath (THORNTON, UNIQUE-Indaiatuba, Brazil) before use.

2.3. Mass spectrometer

MCYST molecular weights were obtained by MALDI-TOF from culture extract.
Mass spectra of MCYSTs from culture extract were obtained using a Reflex IT (Bruker-
Daltonik, Bremen, Germany) mass spectrometer in a positive module and for ionization
was used nitrogen was stimnulated with a laser (337 nm, 3 ns pulse width, 3 Hz). a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid ionic liquid matrix (Et;N-c-CHCA) was prepared by adding
triethylamine to a solution of o-CHCA in acetonitrile, with subsequent reflux for 1 h and
solvent removal under vacuum. The broth was ressuspended in one mixture of
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acetonitrile:water (1:1) to get a 1% solution of matrix.*”) Each aliquot analyzed was mixed

with 1onic liquid (1:1, v/v).

2.4. Preparation of treated water sample

In order to simulate water contaminated with MCYSTs, an aqueous extract of
Microcystis aeruginosa (NPLJ-4) was required. This strain was isolated from Jacarepagua
Lagoon (Rio de Janeiro, Brazil) (38) and kept in ASM-1 medium (39} in the Department of
Hydraulic, and Sanitation at the Engineering School of S8o Carlos, University of Sio
Paulo. In the Laboratory of Biochemical Engineering at the School of Chemical
Engineering, State University of Campinas (UNICAMP) was carried out the strain
processment. After the exponential growth phase was reached, about 500 mL of culture
sample were frozen and then thawed three times to break down the cells and to release the
intracellular MCYST. The aqueous extract was centrifuged at 13,000 g and filtered with a
GFC and PVDF filters. The filtrate was kept at -20 °C,

In preview works, it was verified that the strain NPLJ-4 produces four MCYST
variants, one of these corresponding to [D-Leu' IMCYST-LR, which was taken as reference
toxin on our studies (40). In our studies, [D-Leu' IMCYST-LR represented about 90% of

the weight of the culture extract and was used in this validation study, considering the other

MCYST to be interferential materials.

Chlorine-free treated water samples (500 ml.) prepared with sodium thiosulphate
solution (1 g Na;S,03.5H.0 with distilled water added to produce a total 100 mL — 0.1
mL/500mL chloride water) were fortified by addition of an established volume of MCYST
aqueous extract stock solution, thus resulting in three levels of fortification: 0.15, 0.30, and
1.50 pg/L (41). To increase microcystin retention on the C18 cartridge, the pH of these
samples was adjusted to 3.10 by addition of TFA. The samples were mixed well and forced
to percolate through the SPE cartridges under vacuum at a flow rate of 1 mL/min, in
accordance with the Lawton et al. (42) method modified by us. Before sample application,
SPE cartridges were conditioned with 20 mL of methanol and equilibrated with 20 mL of
pure ultra water. Just after the samples passed through the cartridges, they were washed
with 20 mL of pure water and then with 20 mL of a methanol gradient (10%, 20%, and

30%), thus improving cartridge washing and facilitating the elution of coexiracted
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substances from the microcystin extract, mainly pigments such as chlorophyll and
phycocyanin. Eluate from this washing was discarded, and to assure the method’s recovery
and reproducibility, the adsorbent bed was dried under vacuum for 15 min. Then the
adsorbed analyte was eluted with 20 ml of methanol:water:TFA (89.9:10:0.1 v/v} and
evaporated at 45 °C under vacuum until dry. One thousand pl of this residue, redissolved

in methanol:water (75:25 v/v), was injected into the HPLC system.

2.5. Calibration

A standard solution (10 pg/mL) of MCYST-LR was prepared and stocked at 4 °C.
An analytical curve was made from injections in triplicate of 15 uL standard solutions at
the level of 0.03 to 2.00 pg/ml.. The data were processed by Millenium® software
(version 3.05.01). Correlation coefficients, the slope, the intercept, a table of variance
analysis and respective estimates of standard errors for the coetficients were calculated to
verify that they were statistically significant (Student’s #-test} and that the linear model
would be validated (F-test).

3. Results and discussion

Under the chosen chromatographic conditions, the reverse-phase HPLC with UV
detector seemed to be a good choice for MCYST determination. The identified peak [D-
Leu' JMCYST-LR showed a retention time of 7.22 min, allowing a complete separation
from the other three MCYST 1n the culture extract and of substances identified as non-

MCYST in the water and culture extract (Fig. 2).
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Figure 2. Chromatogram showing [D-Leu' IMCYST-LR separation. Mobile phase: ACN—
water-TFA (35:65 — 0.05%, v/v), pH 2.10; flow rate 0.7 mL/min; 238 nm; injection volume
15 pl. Peak | is [D-Leu' ]MCYST-LR.

3.1. Identification of the [D-Leu'|MCYST-LR from the culture extract by MALDI-
TOF

The identification of MCYSTs from Microcystis aeruginosa strain was confirmed
by MALDI-TOF spectrometry. The MALDI-TOF spectrum of this material (Fig. 3) showed
the molecular ions of four different (microcystins) cyclic heptapeptide peaks: the first peak
with m/z = 1023.66 [M, + H]" was identified as [ADMAdda’]MCYST-LR, the second peak
with m/z = 1037.68 [M; + H]" was identified as [D-Leucine' IMCYST-LR, and the third
peak with m/z = 1051.69 [M; + H]" was attributed to [D-Asp®, ADMAdda’, Dhb"IMCYST-
RER.
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Figure 3. Positive ion MALDI-TOF mass spectrum (m/z range 850 — 1250 Da) of

Microcystis aeruginosa cell extract from culture.

The four cyclic heptapeptides were detected as protons [M + H]™; however due to
presence of sodium and potassium salts in natural samples, sodium and potassium adducts,
which were detected as [M + Na]" or [M + K]" were produced. Therefore, the fourth peak,
m/z = 1059.66, which could be attributed to the molecular ion [M; + Na]", and the sixth
and seventh peaks with m/z = 1073.68 and 1075.65 were attributed to [M; + Na]” and [M,
+ K]7, respectively. The fourth microcystin variant found in the cyanobacteria culture was
identified in the fifth peak with m/z = 1071.65 [My + 2H]" and attributed to [D-
Asp’, ADMAdda’, Dhb’IMCYST-HtyR. The other two peaks were observed with m/z =
1237.65 and 1253.65 which could be assigned to some secondary metabolit produced for

the strain. All of these microcystin variants have been well described in the literature (43-
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45). Chemical structures of MCYSTs found in the culture extract are presented in the
Figure 4.

Gly{iso) & b 7
H, COH 1?
ADMAdda § ’<//“‘“~ YN o,
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i i \ .
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Figure 4. (a) General structure of three cyclic heptapeptide hepatotoxins: [Asp3 ,
ADMAdda®, Dhb'IMCYST-RR (X, Z = Arg); [Asp’, ADMAdda’, Dhb’]MCYST-HtyR (X
= Htyr, Z. = Arg); and [ADMAdda’IMCYST-LR (X = Leu, Z = Arg); (b) General structure
of [D-Leucine' IMCYST-LR isolated from Microcystis aeruginosa strain (NPLJ-4).
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By an intraperitoneal mouse bicassay MATTHIENSEN et al. (46) observed signs
of poisoning and gross liver pathology (swollen, engorged with blood) typical of MCYSTs
when the purified [D-Leu' ]MCYST-LR was acutely hepatotoxic. The toxicity LDsg of this
toxin is 100 pg/kg body weight, indicating that [D-Leu']MCYST-LR is one of the most
toxic MCYSTs (47,48). In 2001, this same MCYST variant collected from cyanobacteria
water bloom in Pakowki Lake, Alberta, Canada, was reported (49). In Brazil it was reported
for the first time at Patos Lagoon estuary, Brazil (46).

3.2. Validation of analytical parameters

The typical analytical parameters, which we adopted for validation of the HPLC
method applied to MCYST determination in drinking water, are described in Table 1.

3.2.1. Calibration and linearity

To check the linearity of the detector response, a linear regression analysis of the
peak areca versus concentration of the MCYST-LR was used. Linearity was determined by
the square correlation coefficients of the calibration curves generated by three repeated
injections of standard solutions at six concentrations. Only commercial standards of
MCYST -LR, -YR, -RR, -LA, -LW and -LF were available, implying that theoretically,
only MCYST-LR could be quantified in this study. However, the conjugated n-bonds on
the Adda fragment, common to all MCYSTs, are responsible for their UV absorption
characteristics. Therefore, we assume that the UV absorbance coefficient at 238 nm is
identical for all MCYSTs; however, the UV spectra of tryptophan and tyrosine containing
MCYSTs can present an additional absorbance peak at about 223 and 232 am, respectively
(50). Thus, after MALDI-TOF analysis, [D-Leu']MCYST-LR was quantified using the
MCYST-LR standard calibration curve.

Linearity is the ability of a method to produce results, directly or by a well-defined
mathematical transformation, proportional to the analyte concenfration in samples within a
given range. The deviation in linearity is sometimes difficult to detect visually and the
adequacy can be calculated by means of the difference between the measured values and
the values calculated with the regression equation (51). The value of ¢ can to be calculated

with Equation 01
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residue (01)
Sp/Nn

calculated =

where residue 1s lX measured — X calculated|» S+ 15 the standard deviation and n is the

number of points.

When the £, qeuiaeq value for a doubtful point 1s less that or equal to the ¢ value from
the Student’s #-table, for the confidence and (n-1) degrees of freedom desired, it is assumed
that the point is on the curve and the band is linear. Thus, for MCYST-LR the linearity
extended from 0.03 to 2.00 pg/mL (Fig. 5a).

Thus, method linearity was assessed by analyzing pure water spiked with various
amounts of MCYST-LR at a concentration in the range of 0.03 to 2.00 pug/mL. The
response was found to be directly proportional to the concentration in this concentration
range. Thus, the data were subjected to linear regression analysis. Linearity was assessed by
the statistical data obtained and the graph is presented in Figure 5 (correlation coefficient
0.9998; slope 38841.21+329.47; regression line, y = 1765.88 (+ 296.67) + 38841.21 (+
329.47) x), where vy is the peak area, x is the MCYST concentration (ug/mL}, and r is the

correlation coefficient.
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Figure 5. (a) Linearity response for peak area versus spiking levels of MCYST-LR. (b)

Residual analysis from predicted values vs. values observed by the model.

Analysis of the linear equation shows that the linear model is statistically
significant, since the correlation coefficient (r) is greater than 0.99. The F-test confirmed
the absence of fit lack for the model at a confidence level of 95%, also confirmed by
residual analysis of predicted vs. observed values by the model (Fig. 5b). The Student’s #-

test also indicated that both linear and angular coefficients are statistically significant.

3.2.2, Limit of detection (LOD) and Limit of quantification (1.LOQ)

A method is said to be sensitive if small changes in concentration cause large
changes in the response (52). The ability to detect small concentrations is expressed as the
LOD or LOQ. The limit of detection (LOD) is defined as the lowest detectable analyte
concentration for an analytical method and is expressed in units of concentration (pg/mL).
Limit of quantification (LOQ) is the lowest solute concentration, which can be determined
with acceptable precision and accuracy under definite experimental conditions and is
expressed in concentration units. All calculations for these limits were based on signal-to-
noise ratios (approximately equal to 3 for LOD and equal to 10 for LOQ) (53). LOD and
LOQ for the MCYST-LR method are show 1 the Table 1.
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Table 1. Analytical validation parameters

Validation parameters Values

Precision (repeatability) *

fortification at 0.15 pg/L (RSD) 4.32 %

fortification at 1.50 pg/L (RSD) 6.79 %

fortification at 15.00 pg/L (RSD) 3.13 %
Precision (intermediate precision) ”

fortification at 0.15 pg/L (RSD) 3.30 %

fortification at 1.50 pg/L (RSD) 2.23 %

fortification at 15.00 pg/L (RSD) 4.91 %
Accuracy®

fortification at 0.15 pg/L 5.25%

fortification at 1.50 pg/L 4.06 %

fortification at 15.00 ug/L 7.13%
Linearity 0.03-2.00 png/mL
LOD 0.05 pg/mL
LOQ 0.15 pg/mL
Recovery (fortification at 0.15 pg/L) 9231 %
Recovery (fortification at 0.30 pg/L) 85.69 %
Recovery (fortification at 1.50 pg/L) 81.09 %

* tests conducted on same day. ° tests conducted on different days. Enrichment factor 500-

fold.

3.2.3. Recovery and precision

The accuracy of an analytical procedure expresses the closeness of agreement
between the value, which is accepted either as a conventional true value or an accepted
reference value, and the value found. Accuracy should be reported as percent recovery by
the assay of known amount of analyte added to the samples or as the difference between the
mean and the accepted true value together with the confidence intervals (54). It is best

established by comparing the replicate responses of extracted samples at matrix
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concentrations with those of non-extracted standards which represent 100% recovery.

Recovery was calculated with Equation 02

recovery mass of analyte after extraction 100 02)
mass of analyte added

Although, it 1s desirable to attain recoveries as close to 100% as possible in order
to maximize the sensitivity of the method, it’s not probable that recoveries above 50% will
jeopardize the integrity of the method. Good precision and accuracy can be obtained by
methods with moderate recoveries, assuming they have adequate sensitivity. In some cases,
it may be desirable to lower recoveries in order to achieve a higher selectivity with some

sample extraction procedures.

Both precision and accuracy determine the error of an analytical measurement and
are the primary criteria used when the quality of an analytical method is evaluated.
Precision and accuracy are often expressed for a single day or for a period of several days
(55). Precision (repeatability) determines the analysis deviation and is an important
criterion to evaluate the performance of an analytical method. It is the degree of agreement
between individual test results when the procedure is applied several times. Precision is
usually expressed as the percentage coefficient of varation (%C.V.) or relative standard

deviation (R.S.D.) of the replicate measurements (52,53) and was calculated with Equation
03

standard deviation 5

(RS.D.)or %C.V.= 100 (03)

Hmean

Accuracy is the agreement between the true value of the analyte in the sample and

the value measured by the analytical process (38) and can to be calculated with Equation 04
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C - |
Acouracy = measured value - true value <100 (04)
true value

The method validated and shown here, had satisfactory recovery, precision, and
accuracy for the concentrations studied, where the results show a recovery of between 80
and 90% (Table 01). We observe that the toxin recovery was below 100%, probably
because the MCYST extract used here to fortify the treated water contained substances
such as phycocyanins, phycoeritrnins, chlorophylls, and carotenoids. These substances are
almost imperceptible; however even a small amount can disturb the recovery of the [D-
leu' IMCYST-LR on C18, because the molecular weight of these pigments (clorophyll-a is
893.5 g/mol and clorophyll-b is 907.5 g/mol) and dimensions are close to those of
MCYSTs, which are between 909.0 g/mol (MCYST-LA) and 1115.0 [L.-MeLan' [MCYST-
LR (56). Therefore, it is possible that these molecules compete with each other for the
cartridge (C18) active sites, diminishing the adsorption capacity of the cartridge for
MCYST. In addition, other MCYSTs in the cell extract could also be interfering in the
analysis and diminishing the capacity of the cartridge. Interferents will simulate those
found in treated water, such as humic substances, in this way allowing to available well the
analytical method considered for MCYST determination in treated water at concentrations

below 1 ug/L, satisfying the international limits.

3. Conclusions

The HPLC method for microcystin analysis and quantification was validated to
meet the drinking water industry requirements in terms of limit of detection and
quantification, linearity, repeatability, precision, accuracy, and range. LOD and LOQ were
respectively 0.05 and 0.15 pg/mL. It was verified that using an appropriate SPE
preconcentration, determination of microcystins in water at a concentration of 0.15 pg/L
was possible, with recoveries between 81.09 and 92.31% and a precision of 5% on average,
satisfying the international limits for drinking water established by the Word Health

Organization.
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CAPITULO V

A apresenta¢io deste capitulo corresponde ao artigo publicado:

Albuquerque Junior, E.C; Mendez, M.O.; Coutinho, A.R.; Franco, T.T. Cinética e
equilibrio de adsorcio da [D-Leucina']microcistina-L.R em carvées ativados. Arais do

XXXII Congresso Brasileire de Sistemas Particulados. Maringa-PR, 2006.

Em trabalhos prévios, carvdes ativados pulverizados de endocarpo do coco seco da baia,
bagaco de cana-de-agicar e residuo de madeira de pinus foram produzidos em um Unico
estigio de pirdlise e afivagdo com vapor d’agua. Estes carvdes apresentaram dareas
superficiais especificas de BET acima de 1000m®%g e volume de mesoporos de 0,21, 0,39 e
1,06cm’/g, respectivamente. Tais propriedades estruturais quando comparadas aquelas
obtidas a partir de carvdes ativados comerciais fazem daqueles carvdes ativados potenciais
adsorventes para utilizagdo em diversos processos de adsor¢io em especial no tratamento
de agua para remocio de toxinas de cianobactérias. Assim, estes carvdes foram utilizados
em um estudo de cinética ¢ equilibrio de adsor¢do de uma hepatotoxina de cianobactéria,
[D-Leucina' ]IMCYST-LR. A taxa de adsorgio desta toxina sob a superficic dos carvdes
estudados variou de acordo com as caracteristicas fisicas destes adsorventes, onde o carvio
ativado do endocarpe do coco seco com uma distribuigio de poros mais centrada na regido
de microporos exibiu uma eficiéncia de remogio da [D-Leucina' IMCYST-LR de 67%, a0
passo que os outros dois carvdes de caracteristicas mesoporosa apresentaram eficiéncia de
adsor¢do acima de 98% em tempos de equilibrio de até 30min. No que concerne os estudos
de equilibrio de adsorgiio, os carvdes ativados a base de bagago de cana-de-aglcar e residuo

de madeira de pinus apresentaram adsor¢io em monocamada estimados em 161,3 ¢ 200,0

ug/mg.
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Resumo
As cianobactérias sdo organismos encontrados em corpos d’dgua destinados a produgéo de

dgua potavel. As microcistinas, hepatotoxinas, ¢ um dos principais agentes toxicos
produzidos por estes organismos. Essas toxinas vém despertando aten¢des crescentes em
razdo do aumento do nimero de registros de floracdes toxicas de cianobactérias em
reservatorios destinados ao abastecimento publico, da descoberta de novas toxinas e dos
riscos associados a elas e do aumento de intoxicagio aguda e crénica, tanto em animais
como em seres humanos. A adsorgdo em carvio ativado pode ser eficiente na remogio de
microcistinas de agua potdvel, dependendo de algumas caracteristicas fisico-quimicas deste
adsorvente além da matéria-prima utilizada na sua produgfo. Carvdes ativados obtidos a
partir do bagaco de cana-de-aglcar ¢ residuo de madeira de pinus com Sgry de 1174 e 1550
m’/g, respectivamente, ¢ com 0,39 ¢ 1,06 cm’/g respectivamente, de volume total de poros,
foram testados quanto a sua capacidade de adsorgéio as microcistinas. Foi observada
adsor¢io da toxina em monocamada para ambos os carvdes, com qn e ki de 161 e 200
ug/mg ¢ 1,33 ¢ 2,23 L/mg, respectivamente, obtidos a partir do ajuste dos dados

experimentais ao modelo de Langmuir.

Palavras-chaves: Cianobactéria, microcistinas, adsor¢ao, carvio ativado,
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1. Introducio

As cianobactérias ou algas verde-azuladas sfio organismos procaridticos
encontrados em superficies aquaticas utilizadas como fontes de dgua potavel ¢ de recreagio
em todo o mundo; sendo descrita as suas presencas em paises como Alemanha (FASTNER
et al., 1999), Itdlia (FUNARI et al., 2000), Portugal (VASCONCELOS, 1999), China
(FENG et al., 2006), Japio (MATSUNAGA et al., 1999), Marrocos (QUDRA et al., 2001),
Argentina (CONTI et al., 2005) e Brasil (SANT'ANNA; AZEVEDQO, 2000). Espécies de
cianobactérias tais como Microcystis, Nodularia, Cylindrospermopsis, Anabaena e
Aphanizomenon sio conhecidas por produzirem toxinas como as microcistinas (MCYSTs),
nodularinas, cilindrospermopsinas, anatoxinas € veneno paralitico de crustaceos - do inglés
PSP (Paralytic Shellfish Poisons) (LANDSBERG, 2002).

Relatos de intoxicagOes humanas resultantes da exposigio a estas toxinas,
principalmente as microcistinas, embora menos comum do que envenenamento de animais
selvagens ¢ domeésticos ja foram descritas em varios paises (BEASLEY et al., 1989
FRAZIER et al., 1998; JACKSON et al., 1984; YOO et al., 1995). No Brasil, dois casos de
intoxicacdo humana por toxinas de cianobactérias ja foram descritos, sendo o primeiro
deles ocorrido como parte de um surto de gastrenterite, cujas pessoas apresentaram
sintomas de hepatotoxicose apds consumir a agua contaminada por uma floragfio tdxica de
Microcystis e Anabaena ocorrida do reservatério de Itaparica, BA. Este surto afetou mais
de 2000 pessoas ¢ resultou na morte de 88 delas (TEIXEIRA et al., 1993). O segundo
ocorreu em Caruaru-PE, aonde mais de 50 pacientes renais morreram também decorrente
de uma grave hepatotoxicose causada por microcistinas presentes na agua tratada de um

centro de hemodialise daquela cidade (CARMICHAEL et al., 2001).

Segundo Hoeger, Hitzfeld e Dietrich (2005), a crescente preocupagio mundial a
respeito dos efeitos toxicos agudos e crénicos associados a estas toxinas levou alguns
paises como Brasil, Nova Zeldndia, Austrilia, Canada, EUA e Unifo Européia a estabelecer
valores de orientagfo para concentragdo médxima de microcistinas presentes em agua
potavel entre 1,0 pg/L a 1,5 ng/L, de 3 pug/L a 15 pg/L para as cilindrospermopsinas, de 1,0
ug/L a 3,0 pg/L para as PSP e de 3,0 pg/L para a anatoxina-a (FITZGERALD;
CUNLIFFE; BURCH, 1999; AZEVEDQ, 2001; HEALTH CANADA, 2003; SCHMIDT et
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al., 2002; WHO, 1998). Estes indices foram estabelecidos levando-se em consideragdo os

efeitos crénicos ¢ agudos destas toxinas sobre humanos.

Técnicas convencionais de tratamento de agua como coagulacdo, filtracdo e
sedimentacdo tém se mostrado parcialmente eficientes na remo¢do de toxinas de
cianobactérias da agua No entanto, a utilizagéo de carvdo ativado em po (CAP) ou
granulado (CAG) associados a esses processos tem-se mostrado eficiente na remogéo
daquelas toxinas de dgua (HOFFMAN, 1976; KEIJOLA et al., 1988; FALCONER et al,,
1989; HIMBERG et al., 1989).

Um dos primeiros trabalhos descritos na literatura sobre a utilizagio de carvdes
ativados na remogido de MCYST-LR foi descrito por Donati et al. (1994). Neste trabalho,
os autores avaliaram a taxa e o equilibrio de adsor¢io de MCYST-LR por oito carvdes
ativados comerciais em po de diferentes procedéncias e materiais precursores tais como
madeira, endocarpo do coco seco, turfa ¢ carviio mineral, aonde puderam concluir que a
adsor¢io de MCYST-LR pelos carves estava diretamente associada ao volume de
mesoporos destes adsorventes. Dentre os carvdes estudados, aqueles provenientes da
madeira os quais continham um maior volume de mesoporos (0,27-0,49 cm3f’g), exibiram
adsor¢do da MCYST-LR em monocamada entre 220 pg/mg e 280 pg/mg. Estes
experimentos foram realizados tomando-se agua desionizada ¢ de rio, contaminadas

artificialmente com padrao de referencia de MCYST-LR.

Alguns anos depois desta ultima publicagiio, Mohamed et al. (1998) avaliaram a
capacidade de adsorgdo de carvdes ativados comerciais em po e granulados, provenientes
de diferentes materiais precursores como madeira, carvio mineral e endocarpo do coco
seco. Em seus experimentos foram utilizados extratos de microcistinas obtidos de duas
diferentes cepas de cianobactérias, contendo as MCYST-RR, -YR, -WR, -LLR e LHarg. A
partir das condi¢bes experimentais pré-estabelecidas pelos autores, foi possivel observar
uma capacidade de adsor¢do de até 6,309 L./mg de microcistinas contidas naqueles extratos
por parte dos carvdes avaliados. Neste trabalho ndo houve nenhuma preocupagio por parte

dos autores com referéncia as caracteristicas texturais dos carvdes estudados.

Em 2001, Pendleton, Schumann ¢ Wong, a partir da contaminagiio de agua
desionizada por padrdo de referéncia de MCYST-LR, avaliaram a remogdo desta toxina por

carvdes pulverizados de madeira ¢ endocarpo do coco seco ativados quimicamente com
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acido fosforico e vapor d’agua, respectivamente. Neste trabalho os autores, levaram em
consideragdo o volume de poros além de grupos funcionais oxigenados de superficte dos
CA. Em seus resultados foi observado que a capacidade de adsor¢io daquela toxina nos
carvdes ativados estava associada a porosidade destes adsorventes, principalmente aos
mesoporos e microporos secundarios, além do pH do meio. Os carvies ativados da madeira
e do endocarpe do coco seco que exibiram volumes de microporos secundarios e
mesoporos de 0,50 cm3/g e 0,38 cm3/g, e 0,13 cm3/g g 0,05 cm3/g, promoveram uma
adsorcdo de MCYST-LR de 200 pg/mg e 22 ug/mg, respectivamente. Foi observado
também que a diminuiciio do pH de 6,5 para 2,5 favoreceu em 100% e 400% a capacidade

de adsorg¢do dos carvdes ativados do endocarpo do coco seco e de madeira.

Recentemente, Pyo e Moon (2005) estudaram a adsor¢io das MCYST-LR e —RR
por fibras de carbono ativado em batelada e coluna de leito fixo. Estes autores observaram
que as fibras de carbono ativado, cerca de 30mg, cujas areas da superficie especifica (Sger)
variaram de 750 a 1557 m’/g, quando aplicadas a solugdes de 1 mg/L de MCYST
promoviam uma eficiéncia de remogdo de MCYST-LR de 39,1 a 99,5% enquanto para a
MCYST-RR foi de 42,3 a 99,4%. No que tange aos experimentos de dindmica de adsorgio,
0s autores observaram uma retengdo da MCYST-LR no leito de cerca de 0,7ug, apos 14
minutos de corrida 2 uma vazio de 0,05 mL/min. Na exaustio do leito que aconteceu apds

300 muinutos de corrida observou-se uma capacidade de adsor¢do de 17 pg/mg.

No ano seguinte, em 2006, Yan et al. avaliaram a remo¢io de MCYST-LR ¢ -RR
por nano tubos de carvdes ativados ¢ argilas como sepiolita, caolinita e talco. Os resultados
observados mostraram que os nano tubos de carbono ativado com dimensdes de 2 a 10 nm
apresentaram uma capacidade de adsorgdio de 14,8 e 5,9 ng/mg, respectivamente, o que

correspondeu a quatro vezes mais aquela observada pelas argilas.

Apesar de ser um adsorvente amplamente utilizado no tratamento de agua ¢ em
outras aplica¢des industriais, os carvdes ativados nio sdo materiais relativamente baratos.
Segundo a Secretaria de Coméreio do Ministério do Desenvolvimento Indastria e Comércio
Exterior, anualmente o Brasil exporta uma média de 1908,507 ton de carvdo ativado a um
custo médio de US$ FOB 69,63/ton (livre de custos com transporte) (Figura 1). Contudo,
0s custos com a importagdo de 2377,198 ton/ano destes materiais pelo Brasil sio em média

de US$ FOB 143,15/ton, duas vezes mais (ALICEWEB, 2006). Neste contexto, identifica-
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se a necessidade de desenvolver tecnologias de produgdo de carvdes ativados de qualidade,
obtidos, sobretudo de matérias-primas de baixo custo, a fim de substituir estas importagoes.
Sabe-se que mais de um milhdo de toneladas de residuos do setor agro-industrial Brasileiro
sdo gerados anualmente, podendo-se destacar o bagago de cana de agucar, casca de coco
verde, casca da noz macadimia e residuo de madeira de pinus. Recentemente estes residuos
foram explorados como potenciais precursores de carvdes ativados, obtendo-se adsorventes
de qualidade superior com ASEger acima de 1000 m*/g (ALBUQUERQUE JUNIOR et al,
2005).
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FIGURA 1. Cenario das exportactes (a) ¢ importacdes (b) brasileiras de carvio ativado de
1989 a 06/2006. Disponivel em: <http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br>. Acessado em
24 de Julho d €2006.

Assim, este trabalho teve por objetivo, estudar a cinética ¢ o equilibrio de adsorgio
da [D-Leucina']MCYST-LR na superficie de carvdes ativados produzidos a partir de

endocarpo de coco seco, bagaco de cana-de-agicar e residuo de madeira de pinus.
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2. Materiais ¢ métodos

2.1. Carvoes ativados

Trés carvdes ativados obtidos do residuo da madeira de pinus (CAPW), bagaco de
cana-de-acucar (CASCB) e endocarpo do coco seco (CACNS) foram produzidos
especialmente para este trabalho. Estes carvdes foram ativados com vapor d’agua a
temperaturas proximas a 900 °C. Albuquerque Junior et al. (2005) detalham as condigdes
de preparo destas matérias-primas, de carbonizagio ¢ ativagdo, além de suas
caracterizagdes em fase liquida e gasosa. Todos os carvdes foram macerados em almofariz
de porcelana e passados em peneiras de abertura nominal da malha de 0,075mm. O material
passante nesta pencira foi lavado com agua desionizada em uma coluna até que a
resistividade da agua de lavagem igualasse a de entrada (=18,2 MQ). Estes entdo foram
secos em estufa a 150 °C por no minimo 3 horas ¢ resfriados em dessecador com silica gel
até temperatura ambiente para posteriores utilizagdes. Um carviio ativado comercial foi

tomado como referéncia (NORIT 0.8 row SUPRA).

2.1.1. Caracterizacio dos carvdes ativados
2.1.1.1. Adsor¢iio em fase gasosa e liquida: Area da superficie especifica, porosidade e

indice de azul de metileno.

Todas as amostras de CAP foram desgaseificadas em vacuo a 150 °C até
completamente secura. Um analisador de adsor¢io a gas (modelo NOVA-1200,
Quantachrome Corp.) foi usado para medidas de distribui¢do de poros, volume de poros e
area da superficie especifica. Assim, dados de isotermas de adsor¢éio de nitrogénio gasoso a
—-196 °C foram usados para determinar a area da superficie especifica utilizando-se o
método proposto por Brunauer, Emmet ¢ Teller (Sprr). Area de microporos (di < 2,0nm)
foi obtida pela aplicagio do método r-plot. O volume total de poros foi determinado
convertendo-se em volume liquido o volume adsorvido no ponto de saturagédo P/Py ~ 0,99,
enquanto que os volumes de microporos (di < 2,0 nm) e microporos primarios (d; < 0,8 nm)
foram calculados no ponto de intercepto da regido linear do #-plot apds a saturagdo dos
microporos € microporos primarios, respectivamente. O volume de mesoporos (2,0 nm < d;
50 nm) foi calculado pela diferenga entre o volume total de poros e o volume de

microporos, assim como o volume de microporos secundarios (0,8 nm < d; < 2,0 nm) foi

149



calculado pela diferenga entre o volume de microporos ¢ o volume de microporos primarios
(WEBB; ORR, 1997).

Capacidades de adsorgdio dos carvdes ativados em fase liquida foram realizadas
tomando-se uma solucdo padrio 1200 mg/L de azul de metileno tri hidratado (Tabela 1) de

acordo com a norma Japanese Industrial Standard (JIS) (JIS-1474, 1991).

TABELA 1. Propriedades quimicas da molécula de azul de metileno.

Foérmula estrutural Propriedades Azl de
metileno
Es J,;fzh&\{/@h Massa molar {g/mol) 284.4*
e e T ”“?C;
I j/gj Volume molar (cm’/mol)  241,9
\':3%/,4’ \% , _,J’PX R
He—N & y—uc#, Comprimento (nmy} 1,43
t o CH, Profundidade (nm) 0,61

Espessura (nm) ~0.4

# Néo incluiu o ion cloro associado. (PELEKANI; SNOEYINK, 2000).

2.2. Extrato de microcistinas como adsorbato

Para o estudo da cinética ¢ equilibrio de adsorgdio da [D-Leucina' [MCYST-LR
pelos CAP foi preparado um extrato bruto de microcistinas obtidas a partir de uma cepa
toxica de Microcystis spp., © qual continha uma mistura de quatro microcistinas, sendo
cerca de 90% foi composto por aquela toxina (ALBUQUERQUE JUNIOR; MELO;
FRANCO, 2005). A [D-Leucina' ]IMCYST-LR j4 foi isolada e identificada em duas regides
brasileira: Lagoa dos Patos, RS (MATTHIENSEN et al., 2000) e LLagoa de Jacarepagu4, RJ
(OLIVEIRA, 2005). Um indculo de uma cepa desta cianobactéria (NPLJ-4), isolada da
Lagoa de Jacarépagua foi fornecido pelo Laboratdrio de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho - Universidade Federal do Rio
de Janeiro (LECT-UFRIJ) e cultivado no Laboratorio de Hidraulica e Saneamento da Escola
de engenharia de Sfo Carlos, USP. Estes cultivos foram realizados em meio ASM-1, sob
acracdo, temperatura de 22 & 1°C, foto-periodo de 12h e intensidade luminosa da ordem de
55 (uE. m~s"). Apés atingir a fase estacionaria com 15 a 20 dias de crescimento ¢

densidade celular da ordem de 107 cel/mL, as culturas foram submetidas ao processo de
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gelo e degelo (trés vezes) para promover a lise celular e liberago das microcistinas
intracefulares para o meio (KURODA et al., 2005). No Laboratério de Engenharia
Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, apos o processo de
gelo/degelo, o extrato celular foi centrifugado a 9000 g por 10 minutos a 0 °C. O material
sobrenadante da etapa de centrifugagdo foi filtrado em membrana PVDF de abertura 0,2
pum (millex, millipore, EUA) para separa¢io de material suspenso que ainda pudesse estar

no meio. Apos homogeneizagdo dos extratos, estes foram divididos em aliquotas de IL
(E1) e mantidos a —20 °C.

A solugio de adsorbato, o extrato de microcistinas com concentra¢des proximas a
10000 pg/L, foi preparado concentrando-se em evaporador rotativo a vacuo e temperatura
de 45 °C o concentrado (El). O residuo foi re-suspendido em tampdo fosfato (pH 7,0)
preparado com agua livre de cloro, passados em membrana 0,2 um ¢ entdo utilizado nos
experimentos de cinética e equilibrio de adsor¢io (E2). De acordo com Lawton, Edwards e
Codd (1994), para preparar a agua potavel livre de cloro, 100 pL de uma solugio (0,1 g/L)
de sulfito de sodio preparada com agua desionizada, foi adicionado a cada 500 mL de agua
clorada (agua de torneira). Esta mistura foi agitada e descansada por 24 h para entdo ser

utilizada no preparo da solucao de adsorbato.

2.3, Anilise de [D-Leucina']MCYST-LR em #gua

Um determinagfo prévia dos pesos moleculares das MCYSTs por MALDI-TOF e
de suas composi¢oes no extrato utilizado nos experimentos de adsorgdo por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia de fase reversa (CLAE), confirmou a presenca de [D-
Leucina' IMCYST-LR numa proporcio de 90% (p/p) em relacio as outras toxinas
(ALBUQUERQUE JUNIOR; MELOQO; FRANCO, 2005). Pela sua predominincia, nos
experimentos de adsorg@io, apenas esta toxina fol tomada para a medi¢do da sua
concentraglio nos experimentos de cinética e equilibrio de adsor¢io dos carvies. Assim, a
andlise desta toxina foi realizada por CLAE, cujo sistema (Waters, EUA) consistiu de uma
bomba modelo 515, injetor automdtico modelo 717 plus, detector de absorbincia/UV
modelo 486. Para aquisi¢io dos dados foi utilizado software Millenium32 v. 3.05.01. A
fase estaciondria foi composta de uma coluna analitica de C18 (3,9 x 150,0 mm, 5,0 um,

3,0 nm) também da Waters. Enquanto isso, a fase mdvel foi constituida por ACN + TFA
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0,05% (v/v) e agua + TFA 0,05% (v/v) (35:65 v/v), percolada pela coluna a um fluxo de 0,7
mL/min e a uma temperatura média de 22 °C. As concentragdes de [D-Leucina IMCYST-
LR em cada aliguota retirada nos experimentos de cindtica e subseqiientementc de

equilibrio de adsor¢io foi determinada por comparagdo da drea do pico com aquele do
padrio de referéncia de MCYST-LR.

2.4. Remogéo de [D-Leucina']MCYST-LR por carvio ativado
2.4.1 Experimentos em batelada

2.4.1.1. Taxa de adsorc¢io

Prevendo-se a quantificagio da evolugéio cinética do processo de adsorgido da [D-
Leucina' IMCYST-LR pelos carv@es ativados pulverizados da madeira de pinus, bagago de
cana de agtcar, endocarpo do coco seco, empregou-se 0 método da imersdo em banho finito
(RUTHVEN; GODDARD, 1986; AZEVEDO, 1993). Assim, em cada experimento foram
pesados de 2,0 + 0,1 mg a 5 mg dos CAP da madeira de pinus, bagago de cana de agticar €
endocarpo do coco seco, perfazendo-se uma concentragdo final destes adsorventes em
solu¢do de 200 mg/L, 500 mg/I. ¢ 1000 mg/L, respectivamente. A estes frascos foram
adicionados o extrato E2, de concentracio inicial de [D-Leucina' IMCYST-LR de 6300
ng/L, e 11090 pg/L, dependendo do carvdo estudado. Os frascos foram entdo lacrados ¢
agitados em “shaker” orbital a 25 + 1 °C numa velocidade de agitacio de 260 orbitas por
minuto. Destes frascos, aliquotas de 1mL foram retiradas em tempos de 5 segaté 60 min
para o referido estudo. Estas amostras foram passadas em filtros para seringa (millex, 0,45
pm, millipore, EUA) para remog¢io de maierial particulado, ¢ a concentragio residual de
toxina em solugio para cada tempo, foi determinada por CLAE usando detector de UV a

238 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e a quantidade da toxina adsorvida sobre
. . : : c-cy . _
a superficie dos carv&es (q) foi calculada a partir de ¢ = —2—, cujo g fo1 dado em (ug
m

de toxina adsorvida/mg de CAP), Cy ¢ C sdo as concentracdes iniciais e residuais da toxina

na fase liquida, ¥ é o volume da solucéio ¢ i a massa de adsorvente.
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2.4.1.2. Equilibrio de adsorgiio

Partindo-se dos resultados do estudo da evolucfio cinética para os carvdes ativados
pulverizados de pinus e bagagco de cana de aglicar, por serem mais mesoporosos do que o
carvio ativado do endocarpo do coco seco, foi possivel estimar a capacidade de adsorgéo
destes carvdes para a [D-Leucina' IMCYST-LR. Assim, os experimentos de equilibrio de
adsor¢io foram realizados em frascos ambares de 15,0 mL com tampa de rosca, aos quais
foram adicionados um volume do extrato (E2) de até 10 mL com uma concentrac¢io inicial
daquela toxina de 6500 pg/L e 10000 pg/L, para os carvdes de pinus ¢ bagaco,
respectivamente. A concentracido de carvdo nos experimentos variou de (,5 mg/L a 700
mg/L, sendo obtidas a partir de uma suspensdo do mesmo de concentragdo inicial 1000
mg/L. O sistema carvdo/toxina foi agitado numa velocidade de 260 orbitas por minuto a 25
+ 1 °C até o tempo necessario para que o equilibrio fosse atingido, quando entdo uma
aliquota de ImL de cada amostra foi retirada, passada em filtro millex 0,45pm e reservada
para determina¢do da concentragfio residual da toxina no equilibrio por CLAE. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os dados experimentais foram ajustados aos

modelos linearizados de Freundlich e Langmuir.

3. Resultados e discussoes

Devido a sua popularidade ¢ relativa eficiéncia, o carvio ativado ¢ um dos
adsorventes mais utilizados na maioria dos processos de separagdo por adsor¢do. Contudo,
a escolha de carvio para um determinado processo € um problema considerado, haja vista
que em muitos casos este adsorvente ¢ adquirido levando-se em consideragio a area de sua
superficie especifica (Sggr), indice de iodo ou nimero de fenol. Com relagéo a carvdes
ativados para adsor¢io de microcistinas, Donati et al. (1994) mostraram que estes
pardmetros de efetividade ndo tinham correlagdo com a capacidade de adsor¢do de um
carvio em adsorver contaminantes de dgua para consumo como as microcistinas, devendo

assim outros parimetros ser levados em consideracio, tais como volume de mesoporos.

De acordo com suas estruturas, as microcistinas sdo moléculas relativamente
grandes, possuem massa molar entre 800 ¢ 1100 Da, além de serem constituidas por
aminodcidos o que confere a estas moléculas um carater hidrofébico quando em meio

aquoso. Neste sentido, a selegdo correta de um carvio ativado para remogdo de
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microcistinas em 4gua devem ser levadas em consideragfio as caracteristicas fisico-

quimicas daquelas toxinas e as propriedades fisicas e quimicas daquele adsorvente.

TABELA 2. Propriedades fisicas e quimicas da molécula da [D-Leucina' [MCYST-LR.

Formula estrutural MCYST-LR Formula estrutural [D-Leucina' IMCYST-LR
y : rmgi?% b s - M
o TR
. o e’
LDso 50ug/kg 200ug/kg
Massamolar (g/mol) 994,56" 1037,252°
Volume molar (cm’/mol), 20°C 729,3+5,0° 813,1+7,0°
Massa especifica (d*° cm’/g) 1,29+0,1° 1,27+0,1°
Comprimento (1m) 1,9°
Altura (nm) 1,5°
Espessura (nm) 1,1¢
Volume solvatado (cm®) 2,63
Area solvatada (nm®) 1,8°
Carga a pH 6,5-8,0 AG-- & H)° 1= - & 4)°

° Formula estrutural da [D-Leucina' ]MCYST-LR (MATTHIENSEN ot al, 2001). °
Calculado a partir do programa ACD/ChemSketch, V5.2, ¢ (LANARAS et al,, 1991). ¢
(COOK; NEWCOMBE, 2002).
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A estrutura quimica da [D-Leucina']MCYST-LR assemelha-se muito a da
MCYST-LR, se ndo fosse observada a substituigdo do residuo de aminoacido D-Alanina na
posigéo 1 pelo residuo de aminoacido D-Leucina nesta mesma posi¢éo, o que confere a [D-
Leucina' IMCYST-LR um peso molecular de 1037,25 g/mol, 4,22% a mais do que a sua
variante a MCYST-LR que possui massamolar de 995,17 g/mol. Assim, mesmo com
propriedades fisicas e estruturas tio proximas, as mesmas apresentam propriedades
quimicas distintas tal como coeficientes de partigdo (ko) ¢ hidrofobicidade. Percebe-se
pela sua estrutura que a [D-Leucina' ]IMCYST-LR é mais hidrofébica do que a MCYST-LR
(NAMIKOSHI et al., 2001).

3.1. Caracterizacgio dos carvies ativados

Uma estimativa da porosidade de um carvio ativado pode ser feita a partir de um
levantamento de isotermas de adsor¢do-dessor¢io de nitrogénio gasoso. Nelas ¢ possivel
predizer a micro ou mesoporosidade deste adsorvente pela sua forma e tipo, segundo a

classificacio de Brunauer, Deming, Deming e Teller (BDDT) (GREGG; SING, 1982).

Todos os carvdes exibiram um aumento classico da afinidade de adsor¢io por
nitrogénio a pressdes relativas (P/Pg) bem abaixo de 0,01, indicando a presenca de
microporos nestes materiais (Figura 2). Todavia, a contribuicdo dos mesoporos nestes
materiais fez com que todas as isotermas fossem classificadas como sendo do tipo IV, pois
a tipica exibi¢do do fendmeno de histercse de dessorgdio em toda a faixa de pressio relativa

0,4 < P/Pg < 1,0 confirma a presenca dos mesmos na superficic dos carvoes.
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FIGURA 2. Isotermas de adsor¢io-dessor¢do de nitrogénio gasoso pelos carvies ativados

de pinus (a), bagaco de cana-de-agiicar, endocarpo do coco seco (c) e comercial - NORIT

0,8 row SUPER (d).

A partir de uma andlise mais detalhada dos dados obtidos da adsorgdo de

nitrogénio gasoso foi possivel estimar a area da superficie especifica (Sger) dos carvdes,

além da contribui¢do de microporos primarios, microporos secundarios e mesoporos na

porosidade total dos carvdes (Tabela 3).
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TABELA 3. Caracteristicas {isicas dos carvdes ativados,

Volume de poros / cm*/g

Carvdo  Sger IAM Microporo  Microporo

ativado (m%/g) (cm3/g) primario secundario Microporo  Mesoporo
PWW  1550,1 0,252 0 (0,0) 0,35 (24,3) 0,35(24,3)* 1,06 (75,7)
SCB 1174,3 0,181 0,10 (22,2) 035(77,8) 0,45(48,7) 0,39(51,3)
CS 1090 0,077 0,08 (22,2) 0,28 (77,8) 0,36 (63,2) 0,21 (36,8)

NORIT 956,0 0,086 0,00 (0,0) 0,41 (100.0) 0,41 (71,7) 0,17 (29,3)

*fragio volumétrica. Supr = Area da superficie especifica a partir do método de BET, IAM = Indice de azul

de metileno.

Uma primeira discussdo a partir dos resultados da tabela 3 com relacio as
propriedades fisicas dos carvdes € dada em relagdo a adsorgio de azul de metileno. Em
trabalhos prévios desenvolvidos por Albuquerque Junior et al (2005) foi identificada a
existéncia de uma estreita correlagdo entre a mesoporosidade + microporosidade secundaria
nos carvoes ativados ¢ a capacidade de adsorc¢do ao azul de metileno, ou seja, quanto maior
o volume de poros nestas faixas de poros maior a adsor¢do de azul de metileno pelo carvio,

podendo-se entfo tomar estes resultados como medida preditiva da efetividade de carves

ativados.

De acordo com Donati et al. (1994) e Pendleton, Schumann e Wong (2001) a
remog¢do de microcistina por um carvdo ativado € favorecida pelas propriedades fisicas
destes materiais tais como volume de microporos secundarios ¢ mesoporos. Os carvies
ativados provenientes da madeira e do endocarpo do coco seco, os quais estes ultimos
autores pesquisaram, possuiam volume de microporos secundarios na faixa de 0,29-0,33
cm3/g e 0,10-0,13 cm3/g ¢ de mesoporos na faixa de 0,05-0,07 cm3/g e 0,26-0,40 cm3/g,

respectivamente (Figura 3).
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FIGURA 3. Variagdo dos volumes de microporos secundarios e mesoporos. {(Carvoes

ativados obtidos por Albuquerque Junior et al. 2005 versus Pendleton, Schumann ¢ Wong,
2001).

Tomando estes resultados como referéncia, nés observamos que o carvio da
madeira de pinus obtido para este trabalho exibiu volume de microporos secundario de 0,35
cm3f’g ¢ volume de mesoporos de 1,06 Cm3/g, 0 que representa uma melhora conjunta de
poros disponiveis para adsor¢do de moléculas complexas como as microcistinas em tono de
93,15%. Com relagio ao carvdo ativado proveniente do endocarpo do coco seco, o qual
exibiu volume de microporos secundarios de 0,28 cm’/g e volume de mesoporos de 0,21
cm’/g, representando um aumento de 172,22% na quantidade destes poros disponiveis para
a adsorciio daquelas mesmas moléculas. Como todos os carvBes deste trtabalho foram
produzidos nas mesmas condigdes e ativados com vapor d’agua tal como dos carvdes
obtidos por Donati et al. (1994), os resultados encontrados mostraram a dependéncia do
material precursor dos carvBes ativados sobre a porosidade dos mesmos. Percebe-se
também que em relagio as propriedades texturais do carvdio comercial, os carvdes ativados
de madeira de pinus, bagago de cana-de-aguicar e endocarpo do coco seco estdo dentro de
uma conformidade podendo ser tomados como potenciais adsorventes para diversas
aplicacdes industriais inclusive o tratamento de &gua potavel visando a remocio de toxinas

de cianobactérias como as microcistinas.
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3.2. Experimentos de cinética

Para obscrvar a taxa de adsor¢do da [D-Leucina IMCYST-LR sobre os carvies
ativados da madeira de pinus, bagago de cana de agicar e endocarpo do coco seco, foi
utilizado um extrato de microcistinas contendo quatro variantes desta toxina, aonde cerca
de 90% em massa deste extrato foi composto pela variante da microcistina, [D-
Leucina' IMCYST-LR. A utilizagio de um extrato contendo quatro variantes daquela toxina
¢ o preparo deste com agua potavel permitiram simular as condigdes encontradas em aguas
naturais, onde ha um ambiente de competi¢io das microcistinas e de outras substincias
pelos sitios ativos do carvido ativado. A concentragiio inicial da microcistina em estudo no
extrato foi de até 11 mg/L, o que faz dela uma concentragio muito alta de toxina
comparada aquelas encontradas normalmente em floragdes naturais que é de 50 pg/L
(DONATI et al., 1994). As mais altas concentragdes de microcistinas dissolvidas em agua
encontradas em floragdes naturais de cianobactéria aconteceram em Wisconsin (EUA) (200
pg/L) e na Australia (1800 pg/L) (McDERMOTT et al, 1995; UENO et al., 1996). No
entanto, segundo Sivonen e Jones (1999), concentragdes de microcistinas em agua bruta de
até 25.000 pg/L ja foram registradas numa flora¢iio natural na Alemanha em 1997, Essas
concentragdes tdo altas de microcistinas também justificam os niveis de microcistina
utilizados nos experimentos de cinética e equilibrio de adsorgéo deste trabalho, entre 6.000
ug/L e 10.000 pg/L. Além disso, trabalhar em concentra¢des mais altas nos permitiu medir
concentragdes no equilibrio na fase liquida acima do limite de detecclio do sistema de
CLAE, que no nosso caso foi de 50 ng/L, evitando etapas de concentracfo de amostra por

cartuchos de C18.

Sabe-se que existem poucos padres de referéneia de microcistinas
comercialmente disponiveis (MCYST -LR, -YR, -RR, -LA, -LW ¢ -LF), implicando que
teoricamente apenas a MCYST-LR poderia ser quantificada neste estudo. Contudo,
segundo Robillot et al. (2000), as ligagdes = conjugadas no fragmento de ADDA comum a
todas as microcistinas, sdo responséveis por suas caracteristicas de absor¢io no UV. Assim
assumiu-se que o coeficiente de absorbancia no UV a 238 nm ¢ idéntico a todas as
MCYSTs, com excegdo de MCYSTs que contem triptofano ¢ tirosina que podem
apresentar picos sobre absorbéncias de 223 e 232 nm, respectivamente, podendo assim a

[D—Leucinal]MCYST-LR ser quantificada pelo padrio de referéncia de MCYST-LR. E
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importante explicar que tal técnica apenas ¢ valida na quantificacdo de microcistinas
andlogas, descartando a possibilidade de utilizagdo da mesma na identificacdo destas

toxinas, necessitando de técnicas de espectrometria de massas para tal finalidade.

A evolugdo da cinética de adsor¢do da [D-Leucina' IMCYST-LR sobre a superficie
de todos os carvdes ativados (CAPW, CASCB e CACNS) mostrou uma rapida taxa de

adsor¢do para todos estes adsorventes no sentido de estabelecer o equilibrio (Figura 4).
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FIGURA 4. (a) Evolugfo da cinética de adsor¢do da [D-Leucina ][MCYST-LR em fungio
do tempo e (b) evolucio da concentragio da [D-Leucina' ]IMCYST-LR na fase liquida em

funcdo do tempo. CA bagago de cana-de-agtcar, CA endocarpo e ~ CA pinus.

Foi observado que apds 15 segundos de contato entre a [D-Leucina' IMCYST-LR
¢ 200mg/L. dos carvdes foram promovidas eficiéncias de remogdo de 7,40% (CACS -
cndocarpo), 26,47% (CASCB — bagago) ¢ de 67,04% (CAPW - pinus). A concentragdo de
toxina no equilibrio declinou gradualmente com o tempo até que o equilibrio de adsorgéo
fosse atingido depois de aproximadamente 15, 15 ¢ 40 minutos para os carvdes CAPW,
CASCB e CACS, respectivamente, com eficiéncia de remocio nestes tempos de 62,31%
(CACNS), 98,73% (CASCB) ¢ 99,27% (CAPW). Nessas condigdes, quando o equilibrio
foi estabelecido, pdde-se observar uma adsorciio daquela toxina pelos carvdes proxima de

30 pg/mg (CACS), 32 pg/mg (CASCB), 55 pg/mg (CAPW).

A eficiéncia de remogdo da [D-Leucina']MCYST-LR pelos carvdes ativados
obtidos de residuos agricolas (CAPW, CASCB ¢ CACNS) obtida a partir dos estudos da

taxa de adsorgdio mostraram-se superiores aquela obtida por Donati et al. (1994), quando
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estes observaram num carvéo ativado de madeira (10.000 pg/L) uma eficiéncia de remocéio
a partir do estudo cinético (taxa de adsorg¢do) de MCYST-LR (padriao, Co = 2.800 ug/L)
proxima de 95,53% (4gua pura) e 82,14% (dgua de rio)em trés horas de contato, atingindo
somente apds 72h o equilibrio de adsorgdo. Nessas condi¢des, quando o equilibrio foi
estabelecido, pode-se observar uma adsorcdio daquela toxina pelo carvio estudado pelos
autores, proximas a 230 pg/mg e 215 ug/mg, dependendo do tipo de dgua utilizado nos

gstudos.

Recentemente, duas pesquisas foram publicadas aonde a taxa de adsorgho de
MYCST-LR (padriio) em materiais carbonosos ativados foi estudada. No primeiro destes
trabalhos, Pyu e Moon (2005} estudaram a utiliza¢3o de fibras sintéticas de carbono ativado
na remo¢io de MCYST-LR, e observaram que uma solucio de concentragio inicial desta
toxina a 1 mg/L. apdés 5 minutos de contato, com cerca de 31 g/L daquelas fibras, promovia
uma remocao de até 97% da toxina em solugdo. Este tempo foi considerado pelos autores
como sendo o tempo de equilibrio de adsor¢do, sendo observado neste tempo, uma
adsor¢do de 0,0321pg/mg daquela toxina pela melhor fibra, o que foi o mais baixo ja
descrito pela literatura. No segundo estudo e mais recente, Yan et al. (2006) mostraram que
uma solugdo de Cy = 9.600 ng/L desta toxina quando tratada com nano tubos de carbono
ativado (I g/L) de didmetro entre 2 e 10 nm diminuia sua concentragdo para 3.700 pg/L
ap0Os ter atingido o equilibrio em 24 horas de contato, promovendo assim wma remogio de
61,46%. Nesse tempo de equilibrio os autores observaram uma adsor¢fio da toxina pelos

nano tubo de carbono ativado entre 4,5 ng/mg e 5,9 pg/mg.

Um outro estudo relevante sobre a adsor¢ao de microcistinas em carvdo ativado foi
publicado por Kuroda et al. (2005). Neste trabatho os autores estudaram o equilibrio de
adsorcio de um extrato de microcistinas contendo [D-Leucina'IMCYST-LR sobre a
superficie de dois carvdes ativados comerciais comumente utilizados em estagdes de
tratamento de 4gua. Sob as condi¢es experimentais estabelecidas pelos autores, foi

observada uma adsor¢dio daquela toxina nos carvdes de até 10,7 ug/mg,

Todos estes resultados descritos na literatura sobre a remo¢io de MCYST em agua
a partir de carvdes ativados comerciais fornecem resultados de eficiéncia de remogdo desta
toxina inferiores ou proximos daqueles obtidos pelos carvdes ativados do bagago de cana-

de-ag¢ucar, endocarpo do coco seco e residuo de madeira de pinus produzidos para este

162



trabalho; o que faz destes carvdes potenciais adsorventes para utilizagdo em tratamento de
agua potavel visando a remocio de MCYSTs e de outros compostos prejudiciais a satde

humana.

3.3. Equilibrio de adsorcéo

A distribuicio do adsorbato, [D-Leucina']MCYSR—LR, entre a fase fluida e a
adsorvida envolve um equilibrio de fases, que ¢ governado pelos principios da
termodindmica. Dados de equilibrio sdo geralmente descritos na forma de isotermas, que
sdo diagramas mostrando a variagdo da concentragfio de equilibrio no sélido adsorvente
com a pressdo parcial ou concentra¢do da fase fluida, em uma temperatura especifica. A
determinagdo experimental das 1sotermas é o primeiro passo no estudo de um novo sistema
adsorbato/adsorvente. A informacdo dai retirada ¢ importante na estimativa da quantidade
total de adsorvente necessaria para um dado processo e conseqiientemente no

dimensionamento dos equipamentos a serem utilizados nos mesmos (RUTHVEN, 1984).

O levantamento das isotermas de equilibrio de adsorgio de [D-Leucina' IMCYST-
LR na superficie dos carvdes ativados da madeira de pinus (Figura 5a) ¢ do bagago de cana-
de-agucar (Figura 5b) mostraram uma variagio de suas capacidades de adsorgdo

dependente sobretudo das suas caracteristicas fisicas (Tabela3).
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FIGURA 5. Equilibrio de adsorcédo de [D-Leucina' IMCYST-LR na superficie dos carvdes

ativados: (a) madeira de pinus e (b) bagaco de cana-de-agiicar.
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Tal como observado por Donati et al. (1994) ¢ Pendleton, Schumann ¢ Wong
(2001) a capacidade de carvdes ativados em adsorver microcistinas foi dependente do
volume de microporos secundarios e mesoporos nos adsorventes estudados. Observamos
que o comportamento de adsorgio nos carvées CAPW (pinus) e CASCB (bagago) seguiram
a mesma tendéncia descrita por aqueles autores, quanto maior fosse o volume de
microporos secundarios e mesoporos num carvio maior seria sua capacidade em adsorver
microcistinas. Realmente, ao somarmos os volumes de microporos secundérios e
mesoporos nos CAPW e CASCB estes sdo de 1,40 em’/g e 0,74 em’/g, o que explica o
porqué que primeiro carvdo mostrou mais afinidade de adsor¢do por aquela toxina do que o

outro carvao.

Nédo podemos desconsiderar as interagdes dos grupos funcionais de superficie
destes adsorventes sobre a adsor¢fo daquela toxina. Para a faixa de pH préxima da qual
trabalhamos em nossos experimentos (~6-8.5) é esperado que a [D-Leucina' ]IMCYST-LR
em solugdo, apresente uma diferenga de carga “-1” (- - & +) resultante da dissociagdo dos
grupamentos carboxilicos (COO") no D-glutamato e acido D-eritro-B-metilaspartico. A
carga positiva é devido a protonizagio do grupamento aminodcido basico NH™ na arginina.
Estas diferencas podem resultar em diferentes caracteristicas de adsorgio. Uma
investigagdo prévia da superficie destes dois carvdes estudados por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) mostrou que a superficie dos mesmos
apresentou grupos funcionais de cariter dcido (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2005).
Na mesma faixa de pH acima, os grupamentos de superficie dos carvfes também se
dissociariam fazendo com que os mesmos tivessem afinidade por aqueles grupamentos
positivos da microcistina. Tal prerrogativa faria pensar que a adsor¢do de tal toxina na
superficie dos carvdes seria por interagdes eletrostaticas.

Os dados experimentais foram ajustados aos modelos linearizados de Langmuir (Figura

6a e 6b) ¢ Freundlich (Figura 7a ¢7b).
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FIGURA 6. Ajuste dos dados experimentais da adsorgio de [D-Leucina IMCYST-LR pelos
carvdes ativados da madeira de pinus (a) ¢ bagaco de cana-de-agiicar (b) ao modelo de

Langmuir linearizado.
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Segundo Webb e Orr (1997), o modelo de Langmuir na forma linearizada é

freqiientemente o mais utilizado e pode ser expresso como

+ =€ (01

sendo q é a quantidade adsorvida de [D-Leucina' IMCYST-LR por massa de adsorvente, C,
a concentragdio de toxina na solucfio apds o equilibrio, g, e k., sdo constantes, sendo &, a

constante de equilibrio e ¢,, a quantidade maxima de toxina adsorvida em monocamada,

TABELA 4. Parametros do modelo de Langmuir ¢ Freundlich.

Modelo de Langmuir Modelo de Freundlich
Carvio ativado R’ ki (L/mg) gm (pg/mg) Rf ke{L/mg) 1/n/n
CAPW 098 2,23 200,0 0,92 1,73 2,07/0,48
CASCB 0,97 1,33 161,3 0,90 1,55 1,79/ 0,55

Os valores das constantes do modelo de Langmuir, qy ¢ k;, foram estimados a
partir da inclinagéo e intercepto do grafico C./q versus C.. Os coeficientes de correlagio,
R.>>0,97, observados para ambos os carvdes (CAPW e CASCB) demonstraram um bom
ajuste dos dados experimentais com o modelo de Langmuir (Tabela 4). De acordo com
Ozcan ¢ Ozcan (2004) isto é indicativo de que as moléculas da [D-Leucina' [MCYST-LR
estdo sendo adsorvidas e aderindo-se 4 superficie do adsorvente em sitios definidos e
localizados, com adsor¢do em monocamada numa superficic homogénea; observando-se
que em cada sitio pode acomodar uma, € somente uma, molécula de [D-Leucina]]MCYST—
LR, ¢ a cnergia desta ¢ a mesma em todos os sitios da superficie, ndo dependendo da

presenca ou auséncia de outras destas moléculas adsorvidas nos sitios vizinhos.
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FIGURA 7. Ajuste dos dados experimentais da adsorgio de [D-Leucina' IMCYST-LR pelos
carvdes ativados da madeira de pinus (a) e bagaco de cana-de-aguicar (b) ao modelo de

Freundlich linearizado.
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Os dados experimentais também foram ajustados ao modelo de Freundlich (Figura
7), puramentc empirico, que corresponde a uma superficie heterogénea do adsorvente. A
equacdo de Freundlich é empregada para descrever adsorcdo reversivel e ndo ¢ restrita a
formacdo de monocamada (WEBB; ORR JR, 1997). O referido modelo na sua forma

linearizada é dado pela equagéo

Log(Q) = Log{k )+ /nLog(C") (02)

sendo kr e #8830 as constantes deste modelo e mostram a capacidade relativa e a
intensidade da adsorgdo, respectivamente. A constante np também ¢ considerada uma
medida de linearidade, haja vista que valores de n muito maior que 1 reflete adsorgo
favoravel, ao contrario de n menor que 1 que indica que as forgas de adsor¢do sio fracas
tornando-s¢ ndo favoravel (TSAI; LAI; HSIEN, 2003; JIANG; COOPER; OUKI, 2002;
OZCAN; ERDEM; OZCAN, 2004).

Um grafico de Log(Q) versus Log(C,) fornece uma linha reta de inclinagdo (1/n) e
intercepto Log(kg). Apesar de ter sido observado coeficientes de correlagio (R?) nio tdo
bons quanto aqueles obtidos do ajuste dos dados experimentais ao modelo de Langmuir, 0s
dados quando ajustados ao modelo de Freundlich apresentaram um coeficiente de

correlagio (R?) acima de 0,90.

Donati et al. (1994) avaliaram carv@es ativados de madeira para adsorc¢do de
MCYST-LR cm &dgua pura ¢ agua de rio. Scus dados experimentais foram ajustados ao
modelo de Langmuir, cuja capacidade maxima de adsor¢do na monocamada destes carvies
de madeira foi de 220 ng/mg (dgua pura) e 280 pg/mg (agua de rio). Nestes dois carv@es o
volume de mesoporos foi de 0,27 cm’/g ¢ 0,40 cm’/g, respectivamente. Neste trabalho, pela
primeira vez, esta faixa de poros num carvio ativado ¢ associada a efetividade de adsorcio
de um carvéo ativado para remoc¢io de MCYST-LR. A mesma conclusdo a respeito da
mesoporosidade dos carvdes ativados foi obtida por Pendleton, Schumann ¢ Wong (2001)
quando avaliaram a remocio de MCYST-LR por carvdes ativados de madeira e endocarpo
de coco seco. Em seus resultados puderam ser observados que aqueles carvdes que

obtiveram maior volume de mesoporos proporcionalmente promoveram uma maior
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remogdo daquela toxina em agua. Além disso, estes autores incluiram uma pequena faixa
de poros existentes na superficie dos carvdes ativados que juntamente com 0s mesoporos
contribulam para adsorciio daquela toxina em &4gua, os denominados microporos

secundarios.

Nos trabalhos desenvolvidos por Pendleton, Schumann e Wong (2001} os carvoes
ativados de madeira, quimicamente ativados, apresentaram adsorgdo em monocamada entre
172 pg/mg e 204 pg/mg. Neste estudo, os autores variaram a concentragdo inicial de
MCYST-LR nos experimentos utilizando CAP da madeira entre 0,07 mg/L e 3,03 mg/L. A
concentragdo de carvdo ativado em todos os seus experimentos foi de aproximadamente
8mg/L. Os autores nio fizeram um estudo de cinética para determinar o tempo de
equilibrio, simplesmente deixaram os frascos contendo MCYST-LR e carvio por um
periodo de 72 h, quando entdo determinaram a concentra¢do de toxina no equilibrio ¢ a

capacidade de adsorcéio dos carvies.

Em nossos experimentos foi utilizado um extrato de microcistinas, contendo
quatro variantes desta toxina, aonde em sua maioria cra composta pela [D-
Leucina' ]MCYST-LR, diferentemente do autores anteriores que utilizaram uma solugdo de
MCYST-LR preparada a partir de um padriio puro de referéncia. Também em nossos
experimentos foi adotada uma concentragio de carvio ativado mais baixa, abaixo de 1

mg/L.

Alguns anos antes, Mohamed et al. (1998) também tinham avaliado carvdes
ativados em po ¢ granulados comerciais de madeira como potenciais adsorventes para
remogdo de MCYSTs de agua. Os seus dados experimentais apds terem sido ajustados ao
modelo de Freundlich revelaram uma capacidade relativa de adsor¢io (Kr) entre 0,5012
L/mg e 6,309 L/mg (PAC, MCYSTs RR, YR ¢ WR) e entre 0,015 L/mg ¢ 1,259 L/mg
(CAG, MCYSTs, LR ¢ LHarg). A massa de carvio utilizada pelos autores variou entre 100
mg e 500 mg por hitro de solugiio contendo uma concentragéo inicial daquelas toxinas de 2

mg/L. O tempo de contato utilizado por eles foi de 7 dias.

Quando os dados experimentais da adsorcio da [D-Leucina' IMCYST-LR pelos
carvies ativados do bagaco de cana-de-agucar e madeira de pinus foram ajustados ao

modelo de linearizado de Freundlich (Tabela 5), percebemos a boa afinidade destes carvdes
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pela toxina em estudo quando comparado aos resultados obtidos por Mohamed et al. (1998)

o qual utilizou um extrato contendo até 3 variantes de MCYSTs.

A partir dos pardmetros do modelo de Freundlich (Tabela 5) é possivel estimar a
concentragio de carvdo ativado de pinus e bagago necessarias para remover microcistina
dissolvida em 4gua até o limite estabelecido pela portaria MS 518 do Ministério da Saude
no Brasil que é de 1 pg/L. Assim, numa simulagdo, se a fonte de dgua utilizada para
obtencdo de agua potavel a concentragio de microcistinas for de 10 pg/L; para remover
esta quantidade de toxina até aquele limite de 1 pg/L (remogio de 90%.) seriam necessdrias

aplicagdes daqueles carvBes em concentracoes de 5,2 mg/L e 5,8 mg/L (Kr= 1,73 L/mg ¢
plicag q ¢ yo Mg 0 Mg, . £

I/n=274 (CAPW), K,= 1,73 L/mg e 1/n= 2,74 (CASCB)).

4. Conclusdes

Neste estudo, carvdes ativados pulverizados obtidos de biomassa de residuos de
endocarpo do coco seco, bagago de cana de aglicar ¢ madeira de pinus, além de um carvio
ativado comercial foram avaliados quanto a sua porosidade a partir de estudos de adsorcéo
em fase gasosa com N gasoso. Os resultados mostraram que os carvdes de pinus e bagago
exibiram maiores volumes de microporos secundarios ¢ mesoporos, enquanto o carvdo de
endocarpo do coco exibiu caracteristicas microporosas. Estes trés carvdes foram avaliados
quanto a sua eficiéncia na remocgdo de uma hepatotoxina de cianobactéria, [D-
Leucina' ]IMCYST-LR, contida num extrato de Microcystis sp. Os estudos de cinética de
adsorgfio desta toxina pelos respectivos carvdes revelaram cficiéneias de remogio de
62,31% (CACS), 98,73% (CASCB) e 99,27% (CAPW) num tempo de contato de
aproximadamente 10, 10 e 40 minutos para os carvdes CAPW (pinus), CASCB (bagaco) ¢
CACS (endocarpo). Destes trés carvdes, apenas os dois carvdes mais mesoporosos foram
tomados para o estudo do equilibrio de adsor¢io. Assim, os carvdes do bagago de cana de
aglicar e pinus apresentaram adsor¢do em monocamada de 161,3 pg/mg ¢ 200,0 pg/mg.
Estes resultados quando comparados com aqueles obtidos na literatura nos ddo uma idéia
do perfil de carvao que deve ser utilizado em estagdes de tratamento de agua para remogao
de contaminantes tais como as microcistinas, que deve ter um volume de microporos

;- - . 3
secundarios acima de 0,35 cm®/g ¢ volume de mesoporos acima 0,40 cm’/g.
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CAPITULO VI

A apresentagdo deste capitulo corresponde ao artigo a ser submetido ao periddico:

Albuquerque Junior, E.C; Mendez, M.O.; Coutinho, A.R.; Franco, T.T. Propriedades
texturais e de adsorcio de carvies ativados nsados por estacies de tratamento de dgua

em centros de hemodialise. Dialysis & Transplantation.

Os incidentes relacionados a contaminacdo de agua por microcistinas no Brasil levou a
Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria sob forma resolutiva, regulamentar o
funcionamento dos centros de hemodialise, considerando a necessidade da reducdo dos
ris¢os 0s quais pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica ficam exposto aquelas
toxinas. Conseqiientemente, os centros de hemodialise deverdo ter a qualidade da dgua
utilizada no preparo de dialisato em conformidade com a portaria GM/MS N° 518 DE 25
DE MARCO DE 2004. Assim, para garantir a qualidade de sua dgua, muitos destes centros
de hemodidlise no Brasil vem dispondo dentre outras tecnologias, de filtros de carvdes
ativados em suas esta¢des de tratamento de dgua.

Preocupados com a qualidade destes adsorventes, carvdes ativados utilizados por duas
estagOes de tratamento de adgua de dois centros de hemodidlise Brasileiros foram
amostrados com objetivo de investigar suas propriedades texturais ¢ de adsorgdo. Alguns
parametros comumente utilizados como medidas de efetividades destes adsorventes foram
estimadas, tais como numero de iodo, &rea da superficie especifica, indice de azul de
metileno, além de sua predi¢io em adsorver microcistinas. Os resultados encontrados foram
comparados com aqueles obtidos por carvdes ativados de bagaco de cana-de-agticar e
endocarpo do coco seco, especialmente produzidos e caracterizados no capitulo HI desta

tese.
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Resumo

Mais de 58.000 brasileiros que recorrem aos servigos especializados em centros de
hemodialise estdo expostos anualmente a um volume d’agua de até 36.000 litros.
Conseqlientemente, se a dgua usada durante o tratamento de hemodialise nestes centros ndo
for devidamente tratada, muitos contaminantes quimicos, téxicos e bacterioldgicos podem
ser transferido aos pacientes, levando ao aparecimento de efeitos adversos, algumas vezes
letais. Assim, para garantir a qualidade da agua utilizada, filtros de carvio ativado sdo
comumente encontrados em cstagdes de tratamento de dgua em centros de hemodidlise.
Amostras de carvbes ativados utilizados por duas estagdes de tratamento de dgua em
centros de hemodialise foram tomadas com o objetivo de estudar as propriedades texturais
¢ suas capacidades de adsor¢@o a microcistinas. Os carvdes ativados utilizados na estagdo
de tratamento de dgua do centro de hemodialise localizado em Recife-PE apresentou area
da superficie especifica (Sger) entre 632,8 ¢ 789,5 m?/ g, € volume de mesoporos entre 0,02
¢ 0,04 cm’/g, ao passo que aqueles carvdes ativados amostrados da estacdio de tratamento
d’agua do centro de hemodialise localizado em Campinas-SP apresentou area da superficie
especifica (Sper) entre 764,9 ¢ 1017,4m*/g, ¢ volume de mesoporos entre 0,01 a 0,09 cm’/ g.
A partir de um estudo da taxa de adsor¢dio da [D-Leucina' [Microcistina-LR por estes
carvoes foi observada uma eficiéncia de remogdo desta toxina de até 4,3%, o
correspondente a uma quantidade adsorvida de até 1,7ug/mg. Em condi¢des dindmicas de
adsorgio em leito fixo dos carvfes ativados amostrados, foi observada uma capacidade de
adsor¢do dos mesmos para a [D-Leucina' Jmicrocistina-LR de 2,07 e 5,43 pg/meg,
respectivamente. Dois carvdes ativados (provenientes do bagac¢o de cana-de-agicar €
endocarpo do coco seco) produzidos para este trabalho, tiveram suas caracteristicas fisicas
e eficiéncias de remo¢do para a mesma toxina de cianobactéria comparadas com aquelas
obtidas pelos carvdes ativados amostrados. Os resultados permitiram observar a baixa
qualidade dos carvdes ativados utilizados pelas estagdes de tratamento de 4gua em centros

de hemodialise brasileiros.

Palavras-chaves: Agua para hemodidlise, leito fixo, adsor¢io, cianobactéria, microcistinas.
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1. Introducio

De acordo com o censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), em 2004 o
Brasil dispunha de 578 centros de hemodialise, dos quais 289 estavam localizados na regido
sudeste. Atualmente, mais 58.000 brasileiros recorrem aos servigos destes centros, estando
0§ mesmos expostos a um volume d’dgua de 18.000 a 36.000 litros por ano (SILVA et al.,
1996). Conseqiientemente, se a agua usada durante o tratamento de hemodialise nestes
centros ndo for devidamente tratada, muitos contaminantes quimicos, toxicos e
bacteriologicos podem ser transferido aos pacientes, levando ao aparecimento de efeitos

adversos, algumas vezes letais (IHLE et al., 1982; ARVANITIDOU, et al., 2000).

A 4gua usada nestes centros de hemodialise ¢ obtida principalmente da rede
publica de abastecimento, € sabe-se que em muitos reservatérios de dgua brasileiros
destinados ao consumo humano, como aqueles localizados nos estados de Sdo Paulo,
Parana e Pernambuco apresentam ou estiio propensos a floragbes téxicas de cianobactérias
(MENDONCA et al., 1999). O primeiro relato de mortes humanas decorrentes de
hepatotoxinas de cianobactérias, mais especificamente as microcistinas-LR, -YR e -AR,
ocorreu por exposicdo intravenosa em uma clinica de hemodialise na cidade de Caruaru,

Pernambuco, em 1996 (CARMICHAEL et al., 2001).

Recentemente, em 2001, um outro incidente envolvendo contaminagdo de dgua
para hemodidlise por subprodutos de cianobactérias (microcistinas) foi relatado. Uma
floragéo téxica de cianobactérias com domindncia dos géneros Microcystis sp. e Anabaena
sp. foi identificada no reservatério do Funil ¢ no rio Guandu, ambos utilizados como fontes
de agua para abastecimento pablico na cidade do Rio de Janeiro, RJ. Conseqiientemente, a
partir deste episodio, foram detectados na agua e no filtro de carvio ativado usados pela
estagiio de tratamento de agua do centro de hemodialise do Hospital Clementino Fraga
Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro, o qual ¢ abastecido pela dgua do
reservatdrio do Funil e do rio Guandu, concentragdes de microcistinas da ordem de 0,4
ug/L e 0,32 pg/L, respectivamente. Em conseqiiéncia deste incidente, um total de 44
pacientes urémicos que receberam cuidados neste centro de hemodialise, foram
possivelmente acreditados estarem expostos as microcistinas encontradas na agua usada no
preparo de dialisato, estando até o presente momento sendo monitorados a fim de avaliar

uma possivel exposig@o crénica a estas toxinas (SOARES et al., 2006).

185



Considerando entdo a necessidade de redefinir os critérios minimos para o
funcionamento e avaliagio dos servigos publicos e privados que realizam dialise em
pacientes ambulatoriais, portadores de insuficiéncia renal crénica, bem como os
mecanismos de seu monitoramento; além da necessidade de reducdo dos riscos aos quais
ficam expostos os pacientes que se submetem a dialise, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria) estabeleceu sob forma resolutiva (RESOLUCAQ-RDC N° 154, DE
15 DE JUNHO DE 2004, republicada em 31 de maio de 2006) o regulamento técnico
para o funcionamento destes servigos. Assim, sob a qual, ficou estabelecido que a dgua
utilizada na preparacio da solugdio para dialise, dialisato, deve ter a sua qualidade garantida
em todas as etapas do seu tratamento, armazenamento ¢ distribui¢io mediante o
monitoramento dos pardmetros microbioldgicos ¢ fisico-quimicos, assim como dos
proprios procedimentos de seu tratamento. Por sua vez, a agua de abastecimento dos
servicos de didlise proveniente da rede publica, de pogos artesianos ou de outros
mananciais deve ter o seu padrio de potabilidade em conformidade com o disposto na
Portaria GM/MS N° 518 DE 25 DE MARCO DE 2004, ou de instrumento legal que venha

a substitui-la.

Desta maneira, com relagdo as cianotoxinas, segundo o Art. 14 desta ultima
portaria, ficou estabelecido que o limite maximo permitido de microcistinas em agua para
abastecimento publico seja de 1 pg/l, recomendando-se ainda que as andlises para
cianotoxinas incluissem a determinacido de cilindrospermopsina e saxitoxinas (STX),
observando, respectivamente, os valores limites de 15,0 pg/L ¢ 3,0 ug/L de equivalentes

STX/L, respectivamente.

Um bom exemplo do monitoramento de cianotoxinas vem sendo realizado nos
sistemas de capitagio de dgua que atendem a cidade de Séo Paulo (sistemas Rio Grande,
Alto Tiéte e Guarapiranga) por parte da companhia paulista de abastecimento e tratamento
de agua, SABESP. Verifica-se que embora muitas vezes os niveis de microcistinas estarem
abaixo do padrdo estabelecido pela portaria MS 518/04, observa-se que as clinicas de
hemodialise que usam agua destes sistemas estarlam em alerta, visto que a 4gua usada para

o0s fins destes centros precisaria estar com concentragdes de microcistinas iguais a zero.

Em um estudo recente, a agua utilizada por centros de hemodialise do estado de

Sdo Paulo foi monitorada com relagdo a microcistinas. O resultado deste estudo mostrou
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que nio havia microcistinas nas amostras analisadas a niveis detectaveis (RUVIERI et al.,
2004). Isto € muito positivo para um primeiro monitoramento no estado de Sdo Paulo, o
que nos permite concluir que as agbes adotadas para o controle de cianobactérias e suas
toxinas estdo em conformidade com a MS 518/04, que juntamente com a manutenc¢do
correta das estagdes de tratamento de dgua destes centros constituem medidas preventivas
eficientes, garantindo a qualidade da agua wsada nestas unidades, evitando assim a

contaminagdo de pacientes renais cronicos por microcistinas.

No Brasil, para garantir a qualidade da agua usada por pacientes renais, mais de
80% dos quase 600 centros de hemodialise dispdem de osmose reversa no seu tratamento
de agua, cerca de 7,5% usam sistemas de desionizagio, 8,7% usam sistemas integrado de

osmose reversa+desionizacio e 2,1% dispdem de outros sistemas (SBN, 2004).

O carvdo ativado granulado (GAC) ¢ usado nos processos de adsor¢do em leito
fixo para remover micropoluentes presentes na dgua destinada ao conswmo humano, tais
como pesticidas, agentes quimicos industriais, metabdlitos secundarios de cianobactérias
tais como geosmim ¢ 2-metil isoborneol (MIB) que dfio gosto ¢ odor a agua ¢ de toxinas
como as hepatotoxinas (microcistinas) e neurotoxinas (NEWCOMBE, 1999).
Conseqiientemente, cste adsorvente ¢ muito usado por estagdes de tratamento de dgua em
centros de hemodialise associado as outras tecnologias com o objetivo de assegurar a

qualidade da Agua usada nos mesmos.

A capacidade de adsor¢do de carvoes ativados (CA) por compostos presentes na
agua ¢ influenciada principalmente pela estrutura fisica ¢ caracteristicas quimicas de
superficie destes adsorventes, do seu material precursor e das condices de seu preparo
(NEWCOMBE, 1999; KARANFIL et al, 1999). Diferentes grupos de pesquisa tém
mostrado que CA com volume de poros desenvolvidos nas regides de mesoporos e
microporos secundarios podem ser muito eficientes na remogdo de microcistinas
(FALCONER et al., 1989; DONATI et al., 1994; BERNAZEAU, 1994, PENDLETON;
SCHUMANN; WONG, 2001). Desta maneira, torna-se indispensavel estimar a distribuigio
de poros nestas regides, seja por meio de adsor¢do em fase liquida pela utiliza¢do de

solugio de azul de metileno ou em fase gasosa utilizando-se No.

O azul de metileno (AM) tem sido muito usado como adsorbato para estimar a

capacidade de adsor¢do de CA a partir de experimentos em batelada ou continuo em leito
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fixo (KUMAR; SIVANESAN, 2006; MACEDO et al., 2006; ZHANG; WANG; YAN,
2006). Estudos de equilibrio de adsor¢io de AM em carvio ativado podem fornecem
informagdes importantes sobre a seletividade destes adsorventes com relagio a esta
molécula, haja vista que 0 AM € acessivel aos poros do carvdo com didmetro interno maior
que 1,5 nm, sendo importante para caracterizagio de microporos secundarios (0.8 <di <2.0
nm) e mesoporos (2 nm < d; < 50 nm) principalmente, além de ser um composto modelo
vsado para predi¢do da adsor¢o de contaminantes orginicos encontrados em efluentes
industriais tais como corantes téxteis e microcistinas (BARTON, 1987; BACAQUI et al.,
2001).

Existe uma preocupagéo por parte dos centros de hemodialise com relagfo a
encontrar pardmetros corretos de qualidade que indique a partir destes qual o melhor carvao
para utilizagdo em seu processo de tratamento de agua. Assim, neste trabalho, técnicas de
adsorgdo em fase liquida ¢ gasosa foram utilizadas com a finalidade de avaliar a capacidade
de adsorcdo de CAG comumente utilizados por estagdes de tratamento de agua de dois
centros de hemodialise Brasileiros, fornecendo indicadores que possam ser utilizados para

aquisi¢do destes adsorventes.

2. Material ¢ métodos

2.1. Carvoes ativados

Carvdes ativados utilizados por dois centros de hemodidlise brasileiros localizados
em Recife/PE (Centro de hemodialise do Hospital das Clinicas de Recife) ¢ Campinas/SP
{Centro de hemodialise do Hospital das Clinicas de Campinas) foram amostrados (Tabela
01) para este estudo. Além disto, dois CA obtidos do bagaco de cana-de-agucar (CASCB) ¢
endocarpo do coco seco (CACNS) foram produzidos especialmente para este trabalho
(capitulo III) e utilizados como carvBes de referéncia. Estes carvdes foram ativados com
vapor d’4gua a temperaturas proximas & 900 °C. As condigdes de preparo das matérias-
primas, de carbonizagio e ativagio, além das caracterizagdes destes carvdes em fase liquida

e gasosa sdo descritas em detalhes por Albuquerque Junior et al. (2005).

Os carvbes utilizados nos experimentos em batelada foram macerados em
almofariz ¢ pistilo de porcelana e passados em peneiras de abertura nominal da malha de

0,075 mm. Ao passo que aqueles que foram utilizados nos experimentos em coluna de leito
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fixo foram passados entre as peneiras de abertura nominal da malha de 0,50 mm e 0,35
mm, tomando-se o material retido nesta ultima peneira, recothendo-o para o referido
experimento. Os carvdes foram lavados com &agua desionizada fervente até que a
resistividade da 4gua de lavagem se encontrasse proxima a 18,2 MC. Esta lavagem é
necessiria para que o material inorginico contido na superficie dos carvdes (cinzas) seja
solubilizado. A presenca destes materiais pode interferir na capacidade de adsor¢dio dos
carvdes. Os carvdes foram entio secos em estufa a 150 °C por no minimo 3 horas e
resfriados em dessecador com silica gel até¢ temperatura ambiente para posteriores

utilizag8es.

TABELA 1. Carvdes ativados avaliados.

Centro de

hemodiilise Referéncia Procedéncia Precursor
A-Campinas/SP A Desconhecida Madeira de coqueiro
A-Campinas/SP B Calgon Endocarpo do coco seco
A-Campinas C Calgon Endocarpo do coco seco
A-Campinas/SP D Carbonifera Criciima Carvio mineral
B-RecifePE ETTTT Carboleste Endocarpo coco Babagu
B-Recife/PE F Bahia Carbon Endocarpo do coco seco
Padrio 1 G MV/UNICAMP-FEQ  Endocarpo do coco seco
Padrio 2 H MV/UNICAMP-FEQ Bagaco de cana-de-actcar

MV = Multivacuo Indastria e Coméreio de filtros Ltda. (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2005).

2.2. Caracterizaciio dos carvdes ativados
2.2.1. Adsor¢io em fase gasosa: Area da superficie especifica e distribui¢io de

tamanho de poros

Como procedimento desta andlise, todos os CA foram desgaseificados em vacuo a
150 °C por 24 h. Um software em interface com um analisador de gas (model NOVA-1200,
Quantachrome Corp.) foi usado nas medidas de area de superficie especifica e distribuigéo
de tamanho de poros. Dados de equilibrio obtidos a partir de isotermas de
adsorgio/desorcio de nitrogénio gasoso a —196 °C foram usados para determinar a area da

superficie especifica por meio da aplicagdo do método desenvolvido por Brunauer, Emmet
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e Teller (BET). Arca de microporos foi obtida pelo método “#-plot”. Volume total de poros
foi determinado convertendo-se em volume liquido o volume adsorvido de mitrogénio no
ponto de saturagdo (P/Py ~ 0.99). Os volumes de microporos e microporos primarios foram
calculados a partir do ponto de intercepto da regido linear do f-plot apds a saturagfio de
microporos € microporos primarios, respectivamente. O volume de mesoporos foi calculado
a partir da diferenca entre o volume total de poros e o volume de microporos, bem como o
volume de microporos secunddrios foi calculado pela diferenca entre o volume de
mesoporos € o volume de micropores primdrios. A distribuigio de tamanho de poros nas
regides de microporos ¢ mesoporos nos CA foi obtida a partir dos métodos desenvolvidos
por Horvath-Kawazoe (HK) ¢ Barrett-Joyner-Halenda (BJH), respectivamente (WEBB;
ORR, 1998).

2.2.2. Adsorcio em fase liquida
2.2.2.1. Experimentos em batelada: Ndmero de iodo, ndice de azul de metileno e [D-

Leucina'|Microcistina-LR

Um estudo de isotermas de equilibrio de adsor¢do € importante para descrever uma
interagdo entre adsorbato e adsorventes ¢ ¢é critico na otimizagdo destes materiais para
ambos estudos em processo continuo ou em batelada. Informagdes quanto a distribuicio
dos tamanhos de poros dos CA foram obtidas comparando-se as caracteristicas de adsor¢io
para trés diferentes adsorbatos; azul de metileno, iodo e [D-Leucina' [Microcistina-LR ([D-
Leu'IMCYST-LR). A escolha destas moléculas ¢ justificada por suas propriedades, forma e
polaridade, sendo as duas primeiras comumente utilizadas para predizer a capacidade do
carvio ativado em adsorver micropoluentes em efluentes industriais (HSIEH; TENG, 2000;
LUSSIER; SHULL; MILLER, 1994), além de fornecerem uma estimativa dos volumes de
microporos primarios e microporos secundarios+mesoporos respectivamente, tal como

previsto em trabalhos prévies por Albuquerque Junior et al. (2005).

Azul de metileno tri-hidratado (99.95%, Merck, EUA) e iodo resublimado {99,9%,
Merck, EUA) grau analitico foram utilizados no prepare das solugdes para determinagio do
indice de azul de metileno (IAM) ¢ nimero de iodo (NI). Os experimentos de adsor¢io
foram realizados de acordo com a norma JIS (Japanese Industrial Standard)-K 1474 (1991).

As concentragdes de iodo ¢ azul de metileno na fase liquida apds o equilibrio foram
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encontradas por titulometria com tiosulfato de sédio e espectrofotometria de absor¢do
molecular (espectrofotdmetro GBC UV/VIS — 911 A) no comprimento de onda de 665 nm,
respectivamente. Os dados experimentais foram ajustados ao modelo de Freundlich e a
quantidade de azul de metileno e iodo adsorvidos pelos carvdes (q) foi calculada de acordo

com a equacio

q:(COMC)V

ne

(1)

sendo ¢ ¢ a quantidade adsorvida de azul de metileno em mg/g de carvdo, Cp e C slio as
concentraghes iniciais ¢ no equilibrio de azul de metileno ¢ iodo em mg/L e g/L, V¢ o

volume da solug¢dio em L, ¢ m é a massa de carvdo em g.

Para predi¢do da capacidade de remogiio de microcistina de dgua potdvel por
carvio ativado, um extrato aquoso de [D-Leu' ]MCYST-LR (E2) de concentracdo proxima
a 6000 pg/L, preparado com agua potavel isenta de cloro, foi utilizado como adsorbato.
Esta toxina ja fo1 identificada em floragdes na Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul por
Matthiensen et al. (2001) e na Lagoa de Jacarépagud no Rio de Janeiro por Oliveira et al.
(2004). O preparo do respectivo extrato, assim como o método de quantificacio da referida
toxina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi discutido em detathes por
Kuroda et al. (2005). Os dados experimentais foram ajustados ao modelo de Langmuir e a

quantidade de toxina adsorvida pelos carvdes ativados foi medida a partir da equagéo 1.

2.2.2.2. Experimentos em colunas de leito fixo: adsorcio de [D-leu'|MCYST-LR

Para avaliar a adsor¢iio dinimica de microcistina em coluna de leito fixo foi
utilizada uma coluna de acrilico de 2,5 cm de d; ¢ altura de até 25 cm, ajustada por meio de
um pistdo. Uma placa distribuidora com cinco orificios de 1 mm de abertura, confeccionada
em ago inox, foi inserida na base desta coluna. Uma tela de 60 um foi utilizada abaixo do
distribuidor e na entrada da superficie do pistdo por onde saia o fluido que atravessava a

coluna evitando assim uma possivel perda de adsorvente por refluxo (Figura 01).
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FIGURA 1. Esquema da coluna usada neste trabalho (a) oring, (b) distribuidor (prato
perfurado), (c¢) tela (60 pm), (d) parafuso, (e} régua, (f) pistio (SANTOS;
GUIRARDELLO; FRANCO, 2002).

O leito de carvdo foi continuamente percolado por uma solugio contendo [D-
Leul]MCYST—LR (E2) de concentracdo variada, onde amostras do efluente foram
intermitentemente coletadas até a saturagfo do leito. A concentragdo de toxina na fase
fluida foi determinada por CLAE e a avaliagio do processo continuo de adsor¢édo foi
realizada por meio do levantamento de curvas de ruptura, que € a relagéo entre a razio da

concentragdo inicial pela concentragio de toxina no efluente da coluna (C/Cy) versus o

tempo (t).

192



2.2,2.1. Estimativa de parametros de transferéncia de massa e capacidade de adsorgio

do leito

O projeto de uma coluna de leito fixo de carvéo ativado ¢ baseado entre outros, no
comprimento da zona de transferéncia de massa (ZTM). O comprimento da ZTM é um
pardmetro importante para tal finalidade, pois é um indicativo da por¢io do leito que nfio é
utilizada efetivamente para a adsorgdo. Em casos extremos, 2 ZTM consegue ser maior do

que a propria altura da coluna, inviabilizando o projeto.

Operagdes de adsorgdo em uma coluna ocorrem em uma porgédo particular do leito,
chamada de zona de transferéncia de massa (MTZ). O comprimento do leito, sob condigdes
estiveis, ¢ assumido ser dividido em trés partes: (1} a zona de equilibrio do leito (EBZ),
onde o leito, tendo praticamente exaurido sua capacidade de adsorgfio, estd em equilibrio
com a solu¢io influente; (2) o MTZ onde a adsor¢io esta ocorrendo; e (3) a zona de leito
ndo utilizada (UBZ) onde o leito ndo foi efetivamente utilizado na adsorgéio. Ao longo do
comprimento do leito a concentragio de toxina a ser removida varia de acordo com um
tipico perfil de concentragio o qual ndo varia em forma, mas somente em posigio,

deslocando-se ao longo do comprimento do leito.

A forma da curva de ruptura delineia uma regido do leito na qual esta ocorrendo a
adsor¢do. Em casos extremos, a ZTM consegue ser maior do que a propria altura da coluna,
inviabilizando o projeto. Segundo Geankoplis (1993), a capacidade total da coluna, se todo
o0 leito atingisse a concentragio C,, pode ser apresentada como proporcional a area abaixo
da curva (1-C/C,). Em contrapartida, a capacidade utilizdve! da coluna refere-se a4 éarea
abaixo da curva até o ponto de ruptura, que corresponde ao tempo de operagdo (£,) da
coluna em que a concentragdo na saida alcan¢a um valor limite C,. Dessa forma, o tempo

relativo a capacidade total ou estequiométrica da coluna (#,) € dado pela equagéo

t—lj(l—-g]dt o)
l 0 Cy @
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Para efeitos praticos, o limite superior da integral de ¢ corresponde ao tempo para
o qual o valor da razdo C/C, = 1, chamado tempo de saturagio (#;). Analogamente a £, o
tempo utilizavel da coluna (z,) refere-se ao tempo em que a concentragdo de saida atinge o
ponto de ruptura; ou seja, até o tempo (#,) para o qual o valor da razdo C/C, = 0,05, ¢ pode

ser calculado pela equagéo

t r]{l ¢ }dt
w A 3
] C, 3)

A razo t,/t; é a fracfio da capacidade util do leito. Dessa forma, o comprimento

util do leito (H,) € dado por:

Hy, ==H, )

sendo f, ¢ a altura total do leito. Finalmente, a largura da ZTM (Hy_ny) pode ser calculada
como sendo a diferenga entre H; e Hy,.

O projeto de uma coluna de adsorcio também envolve, além do conccito de ZTM,
a estimativa de outros dois parmetros: o tempo médio de residéncia (E) e varidncia
adimensional (GfJ ). Segundo Hill (1977), a partir dos principios da probabilidade, o tempo

médio de residéncia de um elemento fluido é dado como sendo
= [dF(z) )
9

sendo £(t) a fragio massica do efluente com idade menor que ¢ Para as curvas de ruptura,

F(t) é equivalente a C/Cy. De acordo com SANTOS et al. (2001), uma medida indireta de
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como proxima das condigbes Otimas uma coluna de adsor¢do opera pode ser descrita a

partir da relagdo operacional (R):
r=l L (©)

Com o tempo médio de residéncia também é possivel avaliar a variancia da curva

de ruptura (HILL, 1977), a qual € dada por
: Tt dF (I ) -
o=t [——dt ]df ~t M

A partir dos resultados obtidos da equagdo 7, a varidncia adimensional pode ser

calculada como sendo

co= "7 ®

sendo g,, a quantidade adsorvida de [D-Leu IMCYST-LR pelo leito de carvio ativado no
equilibrio (pg/mg), @ a vazdo de bombeamento da solugio pela coluna, C e C, as
concentragdes da toxina na entrada e saida da coluna (ug/L), m, a massa seca de CA (mg) e

t o tempo de corrida (min).
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3. Resultados e discussdes

3.1. Caracteristicas texturais

Os carvdes ativados sdo formados por uma rede interconectada de poros, que de
acordo com a Unifio Internacional de Quimica Pura e Aplicada, podem ser classificados
conforme os seus didmetros em diferentes categorias: macroporos (di > 50 nm}, mesoporos
(2 nm < di < 50 nm), microporos primarios {di < 0,8 nm) e microporos secundarios (0,8 nm

< di < 2nm). (EVERETT, 1988).

A porosidade nos carvdes ativados pode ser estimada a partir da forma da 1soterma
de adsor¢ao de nitrogénio de acordo com a classificagfio de Brunauer, Deming, Deming e
Teller (BDDT) (GREGG:; SING, 1982). Assim, a partir desta classificacdo, foi observado
que o CA F apresentou uma isoterma caracteristica do tipo I, tipica de materiais
microporosos, com area superficial externa relativamente pequena. Contudo, foram
percebidos loops caracteristicos de histerese a pressdes parciais acima de 0,4 nos outros
CA, o que indica que estes carvdes devem apresentar uma pequena faixa de poros na regifo
de microporos secundarios € mesoporos. Desta maneira, estes outros carvdes apresentaram
uma combinagdo entre as isotermas do tipo I e II, 0 mesmo observado para os carvies

tomados como referéncia (Figura 2).

As isotermas de adsorgio também puderam ser analisadas a partir do formato do
loop de histerese de acordo com a classificagio padrio, a qual contém quatro tipos: H1-H4
(GIRGIS; HENDAWY, 2002). Os loops de histerese aparecem em regides de
multicamadas de isotermas de fisiosorgic e sdo considerados estar associados a
condensacdo capilar. O estilo do loop de histerese encontrado para os carvoes analisados foi
do tipo H-4, que foi originado a partir da influéncia, mesmo que pouca, dos microporos

secundarios e mesoporos existentes naqueles materiais.

A amostra de carvio “D” apresentou um comportamento ndo usual partindo-se dos
dados obtidos da isoterma de adsor¢@o/dessor¢fio de Ny, pois apresentou um volume
adsorvido de nitrogénio muito baixo, proximo de 0,27 em’/g, quando comparado com
aqueles obtidos pelos outros carvies amostrados, cujos volumes de nitrogénio adsorvidos
ficaram acima de 248 Cm3/g (Figura 2d). Pelo comportamento da adsor¢éo daquele carvio

pressupde-se que 0 mesmo ndo seja um material ativado e, portanto ndo poderia ser
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utilizado na esta¢fo de tratamento de agua do centro de hemodialise A (HC Campinas) para

remogio de contaminantes.
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Os CA utilizados na estagio de tratamento de agua do centro de hemodidlise A
(Campinas, SP) apresentaram arca de BET (Sger) entre 764,9 m’/g ¢ 1017,4 m’/g, ao passo
que aqueles utilizados pelo centro de hemodialise B (Recife, PE) apresentaram drea de BET
variando entre 632,8 m%/g e 789,5 m’/g (Tabela 2). Uma primeira observagio destes
resultados implicaria na escolha dos carvdes de qualquer um dos dois centros; contudo de
acordo com Quinlivan, Li e Knappe (2005), a area de BET é um pobre indicador da
capacidade de adsorgéio de carvdes ativados, conseqilentemente nio podemos avaliar a
qualidade dos carvies amostrados apenas por seus dados de area de BET, devendo-se tomar

outros pardmetros de efetividade para escolher um carvio para uma determinada finalidade.

Desta maneira, além deste parimetro, as fragdes volumétricas de mesoporos e
microporos secundarios também devem ser consideradas na escoltha de um carvio ativado
para uso em tratamento de 4gua, pois € significativa a importancia destes poros na adsorcao
de micropoluentes orginicos como as microcistinas pelos carvies ativados segundo Donati
et al. (1994) e Pendleton, Schumann e Wong (2001). De acordo com Donati et al. (1994),
ndo existe correlagdo entre a capacidade de adsorgéio de carvdes ativados por microcistinas
¢ a drea de BET, o volume de microporos ¢ o nimero de iodo. Contudo, a presenga de
mesoporos nestes adsorventes pode favorecer a adsorcio daquela toxina de cianobactéria.
Por sua vez, Pendleton, Schumann ¢ Wong (2001), mostraram que além do volume de
mesoporos, a capacidade dec adsorgdo de carvdes ativados comerciais avaliados por eles
para a adsor¢dio daquela toxina, era também influenciada pela fragio volumétrica
correspondente aos microporos secundarios. Nestes carvles, as fragdes volumétricas de
microporos secundarios € mesoporos excederam 37% e 28%, respectivamente, favorecendo

a adsor¢do de microcistina em 200,0 pg/mg.

Os carvBes ativados amostrados das ecstagfes de tratamento de dgua dos dois
centros de hemodidlise apresentaram porgdes volumétricas de microporos secundarios e
mesoporos de 0,15 a 0,38 cm’/g (44,1 a 69.1%) e de 0,01 a 0,09 cm’/g (2,6 a 16,4%),
respectivamente. Os carvdes de ambos os centros (A e B) apresentaram porgdes de
microporos secunddrios acima daqueles encontrados por Pendleton, Schumann ¢ Wong
(2001), contudo os mesmos apresentaram fragdes volumétricas de mesoporos muito baixas,
cerca de 8% em média; o que caracterizam carvdes microporos. Contudo, aquele carvdo
ativado comercial obtido como padrio da MULTIVACUO (Campinas, SP), apresentou

fragdes volumétricas de microporos secundarios e mesoporos de 59,2 a 63,6% e de 34,5 a
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41,8%, respectivamente, 0 que pode ser caracterizado como bom indicativo para CA para

uso em tratamento de agua.

TABELA 2. Propricdades texturais dos carvdes ativados.

Area da superficic / m?/g Volume de poro / cm’/g

Ref. BET Microp. Mesop. *0.8<di *0,8<di<2,0nm *di<2,0nm *2 0<di<50nm Total
A 7649 7562 8,7 0,16 44,7y 0,21(553) 0,37(97.4) 0,012,6) 0,38
B 871,2 857,6 13,6 0,12 (31,9) 032(68,1) 0,44(93,6) 0,03(6,4) 047
C 10174 9679 495 0,08(31,9) 038(69,1) 0,46(83,6) 0,09(164) 0,55
D 456 4,5 0,015 - _ - - - 0,003
E 6328 6102 22,6 0,17(559) 0,15(44,1) 032(94,1) 0,02(5,9) 0,34
F 78,5 772 17,5 0,14(37,5 0,30(62,5) 044(91,7) 004(83) 048
G 10795 1014,2 653 0,08(50,0) 0,29(50,0) 0,37(63,6) 0,20(34,5) 0,58
H 11743 10973 773 0,10(22,3) 0,35(77,7) 045(59,2) 0,39(41,8) 0,76

* fragfio volumétrica a partir do volume total de poros (%%). ** A baixissima capacidade de adsorgfio nio
permitiu o calculo destes parimetros.

Uma visualizagdo da distribuigdo de tamanho de poros pode ser obtida a partir da
fun¢do distribui¢io calculada pelos métodos HK e BJH (Figura 3). Os carvdes (A), (B) e
(C) mostraram uma func¢fo distribuicio HK/BJH, com dW/dLo de 0,04; 0,07 e 0,06
cm’ /mm/g constituidas de didmetros médios de poros de 3,81, 3,80 e 3,28 nm,
respectivamente. Devido a baixa capacidade de adsorcdo do carvio D, ndo foi possivel
obter a sua distribui¢do de tamanho de poros. Para o carvio E, a fungdo distribuicio
dW/dLo apresentou dois picos com 0,02 ¢ 0,01 cm3/nm/g a 2,53 ¢ 4,15 nm de didmetro
médio de poros; enquanto o carvio (F) apresentou dW/dLo = 0,06 cm*/nm/g a um diémetro
médio de poro de 2,7 nm. Em contraste com estes resultados, os CA padrdes (G) e (H)
mostraram uma fungio distribuigio um pouco mais alta: (G) dW/dLo = 0,13 cm*/nm/g com
1,61 nm de didmetro médio de poro e (H) apresentou dois picos com dW/dLo = 0,17 ¢ 0,08
em’/nm/g com didmetros médios de poros de aproximadamente 1,71 ¢ 3,00 nm,

respectivamente.
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FIGURA 3. Funcio distribuicio HK/BJH: (m) CA A; (0) CA B; (A) CA C; (@) CA E; (%)
CAT; () CA G; (0) CA H.
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Segundo Lanaras et al. (1991) a MCYST-LR quando dissolvida em agua, possui um
volume solvatado de 2,63 nm3, comprimento de 1,9 nm, altura de 1,5 nm, espessura 1,1 nm
e arca solvatada de 1,8 nm’. A [D-Leu' IMCYST-LR possui na posigio 1, um residuo de
aminoacido, D-Leucina, o qual substitui o residuo de aminoacido, D-Alanina, da MCYST-
LR, o que confere a [D-Leu']MCYST-LR mais hidrofobicidade do que a MCYST-LR. No
entanto, estas diferencas entre suas estruturas quimicas nfo sfo tio expressivas com relagéo
a altura, volume solvatado e area de sec¢io transversal, fazendo com que possamos tomar
as dimensdes daquela primeira MCYST como referencial das dimensdes desta ultima.
Assim tomando-se as dimensfes aproximadas da MCYST-LR presume-se que a [D-
Leu'IMCYST-LR seja adsorvida nos poros do carvio ativado com difmetro interno

préximo a 2-3 nm.

A distribuicdo de tamanho de poros (Figura 3) estimada a partir dos métodos HK/BJH
permitiu observar que os carvdes amostrados possuem didmetro médio de poros entre 2,5-4
nm, o que faria destes carvdes potenciais adsorventes para utilizacio na remocio de
microcistina de agua, contudo o baixo volume de poros observados naquela faixa de 2,5-4
nm € menor que 0,07 cm’/ g, 0 que faz destes carvdes, adsorventes de baixa capacidade de

adsor¢#o para tal finalidade.

3.2. Adsorc¢ao em fase lignida

3.2.1 Experimentos em batelada

O conhecimento do equilibrio de adsorgdo representa o primeiro passo para
investigar as possibilidades de uso de um adsorvente em um determinado processo de
separagdo. Além disso, informagdes adicionais quanto a distribuigio dos tamanhos de poros
dos carvoes ativados podem ser obtidas comparando-se as caracteristicas de adsor¢io do

adsorbato tomado com aquelas obtidas a partir de dados de adsorgdo em fase gasosa.

Segundo a norma JIS, o nimero de iodo e o indice de azul de metileno sio
definidos operacionalmente como a quantidade adsorvida destas moléculas quando a
concentracdo residual dos mesmos € de 2,5g/L e 0,24 mg/L, respectivamente. Estas
capacidades de adsor¢do foram obtidas a partir de uma isoterma de equilibrio aonde os
dados experimentais foram ajustados ao modelo de adsor¢iio de Freundlich. Os coeficientes

de correlagdo da regressdo linear a partir do ajuste dos dados experimentais ao modelo
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linearizado de Freundlich juntamente com os pardmetros enipiricos do mesmo, Ky e 1/n,
além do numero de 1odo (NI) ¢ do indice de azul de metileno dos carvdes (IAM) estdo

mostrados na tabela 3.

TABELA 3. Parimetros de adsorcio do modelo de Freundlich,

Parametros do modelo de Freundlich

Ref. Indice de azul de metileno Numero de iodo
K(L'mg)™ 1m * IAM(mg/g) K;(L/mg)™ 1mn r NI (mg/g)
A 9,2 0,13 0,91 7,6 425.,6 020 0,99 513,2
B 40,7 0,07 0,98 36,6 201,8 0,17 0,99 2359
C 43,4 0,02 0,95 42,1 286,4 0,12 0,92 320,5
*D) . _ _ i _ ] i ]
E 35,4 0,1 0,97 32,5 59626 0,17 098 727,96
F 85,6 0,05 0,99 79,2 693,3 022 098 844,7
G 104,5 0,08 0,94 92,6 831,3 022 094 1024,
H 2714 016 099 2175 818,7 025 0,98 10234

*Este carvio possuin uma capacidade de adsorgfo muito baixa (préxima de zero) para ambos azul de
metileno ¢ iodo, ndo podendo ser calculados os NI e IAM.

Os dados gerados a partir das isotermas de adsor¢io de azul de metileno
permitiram-nos observar que houve uma correlagdo entre o numero de iodo e indice de azul
de metileno e seus respectivos pardmetro Ky, concluindo-se que este pode ser um indicativo

da intensidade de adsorgdo dos carvies.

Tomando-se os resultados de nmimero de iodo e volume de azul de metileno
adsorvido, juntamente com a area de microporos € volume de mesoporos, respectivamente,
verificamos que existe uma correlagio entre estes parimetros (Figura 4). Este resultado
pode servir como um indicativo de escolha de carvdes mesoporos para aplicagio em
tratamento de agua, utilizando-se como parimetro de efetividade, a andlise de azul de

metileno.
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FIGURA 4. Correlacédo entre volume de mesoporos e volume adsorvido de azul de metileno

(a). Correlacgfio entre area de microporos e niimero de iodo (b).

Normas padrdes nacionais e internacionais de qualidade para carvdes ativados
destinados ao tratamento de dgua trazem especificagdes principalmente ao limite minimo
de adsor¢dio ao iodo (nimero de i0do), 600 mg/g (ABNT - EB-2133, 1991 ¢ AWWA —
B600-05) ¢ 900 mg/g (ASTM - D 4607-90), ndo fazendo referéncia a limites minimos de
adsor¢do ao azul de metileno. Sabe-se que o iodo ¢ uma molécula pequena de
aproximadamente 0,8 nm e sendo assim estd associada a adsor¢do em microporos. Portanto,
o niimero de iodo ndo deve ser a Unica especificacdo de padrdo de qualidade tomada para
um carvio ativado destinado ao tratamento de 4gua, pois é um pardmetro bem aplicado para

carvies microporosos.

No Marrocos, os carvoes ativados destinados ao tratamento de 4gua tém nas suas
especificacdes o limite minimo estabelecido para capacidade de adsorg¢io ao azul de
metileno de 180,0mg/g (BACAOUI et al., 2001). Assim, se considerissemos este limite
minimo como especificacdo para os carvdes ativados amostrados em ambos os centros de
hemodialise, veriamos que nenhum destes carvdes poderia ser utilizado no tratamento de

agua, pois os mesmos sdo especificamente carvdes ativados microporosos,
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3.2.1.1 Adsor¢io de [D-Leul]MCYST-LR

Partindo-se dos resultados obtidos da caracterizagfio textural dos CA amostrados
dos dois centros de hemodiélise com relagdo ao volume de poros e adsor¢do de azul de
metileno, foi possivel escolher o melhor CA de cada centro. A cinética de adsor¢io da [D-
Leu' IMCYST-LR sobre os carvdes foi estudada, a partir da qual pdde-se estimar a
eficiéncia de remogdo desta toxina de clanobactéria por aqueles adsorventes. Outros dois
carves ativados produzidos por Albuquerque et al. (2006) (CA G e H, provenientes do
bagaco de cana-de-agicar e endocarpo do coco seco) também foram estudados quanto a

suas eficiéneias de remogéo daquela toxina presente em agua.

Apés 15 segundos de confato enfre a [D-Leul]MCYST—LR e os carvdes foram
observadas eficiéncias de remogio de 7,40% (CA G) e 26,47% (CA H) comparados aos
baixissimos resultados obtidos pelos CA B e F com eficiéncia de remogio de 1,96 € 2,26%,
respectivamente. A cinética de adsor¢dio evoluiu gradualmente com o tempo até que o
equilibrio de adsorgdo fosse atingido em aproximadamente 30 minutos para os CA GeH, e
de 60 minutos para os CA B e F (Figura 5). A eficiéncia de remocdo da toxina por esses CA
nos respectivos tempos de equilibrio foi de 62,31% (CA G), 98,73% (CA H), 4,3% (CAF)
¢ 3,7% (CA B). Ainda no equilibrio foi observada uma adsorgfio da toxina nos carvies de
30 pg/mg (CA G), 32 pg/mg (CA H), 1,4 pg/mg (CA B) e 1,7 ng/mg (CA F). A baixa
eficiéncia de remocio dos dois ultimos carvdes (carvdes dos centros de hemodialise) pode
ser explicada pelos seus baixos volumes de mesoporos, cerca de 0,04 cm’/g em média,
quando comparados ao dos outros carvies tomados como padrdes, CACS e CASCB (0,20-
0,39 cm’/g).
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3.2.2 Experimentos em coluna de leito fixo

Na investigacio da dindmica de adsor¢do da [D-Leu']MCYST-LR em leito fixo de
carvio ativado, este removeu aquela toxina a partir de uma solugéo até a saturacdo do leito,
aonde o desempenho deste processo continuo de adsorcio é afetado dentre outros
pardmetros pela concentragio da solugfio de entrada (GOMES; ALMEIDA; LOUREIRO,
2001) e pelas condigdes operacionais tais como o tamanho de particula ¢ vazéo do fluido na
coluna (INGLEZAKIS; LOIZIDOU; GRIGOROPOULOQOU, 2002). Segundo Sag ¢ Aktay
(2001) e Barros et al. (2001), solugdes mais concentradas saturam mais rapido o leito ¢
pequenas particulas diminuem a resisténcia a transferéncia de massa. Sabe-se também que
um aumento da vazdo da solugfo no leito diminui a capacidade de adsor¢do no mesmo,
aumentando o comprimento da zona de transferéncia de massa, pois o fendmeno de
transferéncia de massa nccessario para adsorgio da [D-Leu' [MCYST-LR pode nfio estar
habil a prosseguir em taxas de transferéncia de massa maiores, ocasionadas pelo aumento
da vazio do fluido (WATSON, 1999). Além disso, o fluxo no leito pode sofrer desvio da
idealidade por causa da canalizagio do fluxo devido a moihabilidade insuficiente do
material. Estes problemas podem reduzir a eficiéncia do processo de adsorgdo (WATSON,
1999), pois € importante que a coluna opere tdo proximo possivel das condigdes de
escoamento como aquele observado para um reator do tipo tubular empistonado “plug

L]

flow™.

Assim, para planejar ¢ operar corretamente o processo continuo de adsor¢do
daquela toxina em leito fixo de CA, como aquele encontrado em muitas estagdes de
tratamento de dgua dos centros de hemodialise, ¢ necessario estudar a cinética ¢ o equilibrio
de adsorcédo para aquela toxina, além do conhecimento da dindmica de adsorgio da mesma

em leito fixo por meio do levantamento de curvas de ruptura.

A primeira etapa num projeto de adsor¢io de [D-Leu' ]IMCYST-LR em coluna de
leito fixo é o estabelecimento das condi¢des étimas de operagdo do processo, ou seja,
aquelas que munimizem as resisténcias difusionais tanto no filme como no interior das
particulas do adsorvente, favorecendo assim uma maior intera¢do entre 0s sitios ativos do

carvio, acessiveis a adsor¢do, ¢ o adsorbato.

Neste experimento, os estudos prévios de adsorcdo de azul de metileno no leito

fixo de carvio ativado mostraram que vazdes entre 8 e 12 mL/min aproximadamente ¢
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tamanho médio de particula de 0,425 mm seriam condigdes que poderiam minimizar
aquelas resisténcias de transferéncia de massa sem significante aumento da perda de carga
no leito e assim serem tomadas como ponto de partida para o plancjamento de um processo
de adsorcio continua daquela toxina. Sob estas condi¢des, deve-se esperar que as curvas de
ruptura apresentem-se mais proximas de um degrau perfeito, o que € desejavel (McCABE;
SMITH; HARRIOT, 2001).

Assim, tomando-se tais condigdes como tamanho de particula, vazdo e altura do
leito, novos experimentos com solugdes [D—Leu']MCYST-LR foram realizados com o
objetivo de avaliar a remogao desta toxina de agua tratada utilizando colunas de leito fixo
dos carvdes B (HC-Campinas) ¢ F (HC-Recife), além dos CA tomados como padrdes G
{CA CS) ¢ H (CASCB) (Tabela 4).

TABELA 4. Condigdes experimentais e resultados da adsor¢do em regime continuo,

REF. Co(ug/L) Vazdo(mL/min) Hg (cm) my(g)

B 127796 11,1 2,4 8,3
F  12460,6 8,5 2.3 8,1
G 134964 10,5 2.4 9,2
H 191535 12.2 2,3 7.0

Desejando-se recuperar a solugio contendo inicialmente [D-Leu']MCYST-LR
mantida em contato de medo continuo com um leito de carvio ativado inicialmente livre da
mesma, a concentragiio desta toxina na saida do leito foi monitorada, em fun¢fo do tempo,

obtendo-se curvas da forma mostrada na Figura 6 denominada de curva de ruptura.
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Inicialmente a camada de adsorvente situada na parte inferior do leito, adsorve a
solugio rdpida e efetivamente reduzindo assim a concentracdo daquela toxina na saida da
coluna. O efluente no topo do leito estd praticamente livre de soluto. Nessa situacio, a
camada infertor do leito estd praticamente saturada e a adsor¢cdo ocorre em uma zona de
adsorgdio (Zad) relativamente estreita ¢ a concentragdo muda rapidamente. Continuando
com o fluxo da solugio, a zona de adsorco (Zad) move-se ascendentemente como uma
onda, a uma taxa ordinariamente muito mais lenta que a velocidade linear do fluido através

do leito.

Num certo tempo, praticamente metade do leito esta saturado com o soluto, porém
a concentragio no efluente é ainda substancialmente zero. Quando a zona de adsorcdo
(Zad) estiver alcangada a parte superior do leito, ¢ a concentragdo do soluto no efluente
aumentar sensivelmente, o sistema é dito iniciar a ruptura, entdo a concentracéio do soluto
no efluente aumenta rapidamente quando a zona de adsor¢do (Zad) passa através do fundo
do leito e a concentragdo do soluto iguala-se substancialmente ao valor da concentragfio na

solugio inictal (Cy).

A partir dos dados obtidos das curvas de ruptura foi possivel estimar o tempo
necessario para que a razdo C/Cy = 0,05 fosse alcangada na saida da coluna, o qual é
denominado de tempo de ruptura (t,). Assim, para os leitos fixos de CA compostos pela
amostra do centro de hemodialise de Recife (CA F) e do centro de hemodidlise de
Campinas (CA B), este tempo foi de 24 e 3 min. Estes resultados indicaram que cada leito
de carv@o compostos por 8,12g (CA F) e 8,26g (CA B) de carvéo ativado apresentou uma
massa adsorvida de [D-Leu']MCYST-LR da ordem de 2541,9 pg (24 min x 0,0085 L/min
= 0,204 L; 0,240 L x 12460,6 ng/L = 2541,9 nug) e 424,8 pg (3 min x 0,01108 L/min =
0,03324 1.; 0,03324 L x 12779,6 pg/l. = 424,8 pg), o correspondente a 0,31 pg/mg e 0,05

HLg/mg, respectivamente.

Com o continuo processo de adsorgdo até a exaustdo de cada leito em 282 min
(CA F) ¢ 310 min (CA B), onde foi alcangada a razdo C/Co = 1 na saida da coluna, foi
possivel estimar a massa adsorvida de [D-Leu' IMCYST-LR pelos leitos nestes tempos.
Nestas condigbes cada leito apresentou uma massa adsorvida de [D-Leu' IMCYST-LR de

29868,05 ug (282 min x 0,0085 L/min = 2,237 L; 2,237 Lx 12460,6 ug/L) (CA F) e
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43895,37 ug (310 min x 0,01108 L/min = 3,435 L; 3,435 L x 12779,6 ng/L) (CA B), isto

correspondeu a cerca 3,678ug/mg e 5,314pg/mg, respectivamente.

Comparando o desempenho dos leitos acima com aqueles compostos pelos carvoes
ativados G ¢ F, foram observadas massas adsorvidas de [D-Leu']MCYST-LR de g
1017,29 pg (7,5 min x 0,01005 L/min = 0,0754L; 0,0754L x 13496,4pg/L) e 2072,02 pg (9
min x 0,01202 L/min = 0,1082 L; 0,0754 L x 19153,5 pg/L.), o que correspondeu a 0,113
ng/mg e 0,296 ng/mg, respectivamente. Estes leitos apresentaram um tempo de exaustdo
132 ¢ 165 min. Nestes tempos, os leitos apresentaram massas adsorvidas de 18706,01 pg
(132 min x 0,01005 L/min = 1,326 L; 1,326 L x 13496,4 pg/L) e 37987,13 pg (165 min x
0,01202 L/min = 1,9833 1;1,9833 L x 19153,5 ug/L), o que correspondeu a 2,07 e 5,43

ng/mg, respectivamente.

TABELA 5. Propriedades dos lcitos.
REF. *t, (min) t(min) t,(min) t (min)

B 7,0 320 457 5932
F 24 282 1535  615,6
G 7.5 132 592 276,1
H 9,0 165 56,6  384,9

*ty € 0 tempo de ruptura, t. tempo de exaustio, t, € o tempo (til e 1, € o tempo estequiométrico.

Comparando os resultados obtidos dos carvdes ativados G ¢ H com os dados de
Bernezeau (1994) (50 pg microcistina-LR/12 mg CAP), o carviio ativado do bagago de
cana-de-agucar apresentou uma capacidade de adsor¢do 1,3 vezes maior do que o carvio
ativado pulverizado estudado pelo referido autor, lembrando que em nossos trabalhos foi

utilizado um extrato com quatro microcistinas.

Segundo Zambon (2002), informagio qualitativa com relagdo a resisténcia a
transferéncia de massa pode ser obtida pela forma da curva de ruptura. Se a zona de
transferéncia de massa ¢ estreita, a curva de ruptura sera mais inclinada, enquanto que, se a
zona de transferéncia de massa for mais ampla, a curva de ruptura serd mais alongada. A

partir da Figura 6, percebe-se que tal zona diferiu de carvéo para carvio ¢ de acordo com os
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parimetros operacionais estabelecidos em cada experimento tais como concentragdo inicial,
vazdo e altura do leito. Assim, no caso das curvas de rupturas obtidas para os leitos CS, B ¢
SCB, um formato da curva em § mais estreito indicando uma zona de transferéncia de
massa mais estreita e, portanto com resisténcia a transferéncia de massa a ser considerada.
No entanto, a curva de ruptura obtida a partir do leito empacotado com o carvdo F {centro
de hemodialise B) apresentou um formato da curva S mais alongado, como se observa pela
Figura 6, indicando uma zona de transferéncia de massa mais ampla e, portanto, pouca

resisténeia a transferéneia de massa.

A suposi¢ido desta zona de adsor¢do fornece a base de um método para um projeto
muito stmples que permite realizar aumento de escala (scale-up) de experimentos a partir

de pequena escala em laboratorio. Contudo, além do conceito de ZTM, a estimativa de
. . qs < aa . - ‘a - . - 2
parémetros tais como o tempo medio de residéncia (#) e a variancia adimensional (5 9)

podem auxiliar no projeto de uma coluna de adsor¢dio. A partir dos dados obtidos das

curvas de ruptura para cada leito foi possivel estimar tais parimetros (Tabela 6).

TABELA 6. Pariimetros de difusionais dos leitos.

REF. ; (min) O'; R Hoy Hinu
B 53,0 1,82 0,1 0,25 2,15
F 59,9 0,38 0,61 0,58 1,71
G 209 070 0.65 0,54 1.86
H 461 060 0,31 0.58 1,89

A altura 1til do leito foi bem menor do que aquela encontrada para a altura do leito

ndo utilizada. Este comportamento nfio é desejavel, contudo tal fendmeno ¢é explicado pela

baixa altura do leito aplicado nos estudos, entre 2,3 ¢ 2,4 cm. A varidncia adimensional O';

‘ ~ gt . . n . 2
€ um pardmetro util para estimar a dispersfio no leito empacotado. Valores de O, ® 0

parecem que o leito comporta-se proximo das condigdes ideais como a de um reator do tipo
“plug-flow” com desprezivel dispersao axial. Com relagio ao parimetro R, também se sabe

quc quanto mais proximo de zero estiver este parimetro mais o processo dinidmico de
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adsorgdo se aproxima das condigdes ideais (BARROS; ARROYO, 2001). Neste caso,
pode-se considerar que as resisténcias difusionais estejam minimizadas. Os leitos
apresentaram valores proximos de zero com relagiio a estes dois pardmetros, contudo as

condigdes de processo parecem ainda ndo estarem proximas da idealidade. Em relagio ao

tempo de residéncia, pode-se dizer que quanto mais proximo o testiver do tempo util da
coluna (t,), mais o processo de adsorgdo s¢ aproxima das condigdes Otimas de operagdo. A

partir dos resultados obtidos das tabelas 5 e 6 observa-se que tal prerrogativa se aplica aos

carvdes do bagago ¢ do CA F, os quais apresentaram valores mais proximos enire 0 t 0
tempo util da coluna (t,), fazendo acreditar que tais processos devem esta operando bem

proximo das condigdes otimas esperadas.

3. Conclusdes

Carvles ativados granulados sfio amplamente utilizados em processos continuos
de adsor¢do em leito fixo para tratamento de dgua em centros de hemodiélise. A qualidade
da 4gua utilizada nestes centros € algo intrinsecamente associada a qualidade destes
carvdes. Como no Brasil ndo existem normas, e tdo pouco, érgdos que fiscalizem a
qualidade destes adsorventes, torna-se cada vez mais necessirios encontrar pardmetros

corretos indicativos de qualidade.

Carvoes ativados utilizados por duas estagdes de tratamento de agua de centros de
hemodidlise foram amostrados para avaliar as suas qualidades. A 4rea da superficie
especifica (Sger) dos carvdes amostrados das estagdes de tratamento de agua dos dois
centros de hemodialises apresentou valores entre 600 e 1000 m’/g aproximadamente.
Valores de Sger proximas de 800 m2/g sio geralmente tomados como valores de referéncia
para quem adquire tais adsorventes, principalmente aqueles destinados ao tratamento de
agua. Partindo-se deste principio verifica-se que os carvdes amostrados de ambos os
centros de hemodidlise estdio em conformidade com este pardmetro, no entanto foi
observado que os mesmos carvdes possuiam volumes de mesoporos (0,01-0,09 cm’/g)
muitos abaixo daqueles especificados pela literatura (0,40 cmi'/g), devendo assim os
carvdes de ambos os centros serem rejeitados para tal finalidade ou utilizados com

precaucio.
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A adsor¢io de azul de metileno foi proposta como medida da capacidade de
adsorg8o de carvdes ativados, haja vista que tal molécula vem sendo utilizada para estimar
o volume de mesoporos em carvies. Foi observado que os carvdes ativados que
apresentaram maior volume de mesoporostmicroporos secunddrios possuiram maior
capacidade de adsor¢fo aquela molécula e conseqiientemente podendo ser tomada como
modelo para estimar a referida regido de poros, o que é importante para carvdes utilizados
para tratamento de dgua, ao contrdrio da capacidade de adsor¢do de iodo que esta mais

associado a adsor¢do em microporos.

Quanto a uma primeira estimativa da capacidade de adsor¢io em batelada dos
carvdes ativados de ambos os centro de hemodialises para uma toxina de cianobactéria ([D-
Leu' IMCYST-LR, observou-se baixas eficiéncias de remogio desta toxina (proximas a 4%)
comparada ao carvio ativado do bagaco (proxima a 99%). O comportamento na adsorgio
dos carvdes ativados amostrados dos centros de hemodialise esta associado aos seus baixos
volumes de mesoporos, menor que 0,04 cm’/g, ao contrario do carvio ativado do bagago de

, . o 3
cana-de-agucar cujo volume de mesoporos € proximo as 0,40cn’/g.

Estudos prévios sobre a adsorcdo dindmica da [D-Leu']MCYST-LR em leitos
fixos dos carvies ativados dos centros de hemodialise mostraram capacidades de adsorgfo
baixas, entre 3,67 e 5,31 pg/mg. Com relagio aos carvies ativados obtidos do endocarpo do
coco seco ¢ do bagaco de cana-de-agucar, foram observados 2,07 ¢ 5,43 pg/mg de
capacidade de adsorcdo dos respectivos leitos.

Os processos em leito fixo de carvdo ativado foram operados proximos de

condi¢des ideais de acordo com os pardmetros levantados a partir das curvas de ruptura (7,

2 . . ~ - - A P ~ .
O, € R) com desprezivel dispersdo axial € resisténcia a transferéncia de massa.
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CAPITULO VII

CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho teve como objetivo principal obter carvdes ativados de bagaco de
cana-de-agucar, mesocarpo do coco verde, endocarpo do coco seco, casca da noz
macaddmia e residuo de madeira de pinus para utilizagio em processos de remocio de uma
hepatotoxina de cianobactéria, [D-Leucina’ Jmicrocistina-LR. Assim, podemos concluir dos

resultados obtidos:

Anterior ao processo de carbonizagdo e ativagdo com fins de obtengfio de carvio
ativado, os materiais precursores foram caracterizados mediante andlise termogravimétrica.
A partir dos resultados desta analise foi possivel observar uma decomposicdo termoquimica
dos materiais precursores em cinco estigios correspontes a deshidratagdo do material,
decomposicio pirolitica da hemicelulose, clivagem nas ligagdes de unidades de celulose,
despolimerizagdio térmica da lignina ¢ por fim, o progressivo aquecimento resultou na
formaglo de uma massa composta de carbono via rearranjo térmico conforme descrito na
literatura. Ainda sob esta analise pdde-se observar que aqueles residuos de biomassa
utilizados como materiais precursores de carvdo ativado tiveram diferentes teores de
celulose, hemicelulose e lignina o que proporcionou a obtengdo de carvdes ativados com
diferentes caracteristicas fisicas ¢ quimicas de superficie principalente no que tange a

porosidade dos mesmos, levando a propriedades adsortivas diferentes.

O processo de carbonizagdo e ativagdo em um Unico estagio de pirélise e ativagio
com vapor d’dgua a temperaturas proximas dos 900 °C proporcionaram a obtengdo de
carvies ativados com areas superficiais especificas acima de 1000 m?/g, porém pdde-se
observar que a origem dos materiais precursores foi um fator determinante para obtengio

de carvdes com diferengas distintas quanto a sua porosidade. O resultado da caracterizagéo
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fisica dos carvbes mostrou que a casca de macadimia, 0 endocarpo do coco seco € 0
mesocarpo do coco verde foram mais suceptiveis a fornecerem carvdes ativados com
caracteristicas microporosas, resultando em CA com uma area de microporo entre 1014,2
m%g ¢ 1245,8 m*/g e volume de microporo entre 0,34 cm*/g e 0,55cm’g, enquanto a
estrutura do bagago de cana de agticar ¢ do residuo de madeira de pinus forneceu carvdes
ativados com caracteristicas mesoporosas, com area de mesoporo entre 77,3 m*/g ¢ 342,5

m?/g ¢ volumede mesoporo entre 0,39 em’/g e 1,06 cm’/g.

A estrutura porosa dos carvdes também foi caracterizada mediante ensaios de
adsor¢do em fase liquida com iodo e azul de metileno. Os resultados mostraram que os
mesmos carvies que apresentaram os maiores volumes de microporos e volume de
microporos secunddriostvolume de mesoporos também apresentaram capacidades
maximas de adsor¢do a iodo e azul de metileno, indicando que a estimativa do nimero de
iodo e do indice de azul de metileno pode ser utilizada como medida indicativa da

microporosidade ¢ mesoporosidade em carvdes ativados.

Além da estrutura porosa, a superfice dos carvoes ativados foi analizada quanto a
existéncia de possiveis grupos oxigados utilizando espectroscopia de infravermelho por
tranformada de Fourrier-FTIR, onde fo1 possivel observar em todas as superficies dos
carv@es estudados, grupamentos alcools, fenois, acidos carboxilicos, anidridos carboxilicos,
quinonas e lactonas, fazendo com que estes carvdes tenham um carater predominatemente

acido.

Apos a producio e caracterizacio dos carves ativados foi necessario obter e caraterizar um
extrato de microcistinas de Microcystis sp. o qual pudesse ser utilizado nos ensaios de
adsorgiio com os carvbes mais mesoporos obtidos: carvio ativado do bagaco de cana-de-

actcar e de residuo de madeira.

Primeiramente, o extrato de microcistinas, utilizado nos ensaios de adsor¢éo, foi
caracterizado para identificacio das microcistinas contidas no mesmo além de suas
quantificagdes. Esta identificagéo foi realizada por meio de espectrometria de massas por
MALDI-TOF, onde foi observado ion molecular de quatro diferentes microcistinas os quais
puderam ser atribuidos a [ADMAddaS]MCYST-LR, [D-Leucinal]MCYST-LR, [D-
Asp® ADMAdda®, Dhb'IMCYST-RR e [D-Asp’, ADMAdda’, Dhb’]MCYST-HtyR. A partir

da quantificagdo das microcistinas do extrato por CLAE, utilizando-se padrio dereferéncia
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de MCYST-LR, foi possivel observar que a [D-Leucina' ][MCYST-LR apresentava uma
composi¢io de cerca de 90% em relagio as outras microcistina do extrato.
Conseqlientemente, apenas esta microcistina foi tomada como referéncia nos ensaios de

adsorgdo.

Para fornecer resultados confiaveis com relagfio a quantificagdo da concentragio
de [D-Leucina'microcistina-LR em fase liquida ¢ solida nos ensaios de adosr¢do, uma
metodologia de analide de microcistinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
validada. Os resultados obtidos mostraram que concentragdes de microcistinas a niveis de
50pg/L em agua de torneira livre de cloro poderiam ser quanticadas e detectadas pelo
sitema de cromatografia empregado nas andlises numa exatiddo e precisdo expressa pelo

meétodo de aproximadamente 5 e 6,5%, respectivamente.

Com a caracteriza¢io do extrato de microcistinas e dos carvoes ativados, pdde-se

iniciar os ensaios de adsor¢io da [D-Leucina' Jmicrocistina-LR.

Assim, os carvdes ativados considerados mais mesoporosos: CA do bagaco de
cana-de-agucar (CASCB)e residuo de madeira de pinus (CAPW), além do o carvio ativado
de endocarpo de coco seco (CACS), caracterizado por ser mais microporo, foram utilizados
nos ensaios de cinética de adsor¢fio. Os estudos de cinética de adsorgdo do extrato de
microcistina contendo a [D-Leucina' Jmicrocistina-LR pelos respectivos carves revelaram
eficiéncias de remogdo de 62,31% (CACS), 98,73% (CASCB) ¢ 99,27% (CAPW) num
tempo de contato de aproximadamente 10, 10 e 40 minutos para os carvées CAPW,
CASCB e CACS. Destes trés carvdes, apenas os dois carvies mais mesoporosos foram
tomados para o estudo do equilibrio de adsor¢ao. Assim, os carvdes do bagaco de cana de
agucar ¢ pinus apresentaram adsorcdo em monocamada de 161,3 ng/mg e 200,0 pg/mg.
Estes resultados quando comparados com aqueles obtidos na literatura nos ddo uma idéia
do perfil de carvio que deve ser utilizado em estagdes de tratamento de agua para remogao
de contaminantes tais como as microcistinas, que deve ter um volume de microporos

secundarios acima de 0,35 cm’/g e volume de mesoporos acima 0,40 cm3/g.

Carvdes ativados utilizados por duas estagdes de tratamento de dgua de centros de
hemodiélise foram amostrados para avaliar as suas propriedades texturais ¢ capacidade de
adsorgdio em fase liquida para iodo, azul de metileno e [D-Leucina'Jmicrocistina-LR. Sabe-

se que carvdes ativados comerciais apresentam drea da superfice especifica acima de 600
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mZ/g, o que € tomado como referéncia para compra deste adsorvente. Apesar dos carvies
ativados amostrados estarem dentro das especificagdes comerciais, pois apresentaram area
da superficie especifica entre 600 ¢ 1000 m%g aproximadamente, foi observado que 0s
mesmos carvoes possufam volumes de mesoporos (0,01-0,09 cm’/g) muitos abaixo
daqueles especificados pela literatura (0,40 cm’/g), devendo estes carvdes, de ambos 0s

centros, ser rejeitados para tal finalidade ou utilizados com precaugdo.

Quanto a adsor¢io da [D-Leucina'microcistina-LR pelos melhores carvées
amostrados de ambos os centros de hemodidlise, foi observada uma eficiéncia de remogio
para aquela toxina proxima a 4%, que quando comparada efciéncia de remog¢fo aquela
mesma toxina pelo carvio ativado do bagago (proxima a 99%), dar-nos uma visio de qual
baixa capacidade de adsor¢ao sdo os carvdes utilizados pelos dois centros de hemodidlise.
Esta baixa eficiéncia de remogdo destes carvdes estd relacionada principalmente aos seus

x 3
volumes de mesoporos, que sdo menores que 0.09 cm™/g.

Estudos prévios sobre a adsorgfio dindmica da [D-Leucina]]MCYST—LR em leitos
fixos dos carvges ativados dos centros de hemodidlise mostram capacidades de adsorgdo
entre 3,67 ¢ 5,31 ug/mg, bem proximas daquelas observadas para os carvdes ativados
obtidos apartir do endocarpo do coco seco e bagago de cana-de-acucar: 2,07 e 5,43 pg/mg
repectivamente. Este comportamento de adsorgdo tdo préximo deve-se em parte

principalmente as condi¢des de operacdo dos leitos.

Os processos de adsorgdo em leito fixo de carvio ativado foram operados

proximos de condigdes ideais de acordo com os pardmetros levantados a partir das curvas
- 2 , . - . v o A x
de ruptura (¢, oy, e R) com desprezivel dispersao axial e resisténcia a transferéncia de

massa.
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CAPITULO VIIT

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

g whgp A

Neste capitulo, de forma a complementar os trabalhos iniciados e reilatados nesta

tese de doutorado, sdo sugeridos alguns trabalhos futuros.

1. Neste trabalho, avaliamos a potencialidade de carvdes ativados obtidos de
residuos agricolas tais como endocarpo do coco seco, mesocarpo do coco verde, bagaco de
cana-de-aglcar, casca da noz macaddmia e residuo de madeira de pinus para possivel
aplicagdo em tratamento de dgua potavel contendo microcistinas. O Brasil gera anualmente
mais de 500.000 toncladas de residuos agricolas, assim para trabalhos futuros outros
residuos podem ser estudados quanto a sua potencialidade em fornecer carvdes ativados de
qualidade superior tais como aqueles do endocarpo do coco babagu e da casca de arroz,

além de residuos industriais como os das induastrias téxteis;

2. Partindo-se de um extrato que possua uma mistura de igual concentragéo de 3 ou
4 microcistinas, um estudo sobre a competi¢io de adsorgfo entre estas toxinas na superficie
do carvao ativado torna-se necessario, pois mais de 60 variantes de microcistinas ja foram
catalogadas, as quais possuem conformac¢io e peso molecular muito préoximo umas das
outras, porém de caracteristicas fisico-quimicas bem particulares tais como, por exemplo,
os seus pontos isoelétricos, pH onde a molécula possui uma rede de carga igual a zero. Tal
caracteristica pode ser usada para otimizar a remo¢do daquelas toxinas de dgua por carvoes

ativados;
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3. Colunas de leito fixo de carvdo ativado sdo muito utilizadas em estacdes de
tratamento d’dgua para remogdo de possiveis niveis de microcistinas contidas na agua além
de outras substincias indesejaveis. A escolha de carvies adequados para tal finalidade esta
vinculada a exigéncia de pardmetros de efetividades como Sggr, nUmero de iodo e indice de
azul de metileno principalmente. No entanto, esta nfio ¢ a (inica preocupacio por parte das
estagdes de tratamento de agua de centros de hemodialise, o nimero de ciclos de adsorgio
destes leitos pode comprometer a qualidade da dgua destes centros. Assim, para estudos
futuros sugerimos a avaliagio do nimero de ciclos comportados por leitos fixos dos
carvOes utilizados nestes centros sem o comprometimento da qualidade da agua usada pelos

mesmaos;

4. A reativagdo destes carvdes ativados é na pratica uma saida para a solugio do
problema de disposi¢do final destes materiais, haja vista que depois de um certo nimero
ciclos de adsorgdo os mesmos perdem sua eficiéncia de remocio ¢ precisam ser trocados.
Neste estagio substincias antes indesejaveis encontradas na superficie da agua, encontram-
se concentradas na superficie dos carvdes muitas vezes em niveis indesejaveis do ponto de
vista sanitdrio, ndo podendo simplesmente tais adsorventes ser descartados em locais
abertos tais como aterros sanitarios. Sugere-se entdio avaliar por meio de estudos futuros, o
produto da reativagdio destes carvdes impregnados com microcistinas, utilizando vapor

d’dgua sob temperatura controlada, considerando o rendimento ¢ porosidade do carvio

obtido;

5. Além das hepatotoxinas (microcistinas), as cianobactérias produzem outros
metabolictos secundarios como as neurotoxinas. As saxitoxmas sdo um grupo de
neurotoxinas produzidas por alguns géneros de cianobactérias que vem despertando a
aten¢dio por parte das autoridades ptblicas devido ao nimero de relatos destas toxinas em
reservatorios para abastecimento publico, principalmente na regidio nordeste do Brasil, ¢
dos riscos associados a esta toxina. A remogio deste grupo de toxinas de cianobactérias por
carvao ativado é um processo ainda com poucos estudos, assim sugerimos para trabalhos
futuros a avaliagdio da remogdo destas toxinas de dgua por carvies ativados comerciais ¢

daqueles obtidos de residuos agricolas como aqueles utilizados neste trabalho;
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6. Neste trabalho avaliamos uma dentre dezenas de técnicas disponiveis para
remogdo de toxinas de cianobactérias de Adgua potavel. A utilizagio de processos
fotocataliticos, ozonizagdo e radiagdo ultravioleta associados 4 adsor¢iio em carvio ativado
para remogdo de toxinas de cianobactérias de dgua é uma alternativa ja bem descrita na
literatura. Alguns hemocentros, como aquele descrito neste trabalho (Hospital das Clinicas
— PE) ja dispde de reator de ultravioleta como etapa de polimento da 4dgua utilizada neste
centro. A ozoniza¢do como técnica de polimento de 4gua tratada é uma técnica atrativa
principalmente em pequenas estagdes de tratamento de d4gua como aquelas encontradas em
centros de hemodidlise. Assim, como trabalhos futuros, sugerimos a avaliacfio da
ozonizacdo associada ao processo de adsor¢io em carvio ativado para remogio de

cianotoxinas de agua potdvel;

7. Para um melhor entendimento do comportamento da taxa de adsor¢do das
microscistinas sobre os carvies ativados, torna-se necessario uma modelagem da cinética
do referido processo. A partir deste estudo informagfes sobre a quantidade de carvio
ativado para uma determinada aplicaciio podera ser prevista bem como o tempo de contato
de um determinado carvido ativado para uma certa concentragdo de microcistina também

podera ser estimado.

8. Da mesma forma que a modelagem cinética do processo de remocdo de
microcistina por carvio ativado em batelada ¢ importante para o projeto deste processo, a
modelagem do processo continuo de adsor¢do para trabalhos futuros também ¢ importante
considerando os mesmos objetivos aplicados aquele estudo, ou seja, fornecer subsidios para
aplicagadio em projetos de colunas de adsogdo tais como altura do leito, concentragdo inicial

de toxina, vazio, temperatura, etc.
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