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RESUMO

Um dos problemas ambientais e de salde gerado pela poluicdo antropogénica esta associado a floracdo de
cianobactérias tdxicas. Essas cianobactérias produzem toxinas, que representam risco a saude humana, quando
ndo sao eficientemente removidas no tratamento de agua. Um das técnicas de tratamento que tem se mostrado
efetiva na remocdo de cianotoxinas é a adsorcdo em carvdo ativado. Entretanto a efetiva remocdo depende
tanto das caracteristicas do carvdo como das cianotoxinas. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo
contribuir para o conhecimento no tema, avaliando a capacidade adsortiva de carvdes ativados granulares
produzidos no Brasil com relacdo ao grupo de hepatotoxinas conhecido como cilindrospermopsinas. O carvao
ativado granular que apresentou melhor desempenho com relacdo a adsorcdo de cilindrospermopsinas foi o
CAG 2, que derivado de matéria-prima mineral. A caracterizacdo dos carvBGes sugere que o melhor
desempenho do CAG 2 esté associado ao maior volume de mesoporos e microporos secundarios deste carvéao e
as caracteristicas quimicas atribuidas a superficie do carvdo em funcdo da matéria prima de origem e o
processo de ativacdo.

PALAVRAS-CHAVE: Carvéo Ativado, Cilindrospermopsinas, Tratamento de Agua.

INTRODUGCAO E OBJETIVOS

Cianobactérias e cianotoxinas

Entre os problemas ambientais e de salde gerados pela poluicdo antropogénica estdo aqueles associados a
floracdo de cianobactérias, que ocorrem em ambientes Iénticos e ricos em nutrientes. As floragdes produzem
alteracBes na qualidade da agua, que vao desde o aspecto e formacdo de escumas até a reducdo do oxigénio
dissolvido, com possibilidades de mortandade de peixes, e podem comprometer da eficiéncia e aumento do
custo do tratamento de agua, entre outros. Outro motivo de preocupacdo é a ocorréncia de cianobactérias
toxicas, com riscos para salde humana e de animais.

As cianobactérias sdo micro-organismos do dominio Bactéria, porém foram classificadas, por muito tempo,
como alga, isso ocorreu devido ao fato de serem seres aerébias e foto-autotroficas. Mas sua estrutura celular
procarionte é semelhante, quimicamente e estruturalmente, com as células das bactérias. Com o decorrer dos
anos, suas peculiaridades foram sendo descobertas, sua incrivel capacidade de crescer em ambientes distintos
gerou grandes curiosidades no meio cientifico. Contudo, seu habitat preferido sdo os ambientes de agua doce,
sendo que a maioria das espécies apresentam melhor crescimento em aguas alcalinas (pH 6-9), temperaturas
entre 15°C a 30°C e alta concentracdo de nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo. As cianobactérias
constituem o grupo maior e mais diverso dos micro-organismos procarioticos, incluindo cerca de 150 géneros,
com aproximadamente 2000 espécies. Segundo Sant’Anna e Azevedo (2000), ja foi registrada a ocorréncia de
pelo menos 20 espécies de cianobactérias potencialmente toxicas, incluidas em 14 géneros, em diferentes
ambientes aquaticos brasileiros.
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Cianotoxinas sdo as toxinas produzidas pelas cianobactérias, praticamente todas as espécies produzem algum
tipo de toxina. Porém, a capacidade de produzir cianotoxinas varia segundo a espécie e dentro de individuos de
uma mesma espécie, de acordo com a regido geografica, com a modificagdo climatica de uma mesma regido ao
longo do tempo, com a intensidade de luz e com numerosos outros fatores ambientais. As causas da producéo
da cianotoxinas ainda séo objeto de estudos por especialistas.
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Do ponto de vista de riscos para sadde humana, existem dois principais grupos de toxinas relacionados com as
cianobactérias, as neurotoxinas e as hepatotoxinas. As hepatotoxinas sdo o tipo mais comum de intoxicacdo
envolvendo cianobactérias, e apresentam efeitos agudos e cronicos. O grupo de hepatotoxinas mais estudados é
das microcistinas mas cresce o interesse em relacdo ao grupo das cilindrospermopsinas.

Cilindrospermopsinas

A cilindrospermopsina é um alcaléide guanidinico ciclico hepatotdxico, com massa molecular de 415 Da.
Segundo Chong et al. (2002) a cilindrospermopsina foi isolada e identificada inicialmente em organismos da
espécie Cylindrospermopsis raciborskii. Welker et al. (2002) destacam que embora a Cylindrospermopsis
raciborski seja a principal espécie produtora de cilindrospermopsina, e que a presenca dessa espécie em
ambientes aquéticos de todo 0 mundo esteja se expandindo rapidamente, essa toxina ja foi também isolada das
espécies Umezaki natans, Aphanizomenon ovalisporum e Raphidiopsis curvata.

Ainda segundo Chong et al. (2002), a cilindrospermopsina foi responsavel por um incidente de intoxicagéo
humana em 1979 na Australia. 138 criangas e 10 adultos sofreram de mal-estar anorexia, vomito, dor de
cabeca, aumento do figado associado a dor, constipacdo seguida de diarréia com sangue e diferentes graus de
desidratacdo. Segundo os autores, a toxicidade da cilindrospermopsina foi ratificada por varios pesquisadores a
partir de testes em cobaias por meio da injegdo intraperitonial (i.p) e via oral. O DL (i.p.) por um periodo de
24 h foi de 2.200 pg/kg de peso corporeo. Com uma dosagem menor de cilindrospermopsina (200 pg/kg), foi
observado que os camundongos morreram em um tempo de 5 a 6 dias depois da inje¢do. Para ingestdo via oral,
em 5 dias, a DLs, foi de 6000 pg/kg de peso corpéreo.

De acordo com Rogers et al. (2007) o dano no figado, caracterizado pela necrose centrolobular, é
constantemente relatado em estudos que envolvem efeitos da cilindrospermopsina em mamiferos. Shen et al.
(2002) discute o potencial carcinogénico da cilindrospermopsina e analisa a genotoxicidade dessa toxina. Os
autores observaram que a cilindrospermopsina induziu o rompimento do DNA nos figados das cobaias
(camundongos) e sugerem que o rompimento do DNA é o mecanismo chave para o desencadear o feito
genotdxico dessa toxina sobre o figado.

Rogers et al. (2007) ressaltam também que frequentemente ha relatos na literatura de danos nos rins (necrose
tubular e outras mudancas na estrutura dos rins) e hemorragia nos pulmdes. Fenning et al. (2006) relatam que a
cilindrospermopsina induziu significativamente alteracdes cardiovasculares e renais em cobaias. Além disso,
Young et al. (2008) avaliaram, em ensaios in vitro, o efeito da cilindrospermopsina nas células da granulosa
(células que compbem o foliculo ovariano) e sugerem que essa toxina apresenta potencial de ser um
perturbador endécrino por meio da alteracdo da razdo progesterona/estrogénio em mulheres.

Os potenciais efeitos da ingestdo de cilindrospermopsina sobre a salde humana preocupa pesquisadores e
autoridades de salde em todo mundo. Com objetivo de propor um valor limite para concentracdo de
cilindrospermopsina na &gua para consumo, Humpage e Falconer (2003) realizaram ensaios para determinacéo
do nivel de efeito adverso ndo observado (NEANO ou NOAEL do inglés, no-observed-adverse-effect level)
via oral, usando camundongos como cobaia. Os resultados obtidos conduziram a obtencdo de um valor de
NEANO de 30ug/Kg.dia que, considerando os valores de incerteza e peso corporeo de 60 kg, redundou na
proposicdo de um valor limite de 1 pg/L de cilindrospermopsina na dgua para consumo humano, atualmente
adotado como recomendacdo na legislacdo brasileira de agua para consumo humano.

A estrutura quimica da cilindrospermopsina é composta por um alcaldide tetraciclico, cujo triciclico guanidina
esta combinado com hidroximetiluracil. Sua massa molecular é 415 Da e é composta por grupo iénico (Shen et
al. 2002; Chong et al., 2002). Metcalf et al. (2002) ressaltam que ap6s o isolamento inicial da
cilindrospermopsina outros dois analogos ja foram identificados, a 7-Deoxy-cilindrospermopsina e a 7-epi-
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cilindrospermopsina (Figura 1). Por essa razdo atualmente é comumente utilizado a terminologia
cilindrospermopsinas.
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Figura 1 - Estrutura quimica da cilindrospermopsinas.

Metcalf et al. (2002), citando outros autores, relatam que a toxicidade da deoxicilindrospermopsina ¢ um
décimo da toxicidade da cilindrospermopsina, enquanto que a epicilindrospermopsina teria toxicidade similar a
cilindrospermopsina. O composto 7-epi-cilindrospermopsina foi isolado a partir do género A. ovalisporum,
enquanto que 7-Deoxy-cilindrospermopsina foi inicialmente isolada da C. raciborskii, assim como da R.
curvata.

As cilindrospermopsinas sdo relativamente estaveis no escuro, apresentando uma lenta degradagdo em
temperaturas acima de 50°C. Sob a luz do sol e com elevada presenca de pigmentos fotossintetizantes, a
degradacdo podera ocorrer rapidamente e entre dois e trés dias, mais de 90% da toxina estara degradada.
Porém, com a auséncia ou baixa concentragdo dos pigmentos a toxina serd praticamente estavel a luz do sol
(Chiswell et al., 1999 apud Sivonen e Jones, 1999). Wormer et al. (2008), por outro lado, destacam a
estabilidade da molécula de cilindrospermopsina em ambientes aquéticos naturais. Esses autores conduziram
experimentos de degradagdo de cilindrospermopsina por comunidades bacterianas extraidas de dois corpos de
&gua (uma comunidade com prévia exposi¢do a toxina e outra sem previa exposi¢do) e observaram que apos 40
dias ndo havia degradagdo da toxina apesar do crescimento da populacdo bacteriana e do consumo de carbono
organico. Senogles et al. (2000) destacam que a molécula de cilindrospermopsina é mais estavel em valores de
pH mais baixos.

A auséncia de biodegradagdo relatada por Wormer et al. (2008) pode explicar a razdo pela qual a fracdo
dissolvida das cilindrospemopsinas tende a ser encontrada em concentracGes apreciaveis nos corpos de agua
com presenca de espécies produtoras, aumentado o risco de exposicdo a essas toxinas. Por essa razdo e
também em funcdo do crescentes relato de espécies produtoras em todo o mundo - Australia, Alemanha,
Estados Unidos, Israel, Italia, Japdo, Nova Zelandia, Polbnia, Portugal, Tailandia e Brasil (Fastner et al., 2003;
Looper et al., 2006; entre outros) - as cilindrospermopsinas se configuram como o mais novo desafio no campo
da remocdo de cianotoxinas em aguas para consumo humano.

Segundo Humpage (2007) é tempo de se rever o que se sabe sobre cilindrospermopsinas e descobrir o que ndo
se sabe sobre seu potencial de risco para a salde humana. Avaliagdo em relagdo a remocdo de
cilindrospermopsinas por diferentes técnicas de tratamento de agua deve acompanhar a evolucdo desse
conhecimento.

Remocéo de cilindropermopsina por carvéo ativado

Desde os primordios da antiguidade o carvao é utilizado, como por exemplo, no Egito para usos medicinais.
No Japédo também ha alguns registros da utilizacdo do carvéo no tratamento de agua, como aguas subterraneas
equipadas com filtros de carvdo vegetal. Apesar dos conhecimentos ancestrais os propriedades do carvéo, o
carvao ativado comecou a ser fortemente utilizado em meados da segunda metade do século XX.

O carvdo ativado é o adsorvente mais utilizado nos tratamentos de 4gua nos dias de hoje, como consequéncia
existem varias marcas sendo fabricadas e comercializadas. Sua fabricagdo envolve dois processos principais: a
carbonizagdo da matéria-prima, que consiste no tratamento térmico do material em atmosfera inerte a elevada
temperatura e a ativacdo desse produto em atmosfera redutora. Diversas matérias sdo utilizadas no primeiro
processo, entre elas estdo, madeiras, casca de coco, sementes, 0ssos de animais, plasticos e petréleo. Os dois
processos de fabricacdo geram uma estrutura altamente porosa e de grande area de superficie, onde os
contaminantes podem aderir facilmente.
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O carvao ativado encontra-se em duas diferentes formas: p6 (também denominado de pulverizado) — CAP; e,
granular -CAG. As propriedades fisicas do carvdo ativado usado no tratamento de agua incluem a area
superficial, distribuicdo do tamanho dos poros, densidade do carvdo, o ndmero de iodo, nimero de melado,
indice de fenol, indice de azul de metileno, resisténcia a abraséo, teor de umidade, dureza, conteido de cinzas,
tamanho das particulas, entre outras. As propriedades fisicas, juntamente com as propriedades quimicas da
superficie do carvdo, e as caracteristicas do adsorvato, sdo determinantes na capacidade de um carvéo ativado
especifico remover de forma mais eficiente uma determinada substancia.

De um modo geral as cianotoxinas dissolvidas ndo sdo eficientemente removidas nos tratamentos
convencionais que envolvem a coagulacdo quimica (Brandao e Silva, 2006). Além disso, nesses tratamentos,
ha a possibilidade de liberagdo de cianotoxinas a partir do lodo dos decantadores, a depender do intervalo
entre descartes desse lodo (Ermel e Branddo, 2009). Dessa forma, no caso da utilizacdo de mananciais de
abastecimento sujeitos a floracdo de cianobactérias toxicas, para minimizacdo dos riscos para salde humana,
pode se fazr necessario a incorporagdo de processos avancados para a remocao de cianotoxinas. Dentre esses
processos esta a utilizacdo do carvéo ativado.

S&o numerosos os estudos de remocao de microcistinas e, em menor nimero, de saxitoxinas utilizando tanto o
carvao ativado em p6 como granular. Entretanto, sdo limitados os estudos relativos aplicagdo do carvdo
ativado na remocéo de cilindrospermopsinas. Da revisdo de literatura realizada, somente dois trabalhos
desenvolvidos na Austrdlia (Ho e colaboradores, 2008 e 2011) apresenta resultados preliminares sobre o
assunto, indicando a potencialidade de carvdes ativados para a remocao desse grupo de cianotoxinas.

Considerando que a producdo de carvdo ativado no Brasil é significativa, e que também a ocorréncia de
espécies de cianobactérias potencialmente produtoras de cilindrospermopsinas, como a Cylindrospermopsis
raciborskii, tem sido cada vez mais comum no Pais, o presente trabalho avalia a capacidade adsortiva de
quatro carvdes ativados granulares produzidos no Brasil, buscando associar a eficiéncia de remocdo as
caracteristicas fisicas do carvéo.

MATERIAIS E METODOS

Quatro amostras de carvdes ativados granulares produzidos no Brasil foram avaliados neste trabalho. As
amostras foram gentilmente fornecidas pelos fabricantes, mas como o objetivo do trabalho é buscar uma
associacgao entre caracteristicas do carvdo e sua capacidade de adsorver cilindrospermopsinas, e nao a escolha
de um determinado carvao, os nomes dos fabricantes serdo omitidos.

As quatro amostra foram previamente caracterizadas, e uma nova caracterizagdo com relacdo ao NUmero de
lodo, utilizando a a NBR 12073/91 (ABNT, 1991), foi realizada para verificar a estabilidade das amostras.

Para realizacdo dos ensaios de adsor¢do (capacidade adsortiva) utilizou-se a norma D 4607 da ASTM (ASTM
2000). Os quatro carvdes granulares avaliados, produzidos a partir de diferentes matérias primas de origem
vegetal e mineral, seguindo a recomendagéo da ASTM, foram previamente pulverizados.

Os ensaios de adsorcdo foram executados em duplicata com cinco concentracfes diferentes de cada CAG,
Omg/L, 2mg/L, 4mg/L, 6mg/L, 8mg/L e 10mg/L. Em erlenmeyers de 250mL, colocava-se 200 mL de cultivo
lisado e filtrado de Cylindrospermopsis raciborskii produtora de cilindrospermopsinas e as respectivas
concentracdes de CA.

Como a pesagem direta de pequenas massas de carvdo poderia promover erros experimentais significativos,
uma suspencdo homogénea com 0,1mgCA/mL de agua destilada foi preparada e a dosagem de carvdo em cada
frasco era realizada a partir de aliquotas dessa suspensdo e posteriormente diluidas ao volume final de 50 ml.
Por exemplo, para a dose de 2mg/L, uma aliquota de 5mL (0,5 mg) da suspensdo era coletada diluida a 50 mL
e adicionada aos 200 ml de material lisado presente no erlenmeyer, perfazendo um total de 250 ml, portanto
0,5 mg de CA/250 mL de volume final, ou seja 2mg de CA por litro de agua de estudo. Importante destacar a
suspensdo de carvéo era preparada 24 horas antes do ensaio e era mantida sob vacuo para hidratagdo do carvao
e retirada de ar dos poros do carvéo.
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O tempo de contato entre a agua de estudo e o CA, durante o ensaio adsorgao, foi de 2 horas. Para manutencéo
do carvao em suspensdo homogénea durante o tempo de contato foi utilizada uma velocidade de 205 rpm no
equipamento de agitacdo orbital (Shaking Incubator Small SI-600R) e uma temperatura de 20°C. A velocidade
de agitagdo foi definida com base em ensaios prévios testando-se diferentes velocidades. A Figura 2 apresenta
um diagrama esquematico do ensaio. Ressalta-se que o equipamento utilizado permitia que 0s ensaios em
duplicata fossem realizados em paralelo.

d-:ap 2mg/L 4dmg/L 6mg/L S mg/L 10 mg/L
[ {w = [ [« -
t 2h t 2h t 2h t 2h t 2h t 2h
= =5 4 =4 = =1
— = = = I e
.(_'(J Ce) .(‘eg .('e) '('ca .('l.‘S

o = dosagem de carvio ativado em po
Co = concentragio inicial do adsorvato
Ce = concentracao residual do adsorvato
t = tempo de contato entre o adsorvato e o adsorvente

Figura 2 — Método do Ensaio de Adsorcéo

Para cada condi¢cdo de dose de carvdo ativado, ao final do tempo de contato a &4gua de estudo contendo
cilindrospermopsinas, e também outros produtos da lise celular, era filtrada em membrana com didmetro de
poro de cerca de 0,2 um para separar 0 carvao e interromper 0 processo adsortivo. As amostras filtradas eram
entdo analisadas com relacdo ao valor do pH, absorbancia a 254nm e concentracdo de cilindrospermopsinas. A
técnica utilizada para deteccdo e quantificacdo de cilindrospermopsinas foi o ELISA, utilizando-se kit
comercial (Abraxis) com uma faixa de deteccdo entre 0,05 e 2 pg/L. Para garantia de resultados dentro da
faixa de deteccéo do kit as amostra eram submetidas a diferentes razdes de diluicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo das amostras de carvao ativado granular (CAG) avaliadas no presente
trabalho.
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Tabela 1 — Caracteristicas fisicas dos quatro carves estudados

CAG 2 CAG3 CAG4 CAG5

Matéria Prima Mineral Vegetal 1 Vegetal 1 Vegetal 2
Numero lodo (mg/g) 931 761 895 844

ind. Azul de Metileno (mg/L) 142 137 124 183
indice de Fenol (g/L) 3,5 2,1 1,8 3,5

Area BET (m?g) 1107 605 782,2 1091
Volume Microporos (cm?3/g) 1,09 0,78 1,04 1,77
VVolume Mesoporos (cm?/g) 0,47 0,08 0,13 0,34
VVolume Macroporos (cm?3/g) 0,12 0,05 0,06 0,05

D Microporo HK (A) 4a9 4a7 4a7 4a6

Como ja mencionado, a caracterizagdo apresentadas foi realizada previamente ao estudo, mas a realizacdo de
novos ensaios de determinacdo de nimero de iodo revelou a similaridade com os valores anteriores
determinados sugerindo a estabilidade das amostras.

Os resultados obtidos nos ensaios de adsor¢do de cilindrospermopsinas sdo mostrados na Figura 3. Percebe-se
que o melhor desempenho foi o do carvdo mineral (CAG 2), pois ele apresentou a melhor curva de remocéo
das concentragdes de cilindrospemopsinas. Os carvdes derivados da matéria prima de origem vegetal 1 (CAG
3 e CAG 4) apresentaram resultados inferiores e com uma caracteristica de ndo responderem positivamente ao
aumento da dose de carvdo. O CAG 5, também de origem vegetal, porém outra matéria prima, apesar de
apresentar remocéo inferior ao CAG 2 na faixa estudada, mostra uma eficiéncia crescente com o aumento da
dose de carvéo.

18
Z 16
@]
s 14 %
=
= 12
E Q 10 ) ¢ CAG 2
w 2 8 . .
52 CAG 3
E 6 * CAG 4
é 4 .
s ® CAG 5
@]

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Dose de Carvao (mg/L)

Figura 3 — Dosagem de carvao versus a concentracdo de CIN final

Analisando a Tabela 1 pode-se notar que area superficial (BET) dos carvfes CAG 3 e CAG 4 sdo inferiores
aos outros dois carvoes, explicando parcialmente os desempenho menores. Uma hip6tese é que a semelhanca
dos desempenhos também pode ser atribuida a caracteristicas quimicas visto que os dois carvdes sdo
produzidos a partir da mesma matéria prima que influencia nas caracteristicas quimicas da superficie do
carvao.

Ainda analisando a Tabela 1, observa-se que também a area BET do CAG 2 e CAG 5, também sdo préximas e
sues desempenhos com relacdo a remocao de cilindrospermopsinas, na faixa estudada, foram bem distintos. O
melhor desempenho do CAG 2 em relagdo ao CAG 5, e também CAG 3 e 4, pode entdo ser, em parte,
atribuida ao maior volume de mesoporos (e também de microporos secundario) presentes nesse carvao.
Segundo Costa et al. (2012), em funcdo do tamanho das moléculas (comprimento e largura) das
cilindrospermopsinas, a sua penetracdo em microporos primarios é dependente da orientacdo da molécula, de
modo que é mais provavel que as moléculas de cilindrospermopsinas sejam adsorvidas em microporos
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secundarios e mesoporos. Outro fator que pode explicar a diferenca de desempenho do CAG 2,
particularmente em relagdo ao CAG 4, sdo as caracteristicas quimicas di carvdo que sdo altamente
influenciadas pela matéria prima e modo de ativacao.

As isotermas de Freundlich obtidas para os CAG 2, CAG 3, CAG4 e CAG 5 sdo apresentadas,
respectivamente, nas Grafico 4, 5, 6 e 7. Suas equacles e o valor de K (que indica capacidade adsortiva)
encontram-se na Tabela 2.
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Figura 4 — Isoterma do CAG 2

Figura 5 — Isoterma do CAG 3.
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Figura 6 — Isoterma do CAG 4.

Figura 7 — Isoterma do CAG 5.

Tabela 2 — Equacao Linearizada de Freundlich e o Valor de K para todos os carvdes

Carvao Equacdo Linearizada de Freundlich R’ K (ug/mg)
CAG 2 Log ge = 0,3455*Log Ce- 0,0835 0,80 0,82

CAG3 Log ge = 15,978*Log Ce- 15,841 0,61 1,44 x 107
CAG 4 Log ge = 2,9234*Log Ce — 3,1502 0,72 7,08 x 10
CAG5 Log ge =2,5731*Log Ce —3,2489 0,85 5,64 x 10

De um modo geral os ajustes das curvas ao modelo de Freundlich foram satisfatorios. Os valores de K,
encontrado na Tabela 1 confirma a maior capacidade adsortiva do CAG2.

CONCLUSOES

O carvdo ativado granular que apresentou melhor desempenho com
cilindrospermopsinas foi 0 CAG 2, que derivado de matéria-prima mineral.

relagdo a adsorgdo de

Os resultados da caracterizagdo do carvao sugerem que o melhor desempenho do CAG 2 esta associado ao
maior volume de mesoporos e microporos secundarios e as caracteristicas quimicas atribuidas a superficie do
carvdo devido a matéria prima de origem e o processo de ativagdo.

A andlise detalhada das caracteristicas quimicas dos carvdes, bem como das moléculas de
cilindrospermopsinas, é necessaria para confirmacdo da hip6tese levantada. Considerando o estado da arte no
assunto objeto deste trabalho, os resultados obtidos se configuram como uma contribuicdo importante, apesar
da necessidade de aprofundamento quanto aos mecanismos envolvidos.
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