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RESUMO

A modificacdo de ambientes aquaticos pelo acimulo de nutrientes produzidos nos diferentes
processos antropogénicos € a principal causa de eutrofizacdo em rios e lagos em todo o mundo.
A eutrofizacdo é apontada como sendo um dos principais fatores responsaveis pelo aumento
das floracGes de cianobactérias. Essas floragdes promovem a deterioracéo da qualidade da agua
e constituem um sério risco a saude. A presenca de cianobactérias que produzem cianotoxinas,
tais como a microcistina que tem efeitos negativos nos corpos hidricos destinados ao
abastecimento publico, uma vez que apresentam efeito nocivo a saude humana e de animais.
As microcistinas sdo hepatotoxinas que causam problemas principalmente no figado e pode
levar a morte dependendo da concentracdo ingerida. De maneira geral, os tratamentos
convencionais realizados pelas estacdes de tratamento de dgua ndo tém sido suficientes, ja que
ndo conseguem eliminar as toxinas dissolvidas. Dessa forma, a presente pesquisa tem por
objetivo avaliar a performance fotocatalitica dos 6xidos modificados SrZrxSni1.xOs quanto a
degradacdo da microcistina-LR em aguas de abastecimento utilizando planejamento do tipo
Box Behnken. Os 6xidos utilizados nesta pesquisa foram caracterizados por difracdo de raios
X, espectroscopia Raman e espectrofotometria ultravioleta. A cepa microcystis aeruginosa,
produtora da espécie de microcistina-LR utilizada neste trabalho é cultivada pelo
LAQUISA/EXTRABES. Para avaliacdo da performance utilizou-se planejamento experimental
variando-se 3 fatores em 3 niveis. As variaveis independentes avaliadas foram modificacdo
estrutural, massa do Oxido e tempo de contato do Oxido com a solucdo. As variaveis
dependentes foram a porcentagem de degradacéo e a porcentagem de hemélise apds o processo
fotocatalitico. A concentracao da toxina antes e depois do experimento foi analisada utilizando
a HPLC-MS e a toxicidade das solucdes, por testes de atividade hemolitica. De acordo com 0s
resultados, os padrdes de DRX mostraram a presenca de picos bem definidos, referente a fase
principal da estrutura da perovskita ortorrombica (Pbnm). Os graficos de Raman revelaram que
as amostras puras SrZrOz e SrSnOs apresentam modos ativos tipicos de perovskitas do tipo
ortorrdmbicas com 24 modos ativos. O espectro de UV-Vis utilizados para calcular o band gap,
mostrou que o0 aumento na quantidade do cétion A do sistema SrZrxSn1.xOz levou a um aumento
dessa energia. De acordo com a avaliacdo estatistica dos resultados obtidos do planejamento
experimental foi possivel verificar a significancia dos fatores estudados, bem como de suas
interacdes. O gréafico de Pareto, a tabela dos efeitos e a ANOVA do planejamento experimental
mostraram que para primeira resposta avaliada, porcentagem de degradacdo, os fatores
individuais tempo quadratico e estequiometria quadratica, bem como a interacdo entre a massa
linear e tempo quadratico e a massa linear e tempo linear foram significativos para a
performance fotocatalitica dos Oxidos modificados estudados. Para a segunda resposta,
porcentagem de hemolise, os fatores individuais massa linear, tempo quadratico, estequiometria
quadrética, bem como todas as interacGes lineares e quadraticas dos efeitos principais foram
consideradas significativas para o modelo. Os dados ainda mostraram que uso de 0,2 g do 6xido
SrZro,75SNn0,2503 exposto a radiacdo de 2 lampadas UVC por 5 horas levou a uma degradagéo de
39,9% e uma hemolise de 13,89%. O oxido que apresentou melhor performance fotocatalitica
foi 0 SrZro75Sno2s03, que possui 0 maior grau de assimetria. Os resultados obtidos sé&o
promissores e indicam que 0 uso dos 6xidos estudados se mostra adequado para a remogéo da
toxina MC-LR de aguas e que o subproduto da reagdo de fotodegradacdo nédo € téxico ja que
apresenta porcentagem de hemdlise inferior a 30%.

PALAVRAS-CHAVE: Cianotoxina. Processos Oxidativos Avancados. Método Box Behnken.
Eutrofizacao.



ABSTRACT

The main cause of eutrophication in rivers and lakes is the accumulation of nutrients produced
in different anthropogenic processes. Being eutrophication one of the main factors for the
increase of cyanobacterial blooms. These blooms change the water quality establishing a
serious health risk. In fact, cyanobacteria produce microcystin and other cyanotoxins that
negatively affects water bodies for public supply. Such toxins are very harmful to human and
animal health. Microcystins were found to be hepatotoxins by damaging the liver leading to
death upon its levels. Usually water treatments used by the treatment facilities are not efficient
as they fail in eliminating such toxins dissolved in waters. Thus, the present study aims to
evaluate the photocatalytic performance of modified oxides SrZrySni1xOs regarding their ability
to degrade LR microcystin from water supply using Box Behnken experimental design. The
oxides used in this work were characterized by X-Ray Diffraction, Raman Spectroscopy and
Ultraviolet Spectrophotometry. The Microcystis aeruginosa strain, a producer of the
microcystin-LR, was cultivated by LAQUISA/EXTRABES laboratory. Experimental design
was used for performance evaluation, in which 3 factors varies at 3 levels. Three independent
variables were evaluated, structural modification, oxide mass, and time of oxide in solution.
The dependent variables tested were the degradation percentage and the haemolysis percentage
after the photocatalytic process. Toxin concentrations were analysed before and after each trial
by using HPLC-MS. Solution toxicity was measured by haemolytic activity tests. According to
the results, XRD patterns showed well-defined peaks related to the main phase of the
orthorhombic perovskite (Pbnm) structure. Raman spectra revealed that samples of pure SrZrOs
and SrSnOz have typical active modes of perovskites of orthorhombic type with 24 active
modes. The UV-Vis spectrum was used to calculate the band gap. Results showed the increase
of cation A in the SrZr«Sn1.xOs system led to an increase of its energy. The experimental design
allowed statistical evaluation of results in order to verify the significance of factors, as well as
their interactions. Altogether the Pareto graph, the effects table and the ANOVA experimental
design showed significance for the photocatalytic performance of the modified oxides studied
for the evaluation of first response, the percentage of degradation, the individual factors of
quadratic time and quadratic stoichiometry, as well as the interaction between linear mass with
quadratic time, and linear mass with linear time. Similarly, for the evaluation of second
response results demonstrated that percentage of haemolysis, individual factors of linear mass,
quadratic time, and quadratic stoichiometry, altogether with all quadratic and linear interactions
of the main effects were considered significant for the model. In addition, data showed 39.9%
of degradation and 13.89% of haemolysis when 0.2 g of SrZro.75Sno.2503 oxide was exposed to
radiation of 2 UVC lamps for 5 hours. The best photocatalytic oxide found was SrZro.75Sng 25053,
which shows the highest degree of asymmetry. These promising results have shown the use of
such oxides are satisfactory for the removal of MC-LR toxin from waters. Furthermore, the
photodegradation reaction by-product was found to be non-toxic by having less than 30% of
haemolysis.

KEY WORDS: Cyanotoxin. Advanced Oxidation Processes. Box Behnken Method.
Eutrophication.
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1 INTRODUCAO

As atividades agricolas e industriais, a descarga de efluentes domesticos sem o devido
tratamento, além das mudangas climaticas, intensificaram nos Ultimos anos o processo de
eutrofizacdo nos mananciais (GEHRINGER e WANNICKE 2014). Este fendbmeno esté
relacionado com o enriquecimento excessivo das &guas por nutrientes, principalmente
nitrogénio e fosforo, tornando-se um problema de ordem mundial (ALVAREZ et al., 2017;
SABINO et al., 2017) e uma preocupacdo especialmente para o0s paises em desenvolvimento,
ja que possuem condicdes precérias de infraestrutura.

A regido Nordeste do Brasil possui longos periodos de seca, sendo necessario o acumulo
de aguas em reservatdrios para o abastecimento da populacdo. No entanto, devido as grandes
evaporacOes e pelo acumulo de poluentes ocorre o processo de eutrofizacdo, causando as
floragdes de fitoplancton (SILVA, 2015).

A biomassa fitoplanctdnica ¢é constituida por “blooms” de cianobactérias, que
produzem uma variedade de cianotoxinas, tais como hepatotoxinas, neurotoxinas,
dermatotoxinas e citotoxinas que causam sérios problemas a salde e alteraram a qualidade da
agua, ocasionando um sabor e odor desagradaveis, além de prejudicar todo o ecossistema
aquatico, os animais, bem como os seres humanos (CARMICHAEL, 1997; CHEUNG, LIANG,
LEE, 2013; HEATHCOTE et al., 2016; BUKOWSKA et al., 2017).

Dentre as cianotoxinas mais estudadas, encontram-se as Microcistinas (MCs), que séo
hepatoxinas heptapeptidicas ciclicas. Esta toxina € produzida principalmente pela Microcystis
aeruginosa, entretanto outras espéecies de cianobactérias também contribuem para a presenca
das MCs nos ambientes aquaticos, tais como Anabaena, Oscillatoria, Plankothrix,
Chroococcus e Nostoc (PEARSON et al., 2010; MOREIRA et al., 2013; ZHOU et al., 2013).

As microcistinas sdo compostas por sete aminoacidos, sendo cinco fixos e dois
variaveis, totalizando aproximadamente 100 diferentes tipos desta cianobactéria, sendo a mais
toxica a Microcistina-Leucina, Arginina (MC-LR). Esta endotoxina fica no interior das células
bacterianas, entretanto sdo liberadas pela senescéncia e lise celular, ficando dissolvidas nas
aguas dos reservatorios (ALTANER et al., 2017; ZHANG et al., 2009).

Segundo Carmichael (2001), um caso de grande repercussao no Brasil envolvendo as
microcistinas, principalmente a variante LR, esta relacionado a morte por hepatite toxica de
aproximadamente 50 pessoas em uma clinica de hemodialise em Caruaru-PE. Assim, 0
Ministério da Saude do Brasil, através da Portaria N° 2914/2011 estabeleceu um valor maximo

aceitavel de 1,0 pg.Lt de MC-LR em agua para consumo humano (BRASIL, 2011).
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Apesar dos esforcos das Estagdes de Tratamento de Agua e Esgotos (ETAS e ETES)
para garantir a potabilidade da agua a partir de métodos convencionais, tais como a coagulacéo
ou floculacdo, sedimentacdo, filtracdo em areia e desinfeccdo, os mesmos ndo tém sido
completamente suficientes, pois conseguem eliminar apenas as toxinas dissolvidas. Além disto,
estas técnicas podem promover a lise celular, contribuindo para o aumento da concentracéo de
MC-LR nas aguas de abastecimento (MOHAMED, 2016).

A presenca de toxinas nos reservatorios de agua ameaca seriamente a qualidade da agua
potavel, bem como representa um grande risco para toda populacdo abastecida, sendo
imprescindivel o desenvolvimento de novas metodologias que possam substituir ou
complementar a acdo daquelas ja utilizadas pelas ETAS e ETES e que sejam mais eficazes na
remocao da MC-LR. Nesse sentido, diversas tecnologias tém sido desenvolvidas para remoc¢ao
de poluentes organicos e cianotoxinas das aguas de abastecimento, como a utilizacdo dos
Processos Oxidativos Avancados (AOPs, do inglés Advanced Oxidation Processes) (HAN et
al., 2017), carvao ativado (SILVA et al., 2017; LOPES et al., 2017) e membranas de filtragdo
(KOHLER et al., 2014).

Dentre as metodologias empregadas, os AOPs tém se destacado no desenvolvimento de
tecnologias para o tratamento de aguas residuais, sendo a sua eficiéncia dependente da geracdo
de radicais livres reativos, sendo o mais importante o radical hidroxila (-OH), que possui um
poder de oxidacdo (E°= +2,80 eV), podendo iniciar a reacdo em cadeia. Os AOPs podem ser
classificados de acordo com a fase do catalisador em homogénea ou heterogénea, bem como
através da presenca ou auséncia de radiacdo Ultravioleta (UV), gerando produtos ndo tdxicos
como dioxido de carbono (COz), agua (H20) e sais inorganicos (PIGNATELLO, OLIVEROS
e MACKAY, 2006; SHIN, YOON e JANG, 2008; ARAUJO et al., 2016).

Os catalisadores heterogéneos utilizam além da radiacdo UV, semicondutores
geralmente na fase sélida. Dentre estes, destacam-se 0s 6xidos mistos inorganicos com estrutura
ABQO3, denominados de perovskitas, que tem sido muito utilizado em pesquisas, pois
apresentam rendimentos satisfatorios nos processos de degradacdo de poluentes organicos,
como por exemplo a microcistina-LR (SUN, LIU e LI, 2011).

No entanto, para avaliar a capacidade de fotocatalitica dessas perovskitas quanto a
degradacéo de poluentes organicos, € necessario otimizar alguns fatores, sendo a utilizagdo do
planejamento experimental extremamente util. Esta ferramenta quimiometrica é baseada em
abordagem estatistica e permite avaliar a influéncia das variaveis de forma independente, bem
como as suas interagdes, o que reduz custos e possibilita a obtencdo de resultados mais
confiaveis (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v

Avaliar a performance fotocatalitica dos Oxidos modificados SrZrxSni1xOs quanto a
degradacdo da microcistina-LR em aguas de abastecimento utilizando planejamento do

tipo Box Behnken.

2.2 Objetivos Especificos

AR NEE N NERN

Sintetizar os 6xidos modificados SrZrxSn1xOs;

Caracterizar as propriedades fotocataliticas dos 6xidos modificados SrZrxSn1-xOs;
Avaliar a degradagéo da microcistina-LR utilizando as perovskitas modificadas;
Otimizar os fatores experimentais utilizando planejamento experimental;

Avaliar de forma simultanea os fatores que contribuem para a fotodegradacdo da MC-
LR e porcentagem de hemolise do produto de degradacdo MC-LR a partir do
planejamento Box Behnken;

Determinar quais as melhores condigdes para a remogéo e para a diminuicao toxicidade
do produto de degradacdo MC-LR em &guas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Eutrofizacdo nos ambientes Iénticos

O acesso a &gua potavel € indispensével para a sobrevivéncia de todos 0s organismos
vivos na terra, especialmente os seres humanos. Entretanto, nos ultimos anos este recurso
natural tornou-se cada vez mais limitado, jA que o0s reservatérios de agua tem sido
continuamente poluido por substancias antrépicas e através de insumos de nutrientes, levando
a um processo denominado de eutrofizacgdo (CONTARDO-JARA, KUEHN e
PFLUGMACHER, 2015).

A eutrofizacdo € um problema ambiental causado pelo enriquecimento dos ecossistemas
aquaticos por nutrientes, principalmente compostos nitrogenados e fosforados que levam ao
crescimento excessivo de algas e outras plantas aquaticas. Este fendbmeno pode causar sérios
riscos a salde da populacdo abastecida pela agua contaminada e tem se tornado um problema
de escala mundial, principalmente em paises em desenvolvimento (DAVIDSON et al., 2014;
PAERL, HALL e CALANDRINO, 2011).

Em geral, o processo de eutrofizagdo pode ser classificado como natural ou artificial.
O primeiro ocorre muito lentamente com o tempo, enquanto o segundo, acontece de maneira
mais rapida, ja que € impulsionado por atividades antropogénicas, isto €, através dos esgotos
domésticos, efluentes industriais e atividades agricolas que proporcionam a polui¢do e o
acumulo de nutrientes nos reservatorios (MEREL et al., 2013; BOUHADDADA et al., 2016).

A regido semiarida do Brasil apresenta poucas chuvas e longos periodos de secas com
altas temperaturas. Assim, torna-se necessario o armazenamento de agua em ambientes
denominados Iénticos (agcudes) para o abastecimento da populacdo, porém estes reservatorios
estdo se tornando cada vez mais eutréficos devido a presenca de nutrientes, bem como devido
ao aumento de sua concentracdo ocasionada pelas altas taxas de evaporagdo (COSTA,
ATTAYDE e BECKER, 2015; BRASIL et al., 2016).

A eutrofizacdo leva a diminuicdo na qualidade da &gua dos ambientes Iénticos,
ocasionando consequéncias ecoldgicas e socioeconémicas, ja que afeta todo ecossistema
aquatico. Esse fendmeno desencadeia vérias alteracfes e pode causar o aumento na floracéo
das algas verdes-azuladas, também chamadas de cianobactérias, que produzem potentes toxinas
prejudiciais a salde humana e apresentam pouca transparéncia com um odor e sabor
desagradavel (HADJISOLOMOU et al., 2018; IGNATIADES e GOTSIS-SKRETAS, 2010;
HUANG et al., 2018).
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3.2 Cianobactérias e cianotoxinas

De acordo com Selim et al. (2018); Nada et al. (2012), as cianobactérias sdo seres
procariontes com maioria fototroficas aerdbicas que evoluiram a partir da fotossintese oxidava,
cerca de 2,7 bilhdes de anos e sdo responsaveis pela producdo de 10% do total da fotossintese
do planeta, posteriormente essa habilidade foi transmitida para os eucariotos através da
endossimbiose, o qual originou a plastidios, organelas que desempenham o papel da
fotossintese, em plantas e algas (HOHMANN-MARRIOTT e BLANKENSHIP, 2011).

As cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes gram-negativos e
constituem uma diversidade morfoldgica, fazendo parte do dominio Bacteria e do grupo das
eubactérias. Esses organismos primitivos conseguem se adaptar facilmente a diferentes
condi¢cdes ambientais, bem como se protegem de maneira eficaz contra varios estresses
abidticos e a versatilidade metabolica, crescendo em diferentes tipos de ambientes, sejam
terrestres ou aquaticos (PANDEY, 2015).

Conforme afirma Singh et al. (2011), a classe das cianobactérias tem muitos nomes, tais
como cianofitos, cianoprocariontes e bactérias verdes-azuladas. Todos esses nomes sdo
derivados e estdo relacionados a presenca do pigmento c-ficocianina de cor azul-verde,
utilizado no processo de fotossintese. Estas algas azuis compreendem aproximadamente mais
de 2.000 espécies identificas em 150 géneros, os quais cerca de 40 conseguem produzir as
cianotoxinas que representam um grande risco a saide humana (APELDOORN et al., 2007).
As cianoficeas podem apresentar de forma unicelular, colonial e filamentosas e seu tamanho
pode variar conforme a espécie entre 0,5-1 um com um didmetro de 40 um, ja os seus filamentos
podem atingir mais de 15 um (SINGH et al., 2011; SILVA, 2015).

Algumas espécies de cianobactéria podem conter estruturas especiais chamadas de
heterocistos, que sdo formados na auséncia do nitrogénio, principalmente nos ambientes
aquaticos e permitem a sua sobrevivéncia. Além disso, varias espécies possuem uma proteina
granular, denominada de cianoficina que funciona como uma reserva de energia, sendo
produzida como produto do armazenamento do nitrogénio, logo quando esse se torna deficiente
no ambiente, essa proteina é clivada e utilizada (YUSOF et al., 2017; SHIVELY et al., 2009).

Para Vilici¢ (1989), o desenvolvimento dessas algas verdes-azuladas depende da
concentracdo de nutrientes e de fatores ambientais, tais como: temperatura, luz, circulacéo da
agua, quantidade, composicdo de matéria organica e salinidade. Assim, Heisler et al. (2008),
afirma que havera um surto de floragdes ou “booms” destes seres procarioticos, quando 0s

ambientes lénticos forem expostos a temperatura da agua e do ar, radiacao e outras condicdes.
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O aumento da biomassa fitoplancténica é um grande problema, j& que as cianobactérias
podem afetar de diferentes maneiras, (1) alterando as condigdes fisicas e quimicas da &gua,
como por exemplo a disponibilidade de oxigénio e a transparéncia; (2) modificando as
interacdes entre 0s organismos presentes no ecossistemas aquatico contaminado, como peixes,
mariscos, zooplancton e macrofitas, e (3) produzindo potentes cianotoxinas que podem
prejudicar a satde dos seres humanos de diferentes formas, bem como afetar o desenvolvimento
dos animais aquaticos (LI et al., 2013; WHITTON e POTTS, 2012; EISENHUT et al., 2008;
CHEUNG, LIANG e LEE, 2013; PAERL e HUISMAN, 2009).

Para Chlipala, Mo e Orjala (2011) e Wang et al. (2017), o grupo dos metabolitos
secundarios de cianobactérias possuem uma diversidade de moléculas, como &cidos graxos,
peptideos, terpendides, porfindides, alcaldides e policetideos, no entanto ndo se limitam apenas
as estes constituintes. Foi verificado que muitos destes compostos podem atuar como anti-
inflamatorios, antimicrobianos, antivirais, anticancerigenos e inibidores da protease.

Segundo Merel et al. (2013), a biomassa fitoplanctonica conseguem se desenvolver em
um curto periodo de tempo. Os autores, afirmam que as floracdes de cianobactérias sao
monodispostas, podendo formar camadas de células na superficie dos reservatorios. Somasse a
isto, os fatores ambientais também conseguem controlar as floragdes e as intoxica¢cdes humanas
dependem da capacidade das cepas individuais de realizar a biossintese de cianotoxinas,
ocasionando uma maior exposicdo a esses metabolitos nocivos.

Segundo Walls et al. (2018), apesar das cianotoxinas representarem uma ameaca para a
qualidade da agua e a saude, os mecanismos que regularam a sua liberacdo a partir das
cianobactérias sdo poucos conhecidos. No entanto estudos mostram que a irrigacéo de plantas
a partir de agua contaminada pelas cianotoxinas, além de inibir o crescimento destas, também
pode ocasionar intoxicacdo dos seres humanos através da cadeia alimentar (PHAM e UTSUMI,
2018 , CORBEL, MOUGIN e BOUAICHA, 2014).

Os seres humanos estdo expostos as cianotoxinas por diversas vias, como contato com
a agua por atividades de recreacdo, ingestdo de forma acidental ou atraves das aguas de
abastecimento, pois estas podem estar fora dos padrbes exigido pela legislacdo, além do
consumo de alimentos contaminados, como peixes e vegetais, ja que as cianotoxinas podem ser
bioacumuladas e ndo é verificado diariamente a presenca de toxinas, principalmente nos
animais aquaticos, (BURATTI et al., 2017).

As cianotoxinas constituem um grupo de compostos estruturalmente muito
diversificado, sendo produzidas pelas cianobactérias, provenientes do processo de eutrofizagéo,

e atraves do produto do metabolismo secundario destas que sdo sintetizadas por via nédo
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ribossdmica, o qual ndo é utilizado no metabolismo primario (CARMICHAEL, 1992;
PEARSON et al., 2008).

As cianotoxinas sdo um importante grupo de compostos quimicos, do ponto de vista da
Quimica Ambiental, toxicologia e ecotoxicologia. Nesse sentido, dependendo da concentracao
de toxinas nos reservatorios de dguas, podem causar uma intoxicagdo grave, ocasionar doengas
cronicas graves, como por exemplo o cancer e até levar a morte (BLAHA, BABICA e
MARSALEK, 2009).

3.2.1 Classificacao das cianotoxinas

As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com sua toxicidade, estrutura
qguimica e mecanismo de acdo, dentro de quatro categorias: neurotoxinas, dermatotoxinas,
citotoxinas e hepatotoxinas (CARMICHAEL, 2001; PEARSON et al., 2010).

3.2.1.1 Neurotoxinas

As neurotoxinas sdo alcaldides que atuam no sistema neuromuscular, causando paralisia
dos musculos respiratorios e inibindo a transmissdo dos impulsos nervosos. O contato com esta
toxina pode levar a morte rapidamente (dentro de 2 a 30 minutos) por insuficiéncia respiratoria,
conforme bioensaios realizados com camundongos. Ocorréncias em massa das neurotoxinas
foram registradas na América do Norte, Australia e Europa (CHORUS e BARTRAM, 1999).

As neurotoxinas sdo produzidas principalmente por cianobactérias dos géneros:
Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon, Lyngbya, Cylindrospermosis e Planktothrix
(KAEBERNICK e NEILAN, 2001). As espécies produzidas por esses géneros e as mais
estudadas sdo: anatoxina-a, anatoxina-a (S), saxitoxinas (STX).

A anatoxina-a € um potente alcaldide que impede a entrada de oxigénio no cérebro por
meio da inibicdo do canal de sddio que bloqueia a transmissdo dos impulsos nervosos. A
anatoxina-a (S) é um éster metilico de fosfato de guanidina que evita a degradacdo da
acetilcolina ligada aos receptores através da inibicdo da colinesterase. O “S” de sua
nomenclatura estar relacionado a hipersalivacdo mucoide viscosa, observada em testes in vivo
com camundongos, este sintoma € tipico desta cianotoxinas (CAGIDE et al., 2014;
CARMICHAEL, 2001; TESTAI et al., 2016). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica da

anatoxina-a e anatoxina-a (S).
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Figura 1 — Estrutura quimica geral da (a) anatoxina-a e (b) anatoxina-a (S).

@ o - (b)
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Fonte: Merel et al. (2013)

As saxitoxinas (STX), também conhecidas como toxinas do marisco paralitico s&o
alcaldides compostos por grupos de carbamatos e decarbamoil, sendo produzidas por
dinoflagelados de dgua doce e por algumas cepas de cianobactérias. Esta toxina atua no sistema
neuromuscular, pois tem uma alta afinidade para se ligar a canais de sodio, bloqueando o fluxo
desses ions na célula, levando a inibicdo dos canais de propagacdo nos potenciais da acéo nas
membranas excitaveis. Estudos tem sido realizados em relacdo a STX, pois pode ocasionar
sérios ricos a salide humana, a partir de consumo de mariscos contaminados (DURAN-
RIVEROLL e CEMBELLA, 2017; SUK et al., 2016).

As STX sdo encontradas em menor quantidade em relagéo as hepatotoxinas, sendo mais
localizadas na Australia através da cepa da Anabaena circinalis, produtora desta toxina
(D’AGOSTINO et al., 2014). Entretanto, no Brasil reservatorios de dgua potavel tém sido
contaminados por floracdes da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, produtora da

STX (DIEHL et al., 2016). A estrutura quimica geral para as STX €é apresentada na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura quimica geral da saxitoxinas.

Fonte: Merel et al. (2013)
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As STX podem ser classificados estruturalmente em varias classes como,
descarbamilados, dissulfatados, ndo-sulfatados, mono-sulfatados e hidrofébicos, que possuem
diferencas quanto ao grau de toxicidade (WIESE et al., 2010). As principais variantes das
saxitoxinas sdo apresentadas na Tabela 1, as quais destacam-se: Goniautoxinas (GTX), N-
sulfocarbamoilgoniautoxina (C) Neosaxitoxina (neoSTX), Decarbamoilneosaxitoxinas
(dcneoSTX), Decarbamoilsaxitoxinas (dcSTX) e Lyngbya Wollei (LWTX) (TERRAZAS,
CONTRERAS e GARCIA, 2017).

Tabela 1 — Algumas variacdes das saxitoxinas.

Variante R1 R2 R3 R4 Rs
STX H H H CONH:2 OH
GTX2 H H 0SOs3 CONH: OH
GTX3 H 0SOs H CONH:2 OH
GTX5 H H H CONHSO3" OH
C1 H H 0SOs CONHSO3" OH
C2 H 0SO3 H CONHSO3" OH
C3 OH H 0SOs CONHSO3" OH
C4 OH 0SO3 H CONHSO3" OH
neoSTX OH H H CONH:2 OH
GTX1 OH H 0SOs3 CONH: OH
GTX4 OH 0SOs H CONH:2 OH
GTX6 OH H H CONHSO3 OH
dcSTX H H H H OH
dcneoSTX OH H H H OH
dcGTX1 OH H 0SOs H OH
dcGTX2 H H 0SOs3 H OH
dcGTX3 H 0SOs H H OH
dcGTX4 OH 0SO3 H H OH
LWTX1 H 0SOs H COCHs H
LWTX2 H 0SOs3 H COCHs OH
LWTX3 H H 0SOs COCHs OH
LWTX4 H H H H H
LWTX5 H H H COCHs OH
LWTX6 H H H COCHs3 H

Fonte: Merel et al. (2013)

3.2.1.2 Dermatotoxinas

As bactérias Gram-negativas e cianobactérias possuem Lipopolissacarideos (LPS) que
integram as membranas externas de suas células e podem ser liberadas para o meio. As
moléculas de LPS sdo também chamadas de endotoxinas, toxinas irritantes e dermatotoxinas,
pois possuem propriedades inflamatorias e dermatologicas. Quando em contato com a pele ou

ingerida em por meio de 4guas contaminadas podem causar varios sintomas, como doencas de
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pele, problemas gastrointestinais, febre, alergia, dor de cabeca, problemas respiratérios e junto
com as hepatotoxinas pode aumentar os danos hepéaticos (DURAI, BATOOL e CHOI, 2015;
RAPALA et al., 2002; ZANCHETT e OLIVEIRA-FILHO, 2013).

3.2.1.3 Citotoxinas

As citotoxinas sdo produzidas por diversos géneros de cianobactérias tais como
Cylindrospermopsis raciborskii, produtora da principal espécie de cianotoxina, a
Cilindrospermopsina (CYN), que vem sendo muito estudada devido ao aumento de floragdes
desta cepa. A CYN € um alcal6ide que pode causar danos no figado e outros 6rgaos do corpo
humano, além de inibir a sintese de proteinas eucariéticas e da glutationa. (CARMICHAEL e
BOYER, 2016; LOPEZ-ALONSO et al., 2013; PICHARDO, CAMEAN e JOS, 2017; GARDA

et al., 2015). A Figura 3 apresenta a estrutura quimica da cilindrospermopsina.

Figura 3 - Estrutura quimica da cilindrospermopsina.
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Fonte: Adaptado de Woodhouse, Rapadas e Neilan (2014)

3.2.1.4 Hepatotoxinas

As hepatotoxinas s&o as cianotoxinas mais estudadas, devido a sua estabilidade, enorme
producéo de suas cepas nos ultimos anos pelos reservatorios de agua e o efeito que pode causar
em diversos 6rgdos do corpo (NYBOM, 2012; CARMICHAEL, 1994). As hepatotoxinas ja
causaram mortes de animais e de seres humanos em vérias partes do mundo, sendo relatados
casos na China, Austrélia, india e Brasil (KAEBERNICK e NEILAN, 2001). As Nodularinas
(NODs) e as Microcistinas (MCs) sdo as hepatotoxinas mais encontradas e estudadas dentro
este grupo (GEHRINGER e WANNICKE, 2014)
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As NODs sdo um grupo de hepatotoxinas penta-peptidica ciclica produzida
principalmente pela cianobactéria de espécie Nodularia spumigena em aguas doces e salobras
(AKTER et al., 2017; RASTOGI, SINHA e INCHAROENSAKDI, 2014). Até o0 momento
cerca de dez variacdes de NODs foram identificadas, sendo diferenciadas de acordo com o grau
de metilagdo, aminoacidos envolvidos ou isomeragdo, sendo a mais abundante nos ambientes
aquaticos, a nodularina-R (CHEN, SHEN e FANG, 2013).

A toxicidade da NODs estéa relacionada com a inibicdo das proteinas Fosfotase 1 (PP1),
2A (PP2A), que leva a uma modificacdo na Glutationa S-transferase (WIEGAND e
PFLUGMACHER, 2005). Nenhuma intoxicacdo humana foi relatada com a NODs, logo
nenhuma portaria foi proposta pelos 6rgaos de saude afim de garantir a potabilidade da 4gua
pelas estacGes de tratamento quanto a esta hepatotoxina, ja que falta dados toxicoldgicos
adequados (MEREL et al., 2013). A estrutura quimica padrdo da nodularina, bem como suas

principais variacdes sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura quimica geral da nodularina e suas principais variagdes.
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Fonte: Buratti et al. (2017)

As microcistinas sdo hepatotoxinas compostas por um grupo de heptapeptideos ciclicos
gue apresentam uma extrema estabilidade e resisténcias a hidrélise quimica, oxidacdo em pH
préximo da neutralidade, podendo persistir durante meses em aguas naturais e na auséncia de
luz (SHARMA et al., 2012; ZASTEPA, PICK e BLAIS, 2014).

As microcistinas é constituida por uma estrutura quimica de sete aminoacido: D-alanina
(D-Ala), D-eritro-p-metil aspartico (D-MeAsp), D-glutamato (D-Glu), L-amino&cidos
variaveis (localizados nas posi¢cdes X e Y na molécula da figura 5), N-metildehidroalanina
(Mdha) e 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8, trimetildeca-4,6-4cido dienoico (Adda), sendo este
ultimo o responsavel pelo carater toxico da molécula (FERREIRA e OLIVEIRA, 2016). A

Figura 5 apresenta a estrutura geral das microcistinas.



Figura 5 — Estrutura geral das microcistinas.
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Fonte: Sharma et al. (2012)
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As microcistinas possuem variacdes em sua estrutura quimica, as quais sao indicadas

(leucina-arginina) a mais predominante nos ambientes aquaticos (BURATTI et al.,

bem como a sua razdo massa carga caracteristica.

Tabela 2 — Principais variantes da microcistina.

Variante Posicdo X Posicdo Y m/z
MC-LA Leucina Alanina 910
MC-LL Leucina Leucina 952
MC-AR Alanina Arginina 953
MC-YA Tirosina Alanina 960
MC-LM Leucina Metionina 970
MC-VF Valina Fenilalanina 972
MC-YM Tirosina Metionina 972
MC-LF Leucina Fenilalanina 986
MC-LR Leucina Arginina 995
MC-LY Leucina Tirosina 1002
MC-LW Leucina Homo-tirosina 1025
MC-FR Fenilalanina Arginina 1029
MC-RR Arginina Arginina 1038
MC-YR Tirosina Arginina 1045
MC-WR  Homo-tirosina Arginina 1068

Fonte: Adaptado de Silva-Stenico et al. (2009)

em sua nomenclatura, sendo mais frequente ocorrerem nas posic¢des dois e quatro, a partir dos
L-aminodacidos substituidos e a desmetilacdo em trés e sete (FONTANILLO e KOHN, 2018).
Existem mais de 100 analogos das microcistinas identificadas até 0 momento, sendo a MC-LR
2013;
SIVONEN e JONES, 1999). A Tabela 2 apresenta as variantes de microcistina mais estudadas,
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Um dos aspectos relevantes na estrutura das microcistinas € o aminoacido Adda, que
embora sozinho n&o seja toxico, a hidrofobicidade e estereoquimica desempenham um papel
importante em sua atividade bioldgica (ANTONIOU et al., 2008). Entretanto, a por¢do Adda é
um dos mais importantes no que se refere a toxicidade da microcistina, logo a alteracdo em sua
estrutura quimica torna-se um passo fundamental para diminui¢do ou inibicdo de seu efeito
toxicologico (ANDERSEN et al., 2014).

As microcistinas ndo conseguem atravessar as membranas sem o0 auxilio dos
transportadores de acidos biliares. Assim, sua entrada nos hepatocitos (células do figado) causa
inibicdo das enzimas fosfatases 1 e 2A com uma hiperfosforilagdo das proteinas e
desorganizacdo do citoesqueleto. Esta desordem ocasiona uma retracdo dos hepatdcitos e
consequentemente dos capilares, aumentando os espacos entre as células, ao mesmo passo que
0 sangue passa a fluir pelos espacos formados, o que provoca a hemorragia hepatica e as lesdes
teciduais (PEGRAM et al., 2008; Jl et al., 2011).

O efeito toxico das microcistinas é marcado pela morte que ocorre entre uma e trés
horas em ratos de laborat6rios e camundongos (SCHMIDT, WILHELM e BOYER, 2014).
Apesar do figado ser o principal 6rgao afetado, outros merecem destaque, tais como: o rim,
coracdo, pele e cérebro (RASTOGI, SINHA e INCHAROENSAKDI, 2014). As microcistinas,
principalmente a variante do tipo LR s&o potentes agentes iniciadores e promotoras e de tumores
no figado (ZHOU et al., 2013).

A primeira identificacdo quimica das microcistinas foi realizada por Bishop, Anet e
Gorham (1959), que a isolaram a partir da cepa denominada microcystin aeruginosa, originando
seu nome. A nomenclatura das microcistina foi proposta por Carmichael et al. (1988) e baseia-
se nos L-aminoacidos variaveis em sua estrutura.

O primeiro caso comprovado de microcistinas no Brasil, ocorreu em junho de 1988 em
um lago eutrofizado na cidade de Sdo Paulo-SP, o qual foi possivel coletar e isolar a espécie de
cianobactéria microcystin aeruginosa a partir da floracdo. Observou-se que a cepa desta
cianobactéria produzia duas variantes de microcistinas, a LR e LF, sendo a ultima uma
descoberta até entdo desconhecida pelos pesquisadores (AZEVEDO et al., 1994).

As microcistinas estdo localizadas dentro das células de cianobactérias e a liberacéo
desta toxina para 0 meio ambiente depende de alguns fatores, que em conjunto contribuem para
a ocorréncia da lise celular (ruptura da celula bacteriana), no entanto a senescéncia (idade da
célula) é outro fator importante para 0 aumento da concentragdo desta toxina nos ambientes
Iénticos (FERREIRA e OLIVEIRA, 2016; MILLER et al., 2017).
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Ao se dissolver na &gua, as cianotoxinas podem ser bioacumuladas ao longo dos niveis
tréficos da cadeia alimentar (CASTRO e MOSER, 2012). Estudos evidenciam que 0s mariscos,
mexilhdes, ostras, peixes e outros animais aquaticos podem acumular altas concentracdes de
toxinas em seus tecidos, tornando-se um sério risco a saude humana, ja que pode ocorrer a
biomagnificacdo da cadeia trofica (FARABEGOLI et al., 2018; PAVAGADHI e
BALASUBRAMANIAN, 2013; CASTRO e MOSER, 2012).

Segundo revelam Ferrdo-Filho, Herrera e Echeverri (2014), a bioacumulacdo de
microcistinas em animais aquaticos ocorre atraves de duas principais rotas: o consumo das
células bacterianas durante as floracdes e a ingestdo de agua contaminada pelas toxinas
dissolvidas. Em sua pesquisa, os autores utilizaram trés espécies de claddceros: Moina micrura,
Daphnia laevis e Daphnia similis, os quais foram expostos por 96 horas a extratos aquosos de
matéria liofilizada de floraces em diferentes concentracGes. Os resultados mostraram que a
captacdo de microcistinas pelos zooplancton foram diretamente proporcionais a concentragdo
dos extratos aquosos, mostrando, portanto, que a ingestdo de agua contaminada a partir da
dissolucdo da toxina é também um fator determinante para bioacumulacéo.

De acordo com Bittencourt-Oliveira et al. 2014, as plantas também podem sofrer efeitos
adversos quando expostas as microcistinas, ja que possuem as enzimas proteicas fosfatases PP1
e PP2A. Os autores ainda revelam, que ao absorver as cianotoxinas, normalmente as plantas
aquaticas reduzem a sua biomassa, enquanto nas plantas terrestres, outros efeitos sdo
observados, como o0 estresse oxidativo, reducao das fosfatases 1 e 2A, diminui¢do no processo
de fotossintese e até apoptose celular, além da bioacumulagdo das toxinas em seus tecidos.

Dao et al. (2014) utilizaram em seus estudos trés espécies de plantas terrestres em
contato com as microcistinas, a Brassica rapa-chinensis (repolho chinés), B. Narinosa (tatsoi)
e Nasturtium officinale (agrido). Os autores verificaram bioacumulacdo, reducao de peso, raiz
e comprimento de brotacdo das plantulas, além de anormalidade nas folhas, alteracdo de cor na
especie de repolho chinés.

No Brasil, o primeiro relato de intoxicagdo envolvendo as microcistinas ocorreu no ano
de 1988, quando 2.000 pessoas desenvolveram quadro clinico de gastroenterite depois de
ingerir d4gua contaminada pelas cianobactérias Anabaena e Microcystis, presentes no
reservatorio de Itaparica, no estado da Bahia. Esta tragédia resultou na morte de 88 pessoas e
estudos posteriores mostraram a correlacdo entre a floragcdo de cianobactérias e os obitos dos
pacientes (TEIXEIRA et al., 1993).

Em fevereiro de 1996, mais de 100 pacientes renais cronicos apos submeter a sessdes

de hemodialise em uma clinica, localizada em Caruaru, no estado de Pernambuco apresentaram
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um quadro clinico de hepatotoxicidade subaguda, os sintomas incluiam, nausea, fraqueza
muscular, vémito e distdrbios visuais. Dez meses depois, 52 mortes foram atribuidas a esta
tragédia que ficou conhecida como "Sindrome de Caruaru”. Estudos posteriores a partir de
analises de carbono e outras resinas do sistema de tratamento de dgua da clinica e dos tecidos
séricos e hepéticos dos pacientes, mostraram a presenca de dois tipos de cianobactérias, as
microcistinas (YR, LR e AR) e cilindrospermopsina (AZEVEDO et al., 2002).

As floracdes de cianobactérias e a consequente formacdo de compostos toxicos sdo
relatados em varios reservatorios eutroficos em todo mundo (RASTOGI, SINHA e
INCHAROENSAKDI, 2014). O género Microcystis é mais frequente em toda Asia tropical,
Africa e América Central, enquanto as cepas de Cylindrospermopsis e Anabaena s&0 mais
presentes em paises da Australia, América e Africa (MOWE et al., 2015). No nordeste do
Brasil, a ocorréncia de bloms de cianobactérias téxicas € comum em mananciais publicos e
urbanos (MOURA, ARAGAO-TAVARES e AMORIM, 2018).

Segundo Vasconcelos et al. (2011), no Brasil a ocorréncia de florac6es de cianobactérias
em reservatorios de agua que abastecem a populacdo em diversos estados. Na Paraiba a
ocorréncia de cepas toxicas de cianobactérias tem aumentado nos ultimos anos, dentre os vintes
reservatorios do estado, em 2006 apenas 3% possuiam os bloms de cianobactérias, 20% em
2007, 45% em 2008, chegando a 62% em 2009. Os autores detectaram nos mananciais
analisados a presenca de espécies bacterianas, tais como: Cylindrospermopsis raciborskii,
Planktothrixagardii, Oscillatoria tenuissima e principalmente a Microcystis aeruginosa. Foi
constatado ainda que entre os anos de 2008 e 2009, dos vinte reservatorios analisados no
periodo de seca, a microcistina foi detectada em 55%, enquanto no periodo chuvoso apenas
20% da toxina estavam presentes nos mananciais.

Estudos realizados por Lins et al. (2016) entre os anos de 2007 e 2009 no reservatorio
Argemiro de Figueiredo (Acaud) localizado no estado da Paraiba, mostraram a dominancia de
cianobactérias filamentosas, principalmente no periodo seco e a presenca de cianotoxinas,
inclusive a microcistina-LR em 14 dos 16 eventos de floracdo. Os autores entdo concluiram
que, a alta disponibilidade de nutrientes e as condigdes ambientais no periodo seco favorecem
a proliferacdo de cianobactérias toxicas e que a presenca das microcistinas representam uma
ameaca frequente a todo ecossistema aquatico e a satide humana.

No estado de Pernambuco foram investigados 19 reservatdrios entre os anos de 2009 e
2010, os quais foram constatados a presenca de cianobactérias em todos, totalizando 23 espécies
identificadas, sendo C. raciborskii considerada a mais comum e a Microcystis a mais

representativa, ja que foi produzida por quatros espécies diferentes (M. novacekii, M.
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panniformis, M. protocystis e Microcystis sp). Os autores também consideram a presenca das
toxinas nos reservatérios de 4gua que abastecem a populacdo um problema, ja que é dificil de
controlar a frequéncia, persisténcia e a biomassa das cianobactérias (ARAGAO-TAVARES,
MOURA e BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2013)

Em pesquisa realizada durante trés anos, no periodo de 2009 e 2011 em quatro
reservatorios do semiérido do Rio Grande do Norte, foi verificado que nas 128 amostras
analisadas, 76% estavam com densidade de cianobactérias acima do permitido. Além disso, a
quantificacdo da microcistina e saxitoxinas mostrou que 27% das amostras estavam fora dos
padrdes exigido pela legislacdo (FONSECA et al., 2015). A Tabela 3 descreve os principais
grupos de toxinas, os 6rgaos afetados e os principais géneros de cianobactérias
Tabela 3 — Principais géneros dg cianobactérias tdxicas.
Orgéo alvo primario em

mamiferos

Peptideos ciclicos
Microcystis, Anabaena, Planktothrix

Grupo de toxinas Géneros cianobacterianos

Microcistinas Figado (Oscillatoria), Nostoc,
Hapalosiphon, Anabaenopsis.
Nodularina Figado Nodularia.
Alcaldides

Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Aphanizomenon.
Anatoxina-a(S) Sinapse do sistema nervoso Anabaena.

Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix
(Oscillatoria).
Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon, Umezakia.

Lingbiatoxina-a Pele, trato gastrointestinal Lyngbya.
Anabaena, Aphanizomenon,
Lyngbya, Cylindrospermopsis.

Anatoxina-a Sinapse do sistema nervoso

Aplisiatoxinas Pele

Cilindrospermopsinas Figado

Saxitoxinas AXONios nervosos

Lipopolissacarideos  Potencial irritante; afeta
(LPS) qualquer tecido exposto
Fonte: Sivonen e Jones (1999)

Todos.

Nesse sentido, devido ao alto poder toxicologico da MC-LR e sua presenca nos
reservatorios, especialmente nos periodos secos, torna-se necessario o estudo acerca da
citotoxicidade desta cianobactéria. Tal investigacdo pode ser realizada, utilizando testes de

atividade hemolitica que sera melhor discutido a seguir.
3.3 Teste de citotoxicidade da MC-LR através da atividade hemolitica

A citotoxicidade é caracterizada pela capacidade de um determinado composto quimico,

ocasionar a morte celular. Na avaliacdo sdo considerados o desarranjo da membrana, alteragdes
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morfolégicas, reducdo da funcdo mitocondrial e mudancas na replicacdo celular
(EISENBRAND et al., 2002). Para estudar a toxicidade da MC-LR, pode-se usar testes com
artémias e de hemdlise, entre outros. Neste trabalho optou-se por trabalhar como os testes de
hemolise principalmente devido a estes utilizarem um baixo volume de amostra.

De acordo com Carvalho et al., (2007), a hemdlise é ocasionada devido a lise dos
eritrécitos que levam a liberacdo da hemoglobina do plasma, podendo ocasionar danos nos rins
e no coracao. Esses processos hemoliticos liberam ions potassio no meio extracelular que levam
a um aumento de sua concentracdo no corpo, podendo levar a morte.

A membrana eritrocitica é formada por uma estrutura delicada, composta por proteinas
e lipideos (figura 6) e pode ser significativamente alterada. As proteinas do citoesqueleto
(anquirinas, bandas 4.1 e 4.2, beta e alfa espectrinas, actina, aducina, bandas 6 e 7, demantina)
interagem com componentes gque constituem a bicamada lipidica, sendo responsaveis pela
flexibilidade, mobilidade, transporte das macromoléculas do eritrocito e deformabilidade
(PINTO et al., 2013; MURADOR, DEFFUNE, 2007).

Figura 6 — Estrutura da membrana eritrocitaria evidenciando o citoesqueleto celular.

Glicoforina A
A Glicororinx C Glicoforina B
banda 3 (AE-1) Glut-1
Q2 O ’ L
Actina”” / Banda 41 Afa eSpectnna Beta eSpeCtrma
Tropomiosina

Fonte: Pinto et al., (2013)

Para Sharma e Sharma (2001), a avaliacdo da citotoxicidade de um determinado
composto é caracterizada pela estabilidade mecénica da membrana eritrocitaria e fornece
indicios para uma possivel toxicidade in vivo, pois a presenca de &cidos graxos polinsaturados
em sua estrutura, torna-se susceptivel a ataques de radicais livre, ocasionando varias alteracdes
na sua estrutura, tais como a reducgéo da deformabilidade, mudangas na morfologia, formacéo
de lipoperdxidos, fragmentacdo de proteinas e hemolise (SADHU, WARE, GRUSHAN, 1992;
SATO et al., 1995; BEGUM, TERAO, 2002).

Segundo Firmino (2007), a hemoglobina € liberada devido a um estresse da célula que
levam a hemdlise, essa proteina pode ser quantificada por meio de leitura espectrofotométrica
no comprimento de onda 540 nm, sendo a absorbancia medida proporcional a quantidade de

proteinas presente na solucéo.
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3.4 Legislacéo: padrdes e limites na garantia da potabilidade da agua no Brasil

O acidente de 1996 na clinica de hemodialise em Caruaru-PE, levantou a época uma
grande preocupacdo acerca do monitoramento de cianobactérias nos reservatorios de agua.
Nesse sentido, aproximadamente quatro anos depois o Ministério da Satde no Brasil publicou
a portaria n° 1469 de 29 de dezembro de 2000, posteriormente substituidas pelas portarias n°
518 de 25 de marc¢o de 2004 e a n® 2.914 de 12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011).

A portaria n® 2.914/2011 € a mais recente e estabelece procedimentos de controle e
vigilancia na qualidade da &gua potavel, bem como seu padrdo para consumo humano. O
documento faz varias exigéncias, entre elas recomenda o monitoramento do manancial com
frequéncia mensal quando a densidade de cianobactérias for inferior ou igual a 10 células.L™ e
semanal quando exceder a 20 células.L™. Atualmente o Valor Méaximo Permitido (VMP) para
0 consumo das aguas pelos seres humanos é de 1,0 pg/L para as microcistinas 3,0 pg/L para a
saxitoxinas (BRASIL, 2011).

O monitoramento é realizado no intuito de minimizar os riscos da contaminacdo da agua
para consumo humano e busca identificar os diferentes géneros, sendo realizado no ponto de
captacdo superficial do manancial. Além disso, o documento recomenda informar as clinicas
de hemodiélise e as industrias de injetaveis a presenca de cianotoxinas, quando detectadas na
saida do tratamento da 4gua (BRASIL, 2011).

Considerando que as toxinas podem afetar a salde da populacdo abastecida, a portaria
veta 0 uso de algicidas para o controle do crescimento de microalgas e cianobactérias nos
reservatorios de aguas, como quelatos de cobre, permanganato de potéssio, sulfato de zinco,
sulfato de aluminio ou qualquer outra forma de intervengdo que promova a lise celular
(BRASIL, 2011).

3.5 Deteccgdo e quantificacdo das cianotoxinas

Para identificar e quantificar as cianotoxinas toxicas, principalmente as microcistinas-
LR, € necessario o emprego de técnicas analiticas ou bioldgicas, dentre essas destacam-se: a
realizacéo de bioensaios (AGRAWAL et al., 2012), testes imunoenzimatico (ELISA, do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (HE et al., 2017) e a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a detectores, principalmente a espectroscopia de massas (HPLC-MS, do
inglés High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) (SHAMSOLLAHI et
al., 2015).
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Estudos da ocorréncia, distribuicdo e frequéncia das cianobactérias foram realizadas em
diversos paises na década de 1980, utilizando a técnica de bioensaios. Este método é realizado
in vivo com animais, normalmente ratos e permite realizar uma avaliacao toxicoldgica, ja que
ndo possuem uma sensibilidade suficiente para detectar uma cianotoxina especifica, assim 0s
bioensaios sé permitem correlacionar os grupos de cianotoxinas por meio de seus efeitos
adversos. Métodos analiticos adequados quantificar as cianotoxinas, somente tornaram-se
disponiveis no final dos anos 80 (CHORUS e BARTRAM, 1999).

O método de ELISA baseia-se na reacdo entre o antigeno (toxinas especificas) e
anticorpo, sendo a concentragdo da toxina determinada por meio da ligacdo desta com uma
enzima utilizada no processo. A concentragdo é visualizada por meio do processo de
desenvolvimento de cores, sendo esta inversamente proporcional a quantidade de toxina
presente na amostra em uma relacdo ndo linear. Esta técnica apresenta sensibilidade na faixa de
ppb, além de possuir kits de facil manuseio para a sua realizacdo, podendo ser realizada por
qualquer pesquisador a partir de um treinamento técnico. Entretanto, este tipo de método
necessita de um trabalho intensivo e dispendioso para preparacdo dos anticorpos utilizados nas
analises, além de possuir custos elevados, tornando-se inviavel sua utilizacdo no laboratério
devido a grande quantidade de amostras para detectar a qualidade da agua (SAKAMOTO et al.,
2017; QIAN et al., 2015; ARANDA-RODRIGUEZ et al., 2015).

De acordo com Silva (2015), a HPLC-MS tem se destacado nos Ultimos anos na
quantificacdo e identificacdo de cianobactérias toxicas em agua, devido a sua sensibilidade de
separacdo dos componentes dos analito. Segundo o autor, para identificar as cianotoxinas, este
instrumento analitico pode ser acoplado a outras técnicas, como um detector de radiacdo

ultravioleta ou um espectrémetro de massas.
3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um tipo de técnica versatil por eluicdo,
amplamente utilizada para realizar a separacdo e identificacdo de varios compostos organicos,
inorganicos e bioldgicos. Este tipo de técnica possui uma Fase Maével (FM), sendo essa um
solvente liquido que contém a amostra a ser analisada na forma de uma mistura de solutos e
uma Fase Estacionaria (FE), localizada na coluna cromatografica (SKOOG et al., 2006).

De acordo com Collins, Braga e Bonato (2006), a cromatografia € um método fisico-
quimico que baseia-se na separacdo dos compostos de uma mistura através da distribuicdo

destes componentes em duas fases (FM e FE). Durante a passagem da FM pela FE, os
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compostos sao distribuidos de forma que cada um deles é retido de maneira seletiva pela FE, o
que resulta em diferentes migracdes desses componentes e em picos caracteristicos.

Inicialmente, a cromatografia liquida era realizada em colunas de vidro com 10 a 50 mm
de didmetro, recheadas com particulas sélidas com um liquido adsorvido, sendo esta portanto a
FE. No intuito de assegurar vazdes razoaveis, o tamanho destas particulas deveriam estar entre
150 a 200 mm, porém ainda com isso as vazfes eram poucas, em torno de décimos de mililitro
por minuto. As tentativas realizadas, com o objetivo de acelerar esse processo atraves da
aplicacdo de vacuo ou pressdo ndo foi bem sucedida, pois 0 aumento na vazdo € diretamente
proporcional a altura do prato e diminuigdo da eficiéncia da coluna (SKOOG et al., 2006).

Desde a sua invencéo, a cromatografia liquida apresentou varios avancos impulsionados
pela elaboracdo de novas particulas de fases estacionarias, com o objetivo de gerar colunas mais
seletivas, eficientes e estaveis quimicamente. Nas Ultimas décadas, a HPLC tem sido a técnica
analitica mais utilizada nos laboratérios industriais, quimicos, farmacéuticos, além de ser
aplicada em outras areas da ciéncia e 6rgdos governamentais (MALDANER e JARDIM, 2009).

De acordo com Vieira (1998), a utilizacdo de suportes com pequenas particulas, foram
responsaveis pela alta eficiéncia da HPLC, j& que por esse motivo tornou-se necessario o
emprego de bombas de alta pressdo para a eluicdo da fase movel. De maneira geral, um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia é composto por um reservatério de fase moével, bomba
de alta pressdo, valvula de injecdo, coluna, detector e registrador (Figura 7).

Figura 7 — Equipamento béasico de HPLC: (a) reservatério da fase
mavel; b) bomba de alta pressao; (c) valvula de injecéo; (d) colung; (e)
detector e (f) registrador.

Fonte: Vieira (1998)

As fases moveis utilizadas na HPLC devem possuir alta pureza, portanto antes de sua
utilizacdo necessitam ser filtradas e desgaseificada. A bomba deve proporcionar uma vazao

continua que possibilite a eluicdo da fase movel adequadamente. As vélvulas de injecéo
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possuem uma al¢a com cerca de 5-50 pL para introduzir a amostra com uma seringa, a qual
libera o analito para a coluna cromatografica. A coluna utilizada para separacéo é geralmente
de aco inoxidavel com cerca de 0,45 cm de didametro e 10-25 cm de comprimento. O registro
dos dados das amostras € realizado por meio um microcomputador (VIEIRA, 1998).

Existem vérios tipos de detectores que podem ser utilizados na HPLC, tais como o de
indice de refracdo, ultravioleta, fluorescente, eletroquimico, condutividade elétrica,
espalhamento de luz, fotoionizacdo e Espectrometria de Massas (MS, do inglés Mass
Spectrometry). Este Gltimo destaca-se por favorecer a identificacdo de uma ampla faixa de
compostos em baixas concentragdes (RAMNI et al., 2011; VEKEY, 2001).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas é ideal
para separacdo e deteccdo do analito de interesse. No entanto, para que ocorra a combinacao
entre as duas é necessario de uma fonte de ionizagdo, ja que a MS analisa somente a amostra
no estado gasoso e na HPLC o analito encontra-se em solugdo. Nesse sentido, diversos
dispositivos foram desenvolvidos para superar este problema, como por exemplo, as fontes de
ionizacao por eletrospray e a ionizagdo quimica a pressao atmosférica (SKOOG et al., 2006).

O eletrospray é a fonte de ionizagdo mais utilizada na técnica de HPLC-MS. Neste
sistema, a saida da coluna de um cromatografo € conectada a uma sonda constituida por um
tubo capilar de metal com a circulacdo de um gas nebulizador, normalmente o N2 (Figura 8).
Em seguida € aplicada uma diferenca de potencial entre a ponta do tubo de metal e o cone que
contém a amostra, levando a criagdo de um “spray” composto por goticulas do analito da FM e
pelo gas nebulizador utilizado. Logo, o solvente é evaporado, normalmente com o aquecimento
da sonda, levando a diminuicéo das goticulas até que os ions presentes no analito se evaporem
e sejam direcionados parte do cone que depois ird para o analisador de ions (LANCAS, 2009).

Figura 8 — Interface do tipo eletrospray
utilizada na HPLC-MS.

do HPLC Gas
Nebulizador (N))

Alta Voltagem

Goticulas
do Solvente

Gas de Secagem

Tubo Capilar

Fonte: Lancas (2009)
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A MS é uma técnica analitica que mede a razdo Massa-Carga (m/z) de particulas
carregadas, possuindo trés principais componentes, uma fonte de ions, analisador de massas e
um detector (Figura 9). A MS baseia-se na vaporizacdo de uma amostra, levando 0s seus
componentes a formarem ions que sao separados por um campo magnético de acordo com sua

m/z e em seguida quantificado, gerando um sinal no espectro de massas (CARTER, 2017).

Figura 9 — Esquema dos principais componentes de
um Espectrémetro de Massas.
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Fonte: Lancas (2009)

De acordo com Skoog et al. (2006), a combina¢do de HPLC e MS proporciona uma alta
seletividade, ja que os picos ndo-resolvidos podem ser isolados a partir do monitoramento de
um Unico valor de massa. Além disso, a HPLC-MS pode fornecer uma impressao digital de um
determinado eluato ao invés de utilizar o tempo de retencdo, massa molar do analito analisado,

informacao estrutural, bem como uma analise quantitativa exata.

3.6 Metodos convencionais para a remocgao de cianobacterias

O tratamento de 4gua reiine um conjunto de processos gque possibilita a sua potabilidade
para consumo humano. Os procedimentos diferem de acordo com a qualidade do recurso
hidrico, pais e regido, resultando na clarificagdo com a remog¢édo da matéria organica natural
(NOM, do inglés Natural Organic Matter), desinfeccdo para inativar contaminantes
patogénicos e a utilizagdo de técnicas adicionais, com o objetivo de cumprir os padrdes exigidos
pela legislacdo (MEREL et al., 2013).
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No Brasil, as Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs) utilizam métodos denominados
de convencionais de ciclos completos, os quais incluem coagulacao, floculacéo, sedimentacéo,
filtracdo rapida em areia e desinfeccdo (SARAIVA SOARES et al., 2013; MOHAMED, 2016).
O processo de tratamento convencional possibilita a remocao das células de cianobactérias,
porém € ineficiente na remog&o de cianotoxinas dissolvidas (CAMACHO et al., 2013).

A coagulacéo é a primeira etapa do tratamento de agua, no qual sdo utilizados reagentes
quimicos, principalmente a base de aluminio e ferro como o objetivo de realizar a
desestabilizacdo das impurezas dissolvidas e dos coloides, produzindo um grande agregado de
flocos que podem ser removidos em processos posteriores, a exemplo da filtracdo (GAO,
HAHN e HOFFMANN, 2002; MC, VE e NM, 2017).

No Brasil, o coagulante mais utilizado pelas ETAs € o sulfato de aluminio devido a sua
eficiéncia no processo de remocédo dos sélidos em suspensédo e pelo baixo custo de aquisicdo
(MONACO, et al., 2010). No entanto, a principal desvantagem na utilizacdo deste reagente esta
relacionado com sua acumulagdo nas aguas tratadas, pois concentragcdes maiores que 200ug.L"
! podem causar sérios danos a salde humana, como por exemplo o desenvolvimento do
Alzheimer (DOMINGO, 2003).

A coagulacdo é um processo baseado nos efeitos das cargas presentes na agua, as quais
particulas suspensas na agua que carregam cargas negativas devido a adsorcdo de ions,
substituicdo ibnica ou ionizacdo dos grupos de superficie, podem ser coaguladas pelas cargas
positivas dos coagulantes utilizados (SILLANPAA et al., 2015).

A floculagdo é um processo realizado juntamente com a coagulacdo, que tem por
objetivo reunir as particulas para a formacdo de grandes aglomerados de flocos. Os dois
processos reduzem ou neutralizam a carga das particulas suspensas ou do potencial zeta,
permitindo que a forca de atracdo de VVan der Waals garanta a agregacao das particulas coloidais
suspensas, formando os flocos (EBELING et al., 2003).

A sedimentacdo € um processo de separacdo gravitacional, no qual as particulas em
suspensdo se depositam nos tanques de tratamento de agua, devido ao movimento das particulas
através do fluido em respostas a diferenca de densidade (SPEIGHT, 2017). Os sistemas de
sedimentagdo possuem um local de coleta de iodo produzido no processo de floculagéo e podem
ser equipados com placas decantadoras para otimizar seu desempenho (AHMAD, 2005).

A filtracdo rapida de areia € um processo fisico-quimico de purificacdo de dgua utilizado
para remover matérias coaguladas, floculadas, bem como suspensas que ndo foram removidas
durante as etapas anteriores (BHOSALE e SALKAR, 2013). Este processo geralmente usa

filtros de meios granulares, como areia grossa, carvdo ativado granular e carvdo antracito
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triturado. Para manter um bom desempenho, a filtragdo rapida utilizada nos tratamentos de
agua, exigem que os filtros sejam limpos regularmente (CHORUS e BARTRAM, 1999).

A desinfeccdo constitui a ultima etapa do tratamento de agua que tem por objetivo
inativar ou remover 0s microrganismos remanescentes ao longo do processo (BETANCOURT
e ROSE, 2004). Assim, para efetivar a desinfeccdo séo utilizados uma variedades de agentes
fisicos e quimicos, como a utilizagéo de cloro, bromo, iodo, 0zbnio, a realizacdo de fervura e
uso da radiacdo UV (OKPARA, OPARAKU e IBETO, 2011).

A utilizacdo do tratamento convencional utilizado pelas ETAs tem se mostrado
ineficiente para remocao das cianotoxinas dissolvidas (ALMEIDA et al., 2016). Nesse sentido,
torna-se necessario o desenvolvimento de metodologias complementares que possam atuar em
conjunto com os procedimentos convencionais, visando a otimizagdo do tratamento. Diversas
tecnologias tem se destacado, entre elas, adsor¢do em carvao ativado (CAVALCANTI et al.,
2008; IBRAHIM, SALIM e AZAB, 2015; ZHU et al., 2016), microfiltracdo (SORLINI,
GIALDINI e COLLIVIGNARELLI, 2013; AMARAL et al., 2013), oxidacdo quimica
(CHANG et al., 2015; KIM et al., 2017), nanofiltracdo (CORAL et al., 2011; DIXON et al.,
2011), ultrafiltracdo (NISHI et al., 2012; LIU et al., 2017), osmose reversa (VILLACORTE et
al., 2015; JIANG, L1 e LADEWIG, 2017) e principalmente os Processos Oxidativo Avangados
(MOMANI, AL, SMITH e GAMAL EL-DIN, 2008; JO et al., 2017; SONG et al., 2018), os
quais serao melhor discutidos no topico seguinte.

3.7 Processos Oxidativos Avancados (AOPs)

Os Processos Oxidativos Avangados (AOPs) foram propostos pela primeira vez para
tratamento de dguas de abastecimento na década de 1980, sendo mais tarde aplicado nos mais
diferentes tipos de tratamento aguas residuais. Os AOPs atuam como poderosos agentes
oxidantes, conseguindo degradar e remover diferentes poluentes organicos e inorganicos das
aguas contaminadas (DENG e ZHAO, 2015). Assim, a utilizacdo dos AOPs em combinacgéo
com 0S processos convencionais, possibilita uma solucdo tecnolégica eficaz e segura para
obtencédo de 4gua potavel (ANTONOPOULOU et al., 2014).

Os AOPs se caracterizam por transformar poluentes com estruturas complexas em
substancias mais simples e biodegradaveis, principalmente didxido de carbono, agua e sais
inorgénicos, atraves da produgdo de espécies transitdrias oxidantes, como os radicais hidroxilas
(*OH) que séo altamente reativos e atuam através de complexas rea¢fes em cadeia para alcancar
a mineralizacdo completa dos compostos (KRISHNAN et al., 2017; AMETA, 2018). Dentre 0s
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AOPs tém se destacado os processos de H202 /UV, a reagdo de Foto-Fenton e a fotocatalise
heterogénea, principalmente utilizando 6xido de titdnio (NOGUEIRA et al., 2007).

O processo de fotocatdlise heterogénea, com aplicacdo ambiental é um tema
relativamente novo e tem sido amplamente estudado, mostrando-se com uma metodologia
promissora na purificacdo e tratamento de agua. Este AOPs utiliza semicondutores fotoativos
na degradacdo de poluentes organicos (CERVANTES, ZAIA e SANTANA, 2009; AL-
RASHEED, 2005). Os oxidos metalicos semicondutores mais utilizados e citados pela literatura
nos processos fotocataliticos séo: TiO2, WOs3, CdS, PbS, Fe.O3 (NIHALANI et al., 2012). Por
outro lado, os 6xidos mistos com estrutura ABOs, denominados de perovskitas, tem chamado
a atencdo de pesquisadores, pelos bons rendimentos apresentados, baixo preco, adaptabilidade
e estabilidade térmica (LABHASETWAR et al., 2015).

Dente os métodos fotoquimicos, existem duas técnicas para gera¢do do radical *OH com
ou sem radiacdo: a fotocatalise homogénea, a qual o catalisador encontra-se dissolvido na
solucdo, formando uma Unica fase, e a fotocatélise heterogénea que utiliza semicondutores,
geralmente na forma sélida e forma um sistema com mais de uma fase (TERAN, 2014). Na
Tabela 4 encontra-se os tipos de AOPs, sua classificacdo quanto ao sistema homogéneo e

heterogéneo e a utilizacdo ou ndo da radiacéo.

Tabela 4 — Classificacéo tipica dos sistemas de Processos Oxidativos Avancados.

Processo Homogéneo Heterogéneo
03 /UV
Com irradiacio H.0, /UV Fotocatf’ilise heterogénea
O3/H202 /UV (TiO2/02 /UV)
Foto-Fenton
0O3/HO
Sem irradiacédo 03/H202 Oas/catalisador

Reativo de Fenton
Fonte: Fioreze, Santos e Schmachtenberg (2014)

De acordo com Kumar e Pandey (2017), a eficiéncia e as taxas de oxidacdo de um
processo fotocatalitico, durante a degradacéo de poluentes orgénicos, depende de varios fatores,
tais como: concentracéo do substrato, quantidade do catalisador, pH da solucdo, temperatura do
meio reacional, tempo e intensidade de irradiacdo da luz, area superficial do semicondutor,
dopagem de ions metalicos e ndo metélicos, capacidade de dissolu¢do do oxigénio do meio
reacional, natureza e estrutura do fotocatalisador.

Os AOPs na degradacdo de poluentes organicos apresentam indmeras vantagens
(DOMENECH, JARDIM e LITTER, 2001; ABBAS e ZAHEER, 2014), tais como:
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e Apenas ndo mudam a fase do poluente, como no caso do tratamento com carvéo ativado,
mas o transforma quimicamente;

e A mineralizacdo (degradacdo) completa do composto € normalmente alcancada,
enquanto as tecnologias convencionais ndo conseguem oxidar toda a matéria organica;

e Geralmente ndo geram lama, ndo requerendo tratamentos adicionais ou descarte;

e S&o muitos utilizados para degradar contaminantes refratarios e que resistem a métodos
de tratamento fisico-quimicos, ja que possuem alto poder oxidativo;

e Servem para tratar poluentes com concentracGes muito baixas, por exemplo ppb;

e Nenhum subproduto da reacdo é formado, mesmo que em baixa concentracao;

e S&o essenciais para reduzir a concentracdo de compostos formados por tratamentos
alternativos, como a desinfeccdo;

e Conseguem geralmente melhorar as propriedades organolépticas da dgua tratada;

e Em muitos casos consomem muito menos energia, acarretando em um menor custo;

e Permitem transformar contaminantes persistentes em produtos trataveis, podendo
utilizar o tratamento bioldgico para sua remogao;

e Eliminam os desinfetantes e oxidantes residuais, como o cloro e o iodo, contribuindo

para diminuicdo dos efeitos destes contaminantes na salde humana.

Atualmente os AOPs tem sido utilizados para degradar diversos poluentes organicos em
tratamento de 4gua (TSYDENOVA, BATOEV e BATOEVA, 2015), lixiviado (SCANDELAI
et al., 2017), efluentes domésticos (SANTOS et al., 2018) e industriais (KRZEMINSKA,
NECZAJ e BOROWSKI, 2015), corantes (CASTRO, AVELLANEDA e MARCO, 2014),
farmacos (QUERO-PASTOR et al., 2014), herbicidas (KOVACS et al., 2016), petroleo
(ALJUBOURYA et al., 2015) e outros. Os AOPs também tém sido amplamente empregado na
remocdo de cianotoxinas de agua de abastecimento, principalmente as microcistinas, obtendo
resultados promissores (Tabela 5). Dentre os Processos Oxidativos Avancgados, a fotocatalise

heterogénea vem sendo amplamente estudada e serd melhor discutida a seguir.
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Tabela 5 — Utilizacdo dos Processos Oxidativos Avancados na degradacdo da cianotoxina microcistina.

Processo Oxidativo Avancado  Variante degradada Referéncia
O3, H202, 03 / H202, O3/ Fe (1) MOMANI, AL, SMITH e EL-
e Fenton MC-LR, MC-RR, DIN, 2008
UV / H202e O3/ H202 MC-LR LU, WANG e WANG, 2018
Foto-Fenton solar,
UV-A / foto-Fenton e UV-C / MC-LR FREITAS et al., 2013
H20:
Fotocatalise (WO3) MC-LR ZHAO et al., 2015
Reagente de Fenton MC-RR ZHONG et al., 2009
UV/H20; MC-LR LIU etal., 2016
Fotdlise UV-B
e UV-B / H,0, MC-LR MOON et al., 2017
Fotocatalise AgBr / AgsPOs e MC-LR, MC-YR e WANG, YANG e SHIMIZU,
Ag/BrP MC-RR 2013
Fotocatalise (TiO>) [D-Leu]-MC-LR VILELA etal., 2012
UV / H202, UV / S;08% e UV / MC-LR, MC-RR,
HSOs MC-YR e MC-LA HE etal,, 2015

Fonte: Autor (2019)

3.7.1 Fotocatalise heterogénea

A fotocatalise heterogénea € um processo que inclui uma variedade de reacdes
cataliticas que ocorrem através da ativacdo de um semicondutor através da utilizacdo de fétons
da radiacdo ultravioleta (solar ou artificial). Os catalisadores semicondutores sdo caracterizados
pela presenca das bandas de valéncia e bandas de condugéo, sendo a regiédo entre elas chamadas
de band gap (SIEVERS, 2011).

Nesse sentido, assim como os atomos ou moléculas de um soélido sdo agrupados, seus
niveis de energia também possuem esta caracteristica, expressando-a em forma de bandas. A
teoria do band gap propde para o sélido cristalino duas bandas: a Banda de Conducédo (BC),
caracterizado pelos orbitais antiligantes LUMO (do inglés Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) e a Banda de Valéncia (BV), composta pelos orbitais ligantes HOMO (do inglés
Highest Occupied Molecular Orbital), sendo estas bandas separadas por uma regiéo,
denominada de band gap (GAYA, 2014). A energia de band gap é a energia minima que deve
ser fornecida pela radiacdo para que o elétron seja excitado e promovido da BV de menor
energia para a BC de maior energia (KUMAR E PANDEY, 2017).

Na fotocatdlise heterogénea, as reagdes fotocataliticas sdo iniciadas quando o
semicondutor (fotocatalisador) absorve um foton de radiagdo UV com uma energia maior ou
igual a do band gap, excitando o elétron da banda de valéncia para banda de condugéo, gerando

um buraco ou sitio oxidante (hpy*) € um sitio redutor (enc ), denominado de par elétron-buraco
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(e—/h +) que acontece na superficie do condutor e permite a sua atuagdo como catalisador em
uma reacdo, conforme nota-se na Equacdo 1 (IBHADON e FITZPATRICK, 2013;
CERVANTES, ZAIA e SANTANA, 2009).

SrSn0z+ hv ——— hpy* + €nc 1)
Os buracos formados na banda de valéncia (hn*) do fotocatalisador reage com a agua,

formando o radical hidroxila e o cation hidron com a liberacdo de um elétron atraves da seguinte
reacao (Equacdo 2) (RIBEIRO et al., 2015):

-1
hov' + HoO ——— «OH + H* 2
O sitio hpy* também consegue oxidar o ion hidroxila, formando um radical hidroxila
(Equacéo 3) (CHEN et al., 2014):
hpv"+ OH- ——— «OH (3)
As lacunas em hp," ainda podem reagir diretamente com as espécies adsorvidas na
superficie do semicondutor, ocasionando sua oxidacdo, através da seguinte reacdo (Equacéo 4)
(RIBEIRO et al., 2015):
hov' + RXag ——— *RX s (4)
Além disso, o elétron da banda de conducéo (enc ) reduz o oxigénio molecular, levando
a formacéo do radical superoxido (+O-), conforme a Equacdo 5 (HAQUE, BAHNEMANN e
MUNEER, 2012):

Oz +epe — *O2 (5)

Em seguida o radical superoxido pode reagir com o préton, produzindo o radical
hidroperdxido (H20¢), como nota-se na Equacdo 6 (COLMENARES e LUQUE, 2014):

0, + HY ———— H,0- (6)
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Os radicais hidroperoxido podem se unir, formando peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (Equacédo 7) (ZIOLLI e JARDIM, 1998):

*OH2 + *OH; —— H20, +O2 (7)

O radical superéxido também pode reagir com o radical hidroperdxido, levando a
formacdo do anion hidroperéxido e oxigénio molecular, como observa-se na Equacdo 8
(ZIOLLI e JARDIM, 1998):

02+ «OH, ———— HO2 +0, (8)

Por sua vez, o anion hidroperdxido reage com o cation hidron, produzindo perdxido de
hidrogénio (Equacdo 9) (COLMENARES e LUQUE, 2014):

HO, + HY ——— H»0» 9)

O peroxido de hidrogénio pode ser reduzido ou reagir com o radical superoxido, levando
a formac&o de radicais hidroxilas que também pode participar de outras reacdes devido a seu
poder oxidativo (Equacdo 10 e 11) (AL-RASHEED, 2005):

H20; + epe —— *OH+ OH" (10)
H>O, + <O ——— OH+ OH™ + O (11)

Segundo Ameta, Solanki, et al. 2018, os semicondutores e o substrato podem interagir
de quatro diferentes maneiras (Figura 10), dependo das posicdes da BV e BC, além dos niveis
redox, assim pode ocorrer:

e A reducdo do substrato, quando seu nivel redox € menor que a BC do semicondutor;

e A oxidacdo do substrato, quando seu nivel redox é maior que a BV do semicondutor;

e Nem areducgdo e nem a oxidacao, quando o nivel redox do substrato se apresenta maior
que a BC e menor que a BV do semicondutor;

e A oxidacdo e a reducdo, quando o substrato apresenta nivel redox menor que a BC e

maior que a BV.
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Figura 10 — Diferentes possibilidades das reacGes fotocataliticas: (A) reducéo, (B) oxidacdo, (C) reacdo redox e
(D) nenhuma reagé&o.
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Fonte: Ameta, Solanki, et al. (2018)

Os semicondutores podem ser utilizados para fotocatalisar diversas reacdes com 0s
substratos, levando a mineraliza¢do de diversos poluentes organicos, como aromaticos, halo-
hidrocarbonetos, corantes, surfactantes, pesticidas e inseticidas. A atividade fotocatalitica dos
semicondutores podem ser otimizadas, a partir da diminuicdo da energia de band gap de modo
que coincida com a absorcdo da luz visivel e a banda de conducdo deve ser elevada para atender
a capacidade de reducdo (AMETA, SOLANKI, et al., 2018; YAN et al., 2013). A Figura 11

resume 0s principios eletrdnicos envolvidos nas reagdes fotocataliticas.

Figura 11 — Esquema mostrando os principios eletrdnicos envolvidos nos processos fotocataliticos.
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Fonte: Adaptado de Ibhadon e Fitzpatrick (2013)
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Os processos fotocataliticos tem sido amplamente utilizado no tratamento de guas para
eliminar poluentes nocivos a satude humana, pois possui vérias vantagens, Saliby et al. (2016)
apontam algumas delas:

e Consegue uma mineralizacdo (degradacao) total dos contaminantes, mesmo que este
esteja em pequenas concentracoes;

e Evita a formacéo de subprodutos téxicos, prejudiciais a saide humana;

e Produz poucos residuos, quando comparados com outros AOPs e 0s tratamentos
convencionais;

e Possibilidade de utilizar a luz solar, reduzindo os custos deste tipo de AOP.

Entretanto, para Cervantes, Zaia e Santana (2009), quando a luz solar ou artificial é
utilizada nos processos fotocataliticos, € possivel que ocorra os mecanismos de foto-oxidacao
e fotossensibilizacdo, tornando-se dificil de diferenciar se o mecanismo de oxidagdo
fotocatalitica € maior que a oxidacdo fotossensibilizada. Dentro da fotocatalise heterogénea
alguns fotocatalisadores tem sido largamente estudado, logo o0s conceitos acerca destes

materiais, bem como algumas aplicacdes serdo melhor discutidas a seguir.

3.8 Fotocatalisadores

Segundo Ameta, Solanki, et al. (2018), os fotocatalisadores s&o materiais que absorvem
radiacdo e agem como catalisadores, alterando a velocidade de uma reagdo quimica, originando
um fendmeno denominado de fotocatalise. Este processo fotoquimico inclui reacbes que
acontecem utilizando luz (radiacdo) e um semicondutor que geralmente é um fotocatalisador.
Para os autores, com base na Energia de Band Gap (Eg) produzido pela diferenca entre a banda
de valéncia (HOMO) e banda de conducdo (LUMO), os materiais podem ser classificados em
trés principais categorias (Figura 12): metal ou condutor (Eg < 1.0 eV), semicondutor (Eg <
1.5-3.0 eV) e isolante (Eg > 5.0 eV).



Figura 12 — Representacdo dos niveis de energia dos materiais.
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Fonte: Adaptado de Ameta, Solanki, et al. (2018)

De acordo com Gaya (2014), os isoladores sdo caracterizados pelo grande intervalo
entre a banda de valéncia e banda de conducédo, enquanto nos condutores, ndo é observado
aparentemente esse espaco devido a sobreposicdo de orbitais moleculares, ja os semicondutores
possuem um intervalo de banda intermediario, sendo distinguido do isolador pelo tamanho da
banda apresentada.

Os semicondutores inorgénicos sdo considerados como sucedidos fotocatalisadores,
mostrando bons resultados nas mais diversas aplicacOes. Estas substancias se apresentam na
forma de 6xidos sélidos e os mais utilizados na fotocatalise heterogénea sdo: TiO, (HAIDER,
et al., 2017), ZnO (STIEBEROVA et al., 2017), CdS (CHENG et al., 2018), WO3 (DONG et
al., 2017), SnO, (ZHAO et al., 2015), ZnS (MANSUR e MANSUR, 2015), CdTe (HU et. al.,
2018), a-Fe;03 (MUKHERJEE et al., 2016), AgNbOs (HAN et al., 2019) e SrTiOs
(SHAHABUDDIN et al., 2016), sendo o TiO2 0 mais utilizado e referenciado na literatura por
apresentar boa propriedade fotocatalitica na degradacdo de diversos poluentes organicos
(GAYA, 2014; PANG et al., 2014).

Entretanto, os oxidos metalicos mistos, como CaSnOs, SrSnOs e ZnSnOz tém sido
amplamente estudados e chamado a aten¢do dos pesquisadores por apresentar distor¢oes e
inclinacdo em suas estruturas (LUCENA et al., 2017; ONG et al., 2015; ALAMMAR et al.,
2017). Devido as suas boas propriedades fotocataliticas, estes 0xidos semicondutores atuam
como fotocatalisadores, sendo aplicado em estudos voltados a fotocatalise heterogénea (CHEN
e UMEZAWA, 2014).

Para degradar as microcistinas diversos pesquisadores tem desenvolvidos
fotocatalisadores em diferentes sistemas e testado sua eficiéncia, dentre eles destacam-se: WO3-

baseado em nanoparticulas (ZHAO et al., 2015), F-Ce-TiO2 (WANG et al., 2017), TiO2 e ZnO
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(JACOBS et al., 2013), C3N4/TiO2 (SONG et al., 2018), nanoparticulas de ZnO (SUDRAJAT
e BABEL, 2018), Ag/Ag20-BiVOs (WU et al., 2017) e nanotubos de TiO> (SU et al., 2013).

3.8.1 As perovskitas SrZrxSni-xOs

Os oxidos mistos sdo denominados de perovskitas devido apresentarem a mesma
estrutura molecular do 6xido de calcio e titanio (CaTiOsz), um mineral descoberto na década de
1930 pelo geodlogo Gustav Rouse que o descreveu e denominou de perovskita em homenagem
ao mineralogista russo Count Lev Aleksevich von Perovski. As perovskitas apresentam férmula
ABOs3, onde o sitio A é normalmente maior que o sitio B e analogo ao tamanho dos anions do
sitio O. Além disso, sua estrutura é considerada como uma rede cubica de face centrada (Figura
13 (a)), com os atomos A nos cantos, B no centro e O na face deste cubo. A estrutura da
perovskita apresenta um sistema tridimensionalmente conectado por um octaedro BOg, com 0s
fons do sitio A fazendo um octaedro cubico AO1, com 0 objetivo de preencher os espagos vazios
do octaedros (HOSSAIN et al., 2017).

Figura 13 — Representacdo da: (a) estrutura cubica ideal das
perovskitas e (b) estrutura ortorrémbica das perovskitas.
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Fonte: Weston et al. (2018)

Embora as perovskitas apresentem uma estrutura ideal clbica, a grande maioria dos
compostos dessa classe apresentam desvios, sendo caracterizados por ligeiras distor¢oes em sua
geometria (Figura 13 (b)) com perda de sua simetria. Assim, as perovskitas, tais como SrSnQOg,
e SrZrOs podem se cristalizar estruturas em estruturas diferentes como ortorrombica,
romboeédrica, tetragonal, monoclinica ou triclinica. As distor¢des sdo atribuidas a diferentes
fatores como efeitos de tamanho, desvios que formam a composigéo ideal e ao efeito Jahn-
Teller JOHNSSON e LEMMENS, 2007; KEAV et al., 2014).
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As perovskitas do tipo SrSnOs e SrZrOs possuem 0 mesmo tipo de estrutura, a
ortorrémbica (Figura 13 (b)). Entretanto quando comparadas, 0 6xido de zirconato de estroncio
apresenta uma maior distor¢do em sua simetria, pois o cation B (Zr) de sua estrutura apresenta
um maior raio iénico (0.72 A) em relacéo ao do Sn que é de 0.69 A (BANNIKOV et al., 2008).

Conforme revela Roosmalen, Vanroosmalen, Cordfunke (1992) e Ctibor (2018), a
estrutura do SrZrOs a temperatura ambiente € ortorrémbica com grupo espacial pnma, devido
a diferencas na temperatura de preparacdo e impurezas, porém esta perovskita pode sofrer
transicbes de fases, saindo de baixa para alta simetria, resultando provavelmente no grupo
espacial Pm3m a uma temperatura de 1063 K.

De acordo com Kennedy, Qasim e Knight (2015), o SrSnOs apresenta uma estrutura
ortorrdmbica e pertence ao grupo espacial Pbnm no intervalo de temperatura de 8 e 350 K. No
entanto, é observada uma anomalia em aproximadamente 230 K, a qual pode ser explicada pela
presenca de nanodominios polares na desordem das inclinagdes octaédricas. Além disso,
estudos realizados por Mountstevens, Redfern e Attfield (2005), mostraram que este material
apresenta transicao de simetria ortorrombica de Pbnm para Imma em 909 K e uma transicéo de
primeira ordem para uma fase tetragonal 14/mcm em 1073 K.

Os compostos do tipo SrTi1xSnxO3 podem ser obtidos a partir de reagcdes no estado
solido e pelo método dos precursores poliméricos. Estes tipos de 6xidos mistos foram estudados
por Lavinscky et al. (2019) em relacdo assimetria e simetria do material em decorréncia da
substituicdo dos cations na estrutura da perovskita. Os autores verificaram por meio de técnicas
de caracterizacdo que a adi¢do de Sn da rede resulta no aumento do volume das células unitarias
e uma reducdo na simetria. Além disso, os modos vibracionais mais afetados pela presenca dos
dois cations com massas e raios idnicos diferentes no sistema foram o da ligacdo B-cétion.

As perovskitas do tipo ABOs com A = Ba, Ca, Sr, B, sdo oxidos que vem sendo
amplamente pesquisados devido a sua aplicabilidade dentro da &rea tecnoldgica. Essas
estruturas podem ser modificadas utilizando diferentes métodos de sinteses, o que leva a
simetrias e propriedades distintas (SUDHAPARIMALA e PRASHANNASUVAITHA, 2018).

Os Oxidos mistos como LaxBaxFeOs-s (NASRI et al., 2016), SrZrOs (SHI, LIANG e QI,
2016), LaFeOz (MAHAPATRA et al., 2018) e outros, apresentam propriedades dielétricas,
podendo ser aplicados na fabricacdo de celulas fotovoltaicas (MESQUITA, ANDRADE e
MENDES, 2018), células de combustiveis (ZHOU et al., 2016), baterias de litio (LI et al.,
2018), capacitores termicamente estaveis (KIM et al., 2014) e sensores de umidade
(FARAHANI, WAGIRAN, URBAN, 2017). Como semicondutores, as peroviskitas do tipo

ABOs vem sido estudada devido a sua boa propriedade fotocatalitica, sendo utilizadas na
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degradagéo de varios poluentes organicos (MIAO et al., 2017; GOMEZ-SOLIS et al., 2018),
entre eles a microcistina (WANG et al,.2013).

As perovskitas podem ser obtidas por diversos métodos de sintese, dentre eles podemos
citar: a reacdo no estado solido, sol-gel (CERNEA et al., 2013), técnicas hidrotérmicas
(GIRISH et al., 2015), pirdlise spray ultrassdnica (HSIEH et al., 2018), co-precipitacdo
(DJOUD e OMARI, 2015), hidrotermal assistida por micro-ondas (PRADO-GONJAL,
SCHMIDT e MORAN, 2015) e 0 métodos dos precursores poliméricos (LUCENA et al., 2013).

O método sol-gel apresenta desvantagens, as quais podemos citar: o alto custo dos
precursores utilizados, demora no processo sintético dificuldades na sintese de monolitos e no
controle de propriedades quimicas, como o pH e instabilidade, bem como exige um controle
minucioso nas condigbes experimentais durante a sintese para garantir uma boa
reprodutibilidade dos materiais (SCHMIDT et al., 1998; CAMLIBEL e ARIK, 2017).

O método de reagdo no estado so6lido pode ndo ocorrer mesmo quando as condi¢des
termodindmicas sdo favoraveis, além disto, fases indesejaveis podem ser formadas, a
distribuicdo do material pode ser ndo homogénea, € necessario utilizar altas temperatura que
podem ndo ser suficientes para levar a taxa de reacdo desejada devido a sublimacdo dos
componentes envolvidos, possiveis reacbes com cadinho, dificuldades no monitoramento da
reacdo, necessidade de moagem do material e realizacdo de uma mistura extensiva, tornando-
se um processo intensivo de energia (LI, 2008; ATHAYDE et al., 2016).

Cada metodologia de sintese das peroviskitas possui sua peculiaridade, 0 método dos
percussores poliméricos apresenta algumas vantagens, tais como: a auséncia de fases
secundarias, grande area de superficie e do volume dos poros, o que é Util para 0s processos
fotocataliticos, baixa temperatura durante a rota sintética, controle na estequiometria dos
sistemas, além de garantir uma boa reprodutibilidade (SOUZA et al. 2018; MARTINEZ,
MENESES e SILVA, 2014; PIMENTEL et al., 2005). Em decorréncia dos pontos positivos
apresentados, este método € promissor para sintetizar os 0xidos mistos SrZrxSni-xOs, logo

iremos melhor discutir sua metodologia no topico a seguir.

3.8.2 Método dos Precursores Poliméricos

O método dos precursores polimeéricos € uma derivacao do método de Pechini e tem se
destacado como uma metodologia promissora e alternativa na obtencdo de nanoparticulas de
diversos tipos de 6xidos, filmes finos e p6s nano-cristalinos, devido a sua simplicidade e
versatilidade. (SUNDE, GRANDE e EINARSRUD, 2016). O método de Pechini (1967)
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consiste na obtencdo de uma resina polimérica a partir da formagdo de quelatos de cétions
metélicos e &cido carboxilicos, geralmente o &cido citrico, em uma propor¢do de 1 mol com
para 2 a 8 mols, respectivamente. Na etapa seguinte, ap6s a formacdo do complexo estavel é
adicionado um polialcool para que ocorra uma reacdo de poliesterificacdo, sob aquecimento e
agitacdo com uma temperatura menor que 100 °C (DIMESSO, 2016; RIBEIRO et. al., 2013),
confome ilusta a Figura 14.

Figura 14 - Esquema reacional do método dos precursores poliméricos.
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Fonte: Adaptado de Braga (2014)

O é&cido citrico € de extrema importancia, pois forma complexos quelatos estaveis com
varios metais, com excecdo dos monovalentes, ja o etilenoglicol é utilizado para estatizar o
complexo metal-acido citrico, pois possui dois grupos hidroxi-alcool que tem uma grande
afinidade por metais. Além disso, a formacdo da resina polimérica por meio de sucessivas
reacOes de esterificacdo é favorecida pela presenca dos dois grupos hidroxilas (OH) do
etilenoglicol e os trés grupos carboxilicos (—-COOH) do acido citrico (MARTINELLI, 2007).
Em relacdo a temperatura durante a reagé@o poliesterificacdo, Souza et al. (2018) utilizou 90 °C
e a manteve constante até a reducdo de 2/3 do volume inicial, utilizando uma proporcao de
60:40 de &cido critico e etilenoglicol.

A resina polimérica é entdo, submetida a dois tratamentos térmicos para obtencéo do
material exatamente com a estequiometria desejada. Assim, a primeira calcinacdo deve ser
realizada em temperaturas proximas de 473 K para decomposic¢do das cadeias poliméricas
(combustdo de parte da matéria organica). O segundo tratamento térmico é realizado com
temperaturas variando entre 473 K e 1073 K, ocasionando a oxidagdo dos cations e levando a
obtencéo das fases cristalinas (MARTINELLI, 2011).

Durante o processo de sintese, a etapa mais critica € a obtengéo do precursor amorfo que

apos os tratamentos térmicos adequados permite a obtencdo dos 6xidos mistos pretendido. De
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maneira geral, este tipo de metodologia permite obter perovskitas com alta area superficial,
particulas menores, bom grau de homogeneidade quimica e distribui¢do de fases controladas
(HOSSAIN et al., 2017; PECHINI, 1967).

No que se refere a otimizagdo do processo de sintese dos pos precursores alguns agentes
sdo influenciadores, tais como: a relagdo entre &cido citrico e metal que esta ligada com a
estequiometria dos sistemas modificados; a propor¢do entre acido citrico e etileno glicol que
apesar de nao afetar a estequiometria, necessita de uma maior variacdo de temperatura e um
maior tempo de eliminacdo da matéria organica (CARRENO et al., 2002; ZANETTI, 1997).

Para Sanchez et al. (2010), a utilizacdo do método dos precursores poliméricos permite
a obtencdo de particulas em escala nanométrica. Suslov et al. (2017) sintetizou dois tipos de
oOxidos, o titanato de bario-estroncio (Bao.sSro.4TiOs3) e titanato de lantanio-litio (LaosLiosTiO3)
e por microscopia eletrénica de varredura observou que os materiais tinham o tamanho de 450-
500 nm e 700-750 nm, respectivamente.

Para avaliar a propriedade fotocatalitica destes materiais, a quimiometria torna-se
extremamente Util, pois permite realizar uma analise multivariada dos dados. Nesse sentido,
Alijani et al. (2014) sintetizou o N-TiO2-P25 e por meio do planejamento do tipo composto
central estudou a degradacéo do &cido vermelho 73. Behnajady e Hajiahmadi (2013) otimizou
os efeitos de anions inorganicos na presenca de TiO> utilizando o planejamento também do tipo
composto central com o objetivo de avaliar, por meio da superficie de resposta, a degradacéo
do &cido vermelho 17, ja Babajani e Jamshidi (2019) sintetizou nanoparticulas de oxido de
zinco dopado com iridio para estudar a degradacdo do verde malaquita utilizando planejamento
do tipo Box Behnken, todos os autores citados obtiveram resultados promissores em seus
trabalhos. Logo, dada a importancia da quimiometria e para um melhor entendimento sobre esta

area, seus conceitos serao apresentados no topico seguinte.

3.9 Quimiometria

A guimiometria é uma area da Quimica que utiliza métodos matematicos, estatisticos e
outras técnicas que empregam a logica para projetar ou selecionar medidas ideais para 0s
procedimentos e experimentos, de forma a extrair a maior quantidade de informacdes, a partir
da analise dos dados quimicos. Os primeiros registros quimiométricos surgiram no inicio dos
anos 70 pelos pesquisadores Svante Wold, Bruce L. Kowalski e D.L. Massart, porém o0 nome
quimiometria foi introduzido posteriormente por S. Wold, que a incluiu como um campo de
estudo dentro da Quimica (HEBERGER, 2008).
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Um grande fato que contribuiu para o avango da quimiometria foi o desenvolvimento
de computadores mais modernos e acessiveis, logo no passado 0s poderosos algoritmos que
passavam horas em desktops ou exigiam acesso a mainframes, tornaram-se ferramentas para
utilizacdo em laboratorios quimicos. Em consonancia com esta grande revolugdo encontrava-
se 0 crescimento da quimica instrumental com o desenvolvimento de instrumentos rapidos e
automatizados, que promoviam a geracdo de conjuntos de dados multivariados a partir de
técnicas como a cromatografia hifenizada e multidimensional ou RMN, necessitando assim de
métodos que pudessem tratar esses dados gerados (BRERETON et al., 2017).

A quimiometria pode ser considerada uma &rea recente dentro da quimica analitica e
desde seu surgimento, muitos métodos sdo utilizados no intuito de tornar possivel a
interpretacdo e o processamento de dados que antes ndo poderiam ser analisados. Assim, a
qguimiometria foi inicialmente aplicada na quimica analitica quantitativa, como calibracdo NIR,
resolucdo HPLC e deconvolucgdo UV / Vis (SIMOES, 2008; BRERETON et al., 2017).

Com o passar dos anos, a quimiometria juntamente com as técnicas instrumentais passou
a auxiliar diversos estudos, tais como: o desenvolvimento de novos farmacos (SINGH et al.,
2013), analise de poluentes em solos (MOSTERT, AYOKO e KOKOT, 2010) e 4gua (ROUT
et al.,, 2013), o exame de documentos forenses (BORBA et al., 2017) e preparagdo de
nanomateriais (DIL et al., 2017).

Desde seu surgimento diversas ferramentas quimiométricas foram desenvolvidas no
intuito de realizar tratamento de dados em diferentes aplicacdes. Nesse sentido, as principais
areas da quimiometria sdo: reconhecimento e classificacdo de padrdes, calibracdo multivariada
modelagem e monitoramento de processos e monitoramento de processos multivariados,
estrutura - modelagem de (re) atividade e planejamento e otimizacdo de experimentos
(OLIVIERI, 2014; SIMOES, 2008; WOLD e SJOSTROM, 1998).

3.9.1 Planejamento e otimizacao de experimentos

O planejamento de experimentos (DOE, do inglés Design of Experiments) € um método
quimiométrico que busca determinar a influéncia de mudancas dos fatores experimentais em
um processo sobre o resultado do processo. Assim, o DOE fornece informacdes sobre a
interacdo entre os fatores, bem como acerca do funcionamento do sistema como um todo, 0 que
ndo é obtido mantendo algumas condi¢fes constantes e testando um unico fator por vez (Figura
15) (OLSSON, 2006; ANDERSON, 1997).
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Figura 15 — Variaveis estudadas (a) separadamente (sem utilizar o DOE) e (b) em
conjunto (com a utilizagdo do DOE).
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Fonte: Olsson (2006)

De acordo com Barros Neto, Scarminio e Bruns (2001), um bom planejamento ocorre
quando projeta-se um experimentos de modo que ele seja capaz de fornecer exatamente a
informacdo que se deseja. Assim, inicialmente precisa-se saber 0 que de fato procura-se, pois,
dependendo do objetivo tracado, algumas técnicas podem ser mais vantajosas, enquanto outras
sdo inbcuas.

Para realizar um DOE ¢ preciso definir o problema, as variaveis (fatores), bem escolher
a regido de interesse, a partir da determinacdo de um intervalo de variabilidade para cada
parametro indicado. O nimero de valores que as variaveis podem assumir € restrito e depende
de cada DOE. Assim, pode-se lidar com variaveis discretas qualitativas e quantitativas. As
variaveis continuas quantitativas sdo discretizadas dentro de seu intervalo. Além disso, a
principio pode ser que n&o se conhega a regido de interesse, levando a exclusdo do planejamento
ideal definido inicialmente, portanto, a regido deve ser ajustada mais tarde, assim que o erro for
detectado. O DOE e o numero de niveis (valores diferentes que uma variavel pode assumir
conforme sua discretizacdo) sdo selecionados a partir dos niameros de experimentos obtidos. A
quantidade de niveis pode ser ou ndo, a mesma para todas variaveis (CAVAZZUTI, 2013).

As respostas obtidas a partir da utilizagdo do DOE sdo as variaveis de saida, nas quais
poderdo ser ou ndo afetadas pela modificagdo provocadas nos fatores (manipulagdes).
Dependendo do problema a ser estudado, varias respostas de interesse séo obtidas (Figura 16)
e se necessario essas podem ser avaliadas simultaneamente (BARROS NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2001).
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Figura 16 — Representacdo de um sistema que pode ter uma funcéo desconhecida,
interligando as variaveis de entrada (fatores) as variaveis de saida (respostas).

Fonte: Barros Neto, Scarminio e Bruns (2001)

A utilizacdo do DOE é importante, j& que é crescente a exigéncia quanto a diminuicao
de custos e a otimizacao de propriedades de diferentes produtos e processos. Uma vantagem de
utilizar esse método quimiométrico é que ele mostra como os fatores estdo interagindo na
resposta de uma ampla grama de valores, sem a necessidade de testar diretamente todos os
valores possiveis (MOREIRA et al., 2016; ANDERSON, 1997).

Leardi (2009) cita as cinco etapas que devem ser consideradas na realizacdo de um
planejamento experimental:

e Definicdo do objetivo experimental;

e Deteccdo de todos os fatores que podem ter efeito sobre o sistema;

e Elaboracdo do Planejamento experimental;

e Realizacdo das experiéncias, conforme o planejamento anteriormente elaborado;

e Andlise dos dados obtidos a partir dos testes realizados.

A otimizacdo de experimentos esta relacionada com o estabelecimento das condicdes
experimentais, sendo um procedimento realizado com o objetivo de produzir a melhor resposta
possivel. A natureza da resposta varia conforme o tipo de procedimento experimental utilizado,
bem como o proposito para qual a resposta é requerida (CALDAS et al., 2011).

Simdes (2008) afirma que para a construcdo de planejamentos otimizados 0s seguintes
procedimentos devem ser realizados:

e Especificacdo do tipo de planejamento;
e Determinacdo da regido de interesse;
e Selegdo dos numeros de sequencias a serem realizadas;

e Especificagdo do critério 6timo;
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e Realizacdo da escolha dos pontos do modelo para obtengdo do conjunto de pontos

candidatos de interesse do pesquisador.

Um bom planejamento experimental se constitui em uma técnica efetivamente
econdmica que a partir de um numero relativamente pequeno de experimentos apresenta
resultados confidveis, que quando analisados corretamente produzira resultados
estatisticamente seguros. Uma das principais vantagens na utilizacdo de DOE € o exame
metodico dos efeitos das variaveis, especialmente de suas interacdes que podem contribuir para
resolucéo de problemas complexos (BARAD, 2014).

Conforme Eriksson et al. (2000), o DOE pode ser utilizado pela indUstria nos processos
de pesquisa, desenvolvimento e producdo, auxiliando em:

e Otimizacdo de processos de fabricacdo, bem como da instrumentacédo analitica;
e Sondagem e identificacdo dos fatores determinantes;
e Testes de robustez dos métodos aplicados e dos produtos desenvolvidos;

e Realizacdo de experimentos de formulacéo.

O DOE baseia-se no procedimento de selecdo da quantidade de tentativas, bem como as
condicdes para executa-las. Esta técnica envolve a realizacdo de um conjunto ensaios
experimentais que sejam representativos em relacéo a variavel de entrada. Nesse sentido, uma
forma comum do DOE é inicialmente definir um padrdo de referéncia e em seguida realizar
novas experiéncias representativas em torno dele, conforme ilustrado na Figura 17. Os novos
experimentos realizados sdo dispostos simetricamente em torno do padrdo de referéncia, mais
conhecido como ponto central (ERIKSSON et al., 2000; BALAMURUGAN e
SAMSOLOMAN, 2014).

Figura 17 — Distribuicdo simétrica dos pontos
experimentais em torno do padréo de referéncia.

PADRAO

s

a

Fonte: Adaptado de Rittimann e Wegener (2015)
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O DOE pode ser considerado uma técnica que apresenta multiplos propositos, ja que
pode ser aplicada a experimentos fisicos e de simulagdo, além de auxiliar na investigacdo de
um valor numérico de uma expressdo analitica complexa, cujos os parametros séo variados ou
outros problemas de decisdo, aos quais os efeitos entre os fatores precisam ser avaliados
(BARAD, 2014; BOX, STUART HUNTER e HUNTER, 2005). Existem diversas técnicas de
planejamento e otimizagéo de experimentos, como o planejamento fatorial, composto central e

o0 modelo de Box Behnken.

3.9.1.1 Planejamento do tipo Box-Behnken

O planejamento do tipo Box-Behnken foi desenvolvido por Box e Behnken (1960) a
partir da elaboracdo de um novo modelo de planejamento baseado em trés niveis para a
adaptacdo de superficie de resposta. Este tipo de DOE é formado por meio da combinacdo de
experimentos fatoriais 2¥, em que k é o nimero de fatores, com projetos de blocos incompletos.
O modelo Box-Behnken é esférico com todos 0s pontos em uma esfera de raio V2, além disso,
este DOE ndo contém nenhum ponto nos vértices da regido cubica criada pelos limites superior
e inferior de cada variavel (MANOHAR et al., 2013).

Nesse sentido, este planejamento supera algumas lacunas do design composto central,
evitando os pontos axiais e o0s situados no canto do design ou ignorando a combinacao de fatores
extremos. Este DOE apresenta trés niveis (baixo, médio e alto), conforme a Figura 18 e se
caracteriza por ser totalmente rotativo, ja que ele fornece a propriedade desejavel da variacao
constantes em todos 0s pontos que estdo equidistantes do centro de design. Somasse a isto,
qguando comparado com o composto central, esse tipo de planejamento fornece um menor
nimero de ensaios experimentais para um mesmo numero de fatores avaliados (SAHU e
ANDHARE, 2018).


http://doctor.yulk.com.br/2015/11/como-inserir-o-simbolo-da-raiz-quadrada.html
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Figura 18 — Cubo para o modelo Box-Behnken, que ¢
caracterizado por possuir um ponto central, pontos localizados
no centro da aresta e ndo possuir pontos nos vértices.

1‘-

Fonte: Sahu e Andhare (2018)

Conforme relata Kittidecha e Marasinghe (2015), o nimero de experimentos utilizados

na elaboracéo do planejamento do tipo Box-Behnken é definido por
N = 2k (k-1) +Co (27)

Onde: N é o numero de ensaios a ser realizado, k é a quantidade de fatores e Co € 0 nUmero de
repeticdes no ponto central.

De acordo com Mourabet et al. (2014) e Manohar et al. (2013) a performance e
otimizacdo deste tipo de planejamento pode ser avaliado analisando a resposta (y) obtida, sendo

esta dependente dos fatores de entrada (X1, Xz, ..., X«), a partir da seguinte relagdo:
y =1 (Xy, X2, ..., Xx) + € (28)

Onde f ¢ a fungdo da resposta, cujo formato ¢ desconhecido, enquanto € ¢ o residuo associado
aos ensaios realizados. A resposta pode ser representada em um gréafico tridimensional ou de
contorno, 0s quais visualiza-se a forma da superficie de resposta. Assim, uma equacgao
polinomial de segunda ordem é normalmente utilizada para ajustar os dados experimentais e

determinar os termos relevantes do modelo:

y=p, + iBiXi + iﬁiixzi + zzﬁiniXJ’ t e (29)
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Onde Po é 0 coeficiente constante, Bi € 0 efeito linear do fator de entrada Xi, Bij € a interacdo
entre os fatores lineares, Bii é 0 efeito quadratico do fator de entrada Xi e € é o erro aleatorio.
Gujral, Kapoor e Jaimini, (2018) apontam algumas caracteristicas e vantagens na
utilizacdo do planejamento Box-Behnken:
e Na&o séo adequados para realizar experimentos sequenciais;
e Todos os fatores sdo estudados em trés niveis (baixo, médio e alto);
e Realiza menos ensaios experimentais, ja que possuem menos pontos em comparagdo
com 0s projetos de compostos centrais;
e N&o possui pontos axiais;
e Garante que todos os fatores ndo sejam ajustados simultaneamente em seus niveis mais

baixos ou mais altos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de realizacdo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Quimica Sanitaria e Ambiental (LAQUISA)
da Estacdo Experimental de Tratamento Biolégico de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), no
Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias Ambientais (LAPECA) do Centro de Ciéncias e
Tecnologia (CCT) e no Laboratério de Bioguimica do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
(CCBS) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), localizados na cidade de Campina
Grande, estado da Paraiba, situada no agreste e distante a 120 km de Jodo Pessoa, capital do
estado. O trabalho foi executado seguindo o fluxograma da figura 19 que sera melhor discutido

a sequir.

Figura 19 - Fluxograma da metodologia empregada neste trabalho
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Fonte: Autor (2019)

4.2 Cultivo da Microcystis aeruginosa

A cepa Microcystis aeruginosa, produtora da microcistina-LR foi cedida pelo Prof. Dr.
Armando Augusto Henriques Vieira, vinculado ao Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Sdo Carlos. Esta cianobactéria foi obtida a partir do isolamento de células coletadas

no Rio Tieté, localizado em Sdo Paulo.
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A espécie de Microcistina-LR € cultivada pelo LAQUISA na Sala de Cultura de Algas
e Cianobactérias (Figura 20). O cultivo foi realizado em meio ASM-1, adequado para o0
crescimento microbiano, com temperatura controlada (24 + 1) °C, fotoperiodo de 12 horas
recebendo em torno de 1.200 LUX, fornecido por ldampadas tubulares fluorescentes de 40 W e

12 horas sem a iluminacéo.

Figura 20 — Sala de cultivo da microcistina-LR.

Fonte: Autor (2019)

Apos alcancar a fase exponencial de crescimento, aproximadamente 15 a 18 dias, o cultivo
foi replicado para volumes maiores, ou seja, transferiu-se uma pequena quantidade do cultivo
de microcistina-LR antigo para uma cultura nova. As células foram replicadas em volumes
menores de 10 mL em tubos de ensaio e depois em volumes maiores de 1.000 mL até atingir
2.000 mL. O repique foi realizado em camara de fluxo laminar equipada com um bico de
Bunsen, com toda vidraria esterilizada e em temperatura ambiente.

Apbs replicado, o cultivo passou ser aerado continuamente, através da utilizacdo de um
compressor de ar para aeragdo de aquario (Inalar Compact-NS). Para evitar a contaminagéo das
células da toxina pelo ar, as vidrarias contendo as células da toxina foram autoclavadas
utilizando pipetas de Pasteur, algodéao e papel aluminio.

O cultivo da Microcystis aeruginosa foi baseado no método Estatico, também chamado
de Batch, o qual ocorre a transferéncia das células que ndo atingiram a fase de crescimento
estacionario, sendo realizado a cada 15-18 dias, quando o cultivo apresenta o crescimento na
ordem de 10° células.mL™, denominado de exponencial. Para quantificar a densidade celular
aplicou-se 0 método de sedimentacdo proposto por Utermohl (1958) e a contagem de células

utilizando um microscopio invertido.
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O meio de cultura ASM-1 utilizado foi modificado de Gorham et al. (1964) e Zagatto e
Aragdo (1992), sendo preparado a partir de solu¢des denominadas de A, B, C e D (Tabela 6),
conforme a tabela 6, diluidas em 1.000 mL de agua deionizada com posterior correcéo do pH
para 7,4. A solucdo foi esterilizada em autoclave vertical (PRISMATEC) a 120 °C, pressdo de

1 atm, durante 20 minutos.

Tabela 6 — Solucgdes utilizadas para preparo do meio de cultura ASM-1.

Solucgbes Estoque Nutrientes Quantidade ()
NaNO3 8,5000
Sol. A MgSO4 + 7H,0 2,4500
' MgCl; + 6H20 2,0500
CaClz + 2H20 1,4500
Sol. B KH2PO4 8,7000
Na2HPO4 + 12H20 17,8000
H3BO3 28,4000
MnCl; + 4H,0 13,9000
FeClz + 6H20 10,8000
Sol.C ZnCly 3,3500
CoClz + 6H20 0,1900
CuCl; + 2H20 0,0140
Sol. D EDTA titriplex 18,6000

Fonte: Adaptado de Gorham et al. (1964); Zagatto e Aragdo (1992)

Toda vidraria utilizada foi esterilizada, assim, inicialmente foram imersas em solucéo
de acido cloridrico (5%) durante 24 horas, em seguida ocorreu a autoclavagem a 121 °C e
pressao de 1 atm durante 20 minutos e por Gltimo foram submetidas a radiacdo UV durante um
periodo de 30 minutos.

4.3 Extracdo da MC-LR

Ao atingir a fase exponencial de crescimento com a concentragdo de 108 células.mL™,
depois de aproximadamente 15 dias de incubacdo, o cultivo foi submetido a lise celular pelo
congelamento e descongelamento, realizado trés vezes consecutivas para promover a liberagédo
da microcistina-LR para o meio liquido.

Ap0s a ruptura celular, a solucdo da toxina foi submetida a consecutivos processos de
centrifugacgéo a 3.600 rpm em centrifuga Baby da marca Fanem e modelo 206, utilizando tubos
(falcon), por aproximadamente 10 minutos. A cada etapa de centrifugacdo o sobrenadante

clarificado foi mantido e posteriormente filtrado utilizando papel filtro.
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Em seguida, iniciou-se a Extracdo em Fase Sélida (EFS) utilizando uma bomba a vacuo
(Vacuum Manifold) com cartuchos octadecilsilano tipo C18 (Vertepark) (Figura 21), que no
primeiro uso foram condicionados com a passagem de 5 mL de metanol (NEON, grau analitico)

e 5 mL de agua destilada, deixando o vacuo ligado por 20 minutos para secagem da silica.

Figura 21 — Bomba a vacuo.

Fonte: Autor (2019)

Logo depois de centrifugado e condicionado, a solugdo com MC-LR foi passada em
pequenos volumes nos cartuchos C18 e eluido com 5 mL de metanol, sob fluxo continuo de 5
mL/min., recomendado para que ndo ocorra perdas do analito por carreamento. Apds eluido, o
extrato concentrado foi recolhido em frascos &mbar de 50 mL e armazenados.

Por ultimo, a partir do volume final da microcistina-LR concentrada, foi recolhido uma
aliquota, para quantificagdo da toxina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada
a um Espectrometro de Massas (HPLC-MS). O extrato armazenado foi conservado em freezer

até o momento de sua utilizacdo nos ensaios experimentais.

4.4 Sintese dos 6xidos modificados SrZrxSni-xO3

Os oxidos modificados SrZrxSni1.xO3 (X = 0,25; 0,50; 0,75) foram elaborados com base
no método dos precursores poliméricos, a partir da formagdo de um quelato entre o &cido
carboxilico, acido critico e os cations metéalicos utilizados, sendo posteriormente polimerizado
com o uso do etilenoglicol levando a formacéo de um poliéster, que foi tratado termicamente
para obtencdo de um material cristalino. Os citratos de estanho e zirconio foram obtidos a partir
da descrigdo disponiveis na literatura.

A sintese dos fotocatalisadores puros e modificados foi realizada, colocando-se a
solugdo de citrato de estanho (solucdo 1) e o acido nitrico em um béquer com agitagdo

constantemente a temperatura de 60 °C. Posteriormente, foram adicionadas quantidades
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estequiométricas previamente estabelecidas da solucdo de citrato de zircénio, originando 0s
Oxidos modificados (solugéo 2).

Uma solucéo de citrato de estroncio (solucdo 3) foi preparada sob agitacdo constante e
temperatura de 70 °C, a partir do nitrato de estroncio, sendo em seguida adicionada solucdo 1
em quantidades estequiomeétricas.

Por altimo, a adicdo de etilenoglicol foi realizada, no intuito de promover a reacéo de
polimerizacdo e em seguida a solucdo foi aquecida até atingir 90 °C sob agitacdo constante para
ocorrer a eliminacdo de NOx e levar a formacdo do gel polimérico, também denominado de
resina, sendo este levado a capela para evaporar e reduzir pela metade do volume inicialmente
utilizado.

A adicdo de cada uma das solugdes descritas anteriormente, foi realizada em um forno
do tipo mufla para ocorrer a calcinacdo primaria a 250°C por 1 h. Esta etapa do processo foi
realizada de maneira gradativa utilizando-se uma razéo de aquecimento de 2 °C.min,

O pd precursor obtido a partir da calcinacdo foi desprendido com um auxilio de um
pistilo e almofariz, sendo em seguida passado em uma peneira de 100 mesh para ocorrer a
homogeneizacdo da granulometria. O po foi entdo tratado a 250 °C por um periodo de 2 horas
em atmosfera de ar sintético, sendo realizado com uma razdo de aquecimento de 2 °C.min* e
recristalizado em um forno do tipo mufla a 700 °C. O fluxograma da Figura 22 resume a
metodologia empregada para obtengdo dos 6xidos modificados.

Figura 22 — Fluxograma da metodologia empregada para obtencéo das perovskitas modificadas.
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4.5 Caracterizagao das estruturas de SrZrxSnixOs

As perovskitas foram caracterizadas utilizando técnicas de difracdo de raios x,
espectroscopia de Raman e espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis, no intuido de
verificar se as modificacfes foram realmente obtidas. A caracterizacao foi realizada em parceria
com o Laboratério de Combustiveis e Materiais do Departamento de Quimica do Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraiba, LACOM/DQ/CCEN/UFPB.

4.5.1 Difracdo de Raios X

As medidas foram realizadas em um espectrémetro de difracdo de raios X, de modelo
XRD-6000, da marca SHIMADZU, que possui poténcia de 2 kVA, voltagem de 30 kV e
corrente de 30 mA. As fendas utilizadas nesta anélise foram a de disperséo 1°, divergéncia 1°,
além da fenda de recepcdo que possuia 0,3 mm e as amostras foram submetidas a varreduras
entre 26=10-90°.

4.5.2 Espectroscopia de Raman

Os 6xidos estruturalmente modificados foram também submetidos a analises em um
espectrofotdbmetro Raman com acessoério para fotoluminescéncia, acoplado a um microscopio
Renishaw Raman com in Via um diodo de laser de estado sélido que realiza operacdo a cada 5
minutos de exposicao do detector.

4.5.3 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do UV-Vis

As amostras foram submetidas a analises em um Espectrofotdmetro UV-Visivel,
modelo UV-2550 da marca SHIMADZU, sendo os registros dos espectros foram obtidos na
regido de 900 nm a 190 nm.

4.5 Planejamento experimental

Para avaliar a performance dos 6xidos de perovskitas SrZrxSni-xOs estruturalmente
modificados, foi utilizado um planejamento do tipo Box Behnken elaborado no programa
Statistica®. Este tipo de delineamento foi utilizado, pois permite avaliar 0 mesmo numero de

fatores de um planejamento do tipo fatorial 3%, realizando menos experimentos.
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Neste trabalho foram estudados trés niveis e trés fatores, totalizando 15 ensaios,
enquanto se aplicado o planejamento fatorial 3% deveriam ser realizados 27 experimentos,
assim, o planejamento do tipo Box Behnken, torna-se mais viavel, devido a limitacdo na
quantidade de amostra.

Os fatores estudados foram: tempo, massa do Oxido modificado e estequiometria,
variando nos niveis minimo (=), intermediario (0) e maximo (+). A quantidade de radiacéo foi
mantida constante (2 ldampadas UVC de 30 W). A Tabela 7 apresenta os fatores e niveis

estudados.

Tabela 7 — Fatores e Niveis estudados.
Nivel minimo Nivel intermediario Nivel maximo

Fator
) ©) (+)
X1: Massa do 6xido (g) 0,1000 0,2000 0,3000
X2: Tempo (h) 5 9 16

X3: Estequiometria SrZro,75SNo,2503 SrZro,50Sn0,5003 SrZro,25SN0,7503
Fonte: Autor (2019)

Os fatores foram escolhidos a partir de estudos de artigos cientificos, acompanhamento
do processo de sintese dos Oxidos de perovskitas modificados e resultados promissores na
degradacéo de outro poluente organico (MOMANI, SMITH e EL-DIN, 2008; KLAFKE, 2016).

A Tabela 3 apresenta a matriz experimental do planejamento Box Behnken codificada

que foi utilizada para realizacdo dos experimentos.

Tabela 8 - Matriz de planejamento Box Behnken codificada.

Exp. X1 X2 X3
1 - - 0
2 + - 0
3 - + 0
4 + + 0
5 - 0 -
6 + 0 -
7 - 0 +
8 + 0 +
9 0 - -
10 0 + -
11 0 - +
12 0 + +
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: Autor (2019)
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O planejamento do tipo Box Behnken com trés fatores permite escrever um modelo de

regressdo polinomial de segunda ordem para otimizag¢do experimental, a partir da Equacao:

y = bO + blxl + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3

2

. Eq (30)
2 T b33X233 +E

+ bx2, + b,
Sendo:
¥y : A medicdo da resposta a partir da combinagéo dos fatores;

b,-b, : Coeficiente de regressao;

E: Erro experimental,

X1, X2, X3: Fatores avaliados.
4.6 Degradacao Fotocatalitica

Os experimentos, definidos pelo modelo Box Behnken, foram realizados utilizando um
reator fotocatalitico, composto por uma camara de radiacdo contendo trés lampadas UVC da
marca Phillips, com poténcia de 30 W e que absorvem no comprimento de onda 254 nm. As
lampadas sdo acopladas na parte superior do reator e possuem circuitos independentes (Figura
23).

Figura 23 — Reator fotocatalitico utilizado.

Fonte: Autor (2019)
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A partir da solugdo de microcistina-LR semipurificada, com a concentracdo de 8ug.L?,
preparou-se 1 L de solugdo estoque com concentracdo de 2,5 pg.L™? que foi utilizada para
realizacéo dos ensaios.

Cada experimento realizado utilizou 30 mL da solugéo estoque de microcistina-LR que
foi colocada em um recipiente de vidro, a qual foi posteriormente adicionada a quantidade
adequada de 6xido definida pelo planejamento experimental. A solucéo foi levada para o reator,
onde foi exposta a radiacdo UVC pelo tempo definido também no planejamento experimental.
O namero de lampadas UVC foi mantido constante (2 lampadas de 30 W).

A fim de avaliar a performance dos fotocatalisadores em relacéo a fotodegradacéo da
microcistina-LR, além das solu¢des submetidas as condi¢cdes experimentais definidas pelo
modelo Box Behnken, uma porc¢do da solucdo estoque na qual ndo se adicionou éxido e que
ndo foi submetida a radiacdo UVC, também foi analisada por HPLC e submetida aos testes de
hemolise. Na Figura 24 pode-se visualizar um esquema da metodologia adotada para os ensaios

experimentais.

Figura 24 — Esquema da metodologia empregada para realizar 0s ensaios experimentais.

Exp. Massa do oxido (g) Tempo (h) Estequiometria (mol)
01 0 0 0
02 + 0 -
03 _ + 0
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Fonte: Autor (2019)
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4.7 Quantificacdo da microcistina-LR por HPLC-MS

A quantificacdo e identificacdo da microcistina-LR nas amostras foi realizada utilizando
um cromatoégrafo liquido, Thermo Scientific, modelo utimate 3000, acoplado a um
espectrometro de massas também da Thermo Scientific, modelo LCQ Fleet. Os pardmetros
utilizados nas corridas cromatogréficas estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Descrigdo dos parametros utilizados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massas.

PARAMETROS DESCRICAO
Pré —Coluna Cartucho ULTRA C18 (3 x 2,1 mm)
Coluna KINETEX C18 (2,6 pm x 100 mm x 2,1 mm)

50% H20 e 50% de acetonitrila e 1% de acido férmico

Gradiente de concentragdo L
(isocratico)

Tempo total de anélise 5 minutos

Volume de injecdo da amostra 100 pL

Gases utilizados Hélio e Nitrogénio

Temperatura do capilar 350 °C

Voltagem do detector 5kV

Interface Electronspray ionization (ESI) - modo positivo
fons monitorados Monitoramento no modo positivo FULLSCAN

0 até 5 minutos (800 a 1050). Monitoramento no modo
positivo de ionizacdo, varredura dos ions no modo
FULLSCAN, e SIM para Microcistina LR: m/z =
995,5560 (M + H)*

Microcistina-LR: 100 milissegundos

Intervalo de varredura m/z

Tempo de acumulacéo de ions no
octapolo

Temperatura do Forno da coluna 40 °C
Fonte: Autor (2019)

A curva de calibracéo foi elaborada a partir de uma solugdo padrédo com concentragao
de 101 pg.L? obtida e certificada pela National Research Council, Canada. Para isso foram
analisados sete pontos com as respectivas concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 7,5; 15; 30 pg.L™.
Todos os pontos foram preparados utilizando como solvente dgua/metanol (50:50), conforme
as caracteristicas descritas na Tabela 9. A curva obtida foi linear com um coeficiente de
correlagdo (r> = 0.9908).

4.8 Estudo da citotoxicidade da MC-LR

A citotoxicidade das solucGes resultantes dos experimentos de fotodegradagdo, bem

como da solugéo estoque foi analisada utilizando um teste de atividade hemolitica (LOCIO,
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2018). Este estudo também poderia ser realizado a partir de testes com artémias, no entanto,
devido a pequena quantidade de amostra disponivel, optou-se pelos testes de atividade
hemolitica que permitiu avaliar o produto final da fotodegradacdo quanto ao seu potencial
carcinogeénico.

Os testes de hemdlise foram realizados em eritrécitos humanos frescos (tipo O+).
Inicialmente, as solu¢bes de MC-LR obtidas em cada experimento foram diluidas em soro
fisiolégico (1:10). Lavou-se as células sanguineas por trés vezes utilizando uma solucédo
tamponada com fosfato. Em seguida, adicionou-se 2 mL da solu¢do de MC-LR diluidae 2 mL
da solucdo de hematdcrito a um tubo de ensaio, deixando a solu¢do incubadas durante 1h. Os
testes foram realizados em triplicata e o acido acético a 5% LT foi utilizado como droga
hemolitica padrdo. Apos a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
e o0 sobrenadante foi transferido para um outro tubo de ensaio. A hemoglobina libertada foi
monitorada através da medicdo da absorbancia a 540 nm utilizando um espectrofotémetro,
Coleman, modelo 35/D. A porcentagem de hemolise foi calculada através da seguinte Equacéo:

% hemdlise = absorbancia da amostra - absorbancia do branco % 100 Eq (31)

absorbancia do controle do acido acético a 5% LT

4.9 Avaliacéo estatistica dos dados obtidos

A partir da realizagdo dos testes experimentais definidos pelo planejamento
experimental do tipo Box Behnken, foi realizado o tratamento dos dados obtidos, utilizando o

software Statistica® da statsoft, versdo 10.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do 6xido

5.1.1 Difragéo de Raios-X
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Os padrdes de Difracdo de Raios X (DRX) dos éxidos modificados no sistema SrZrxSn.

xO3 calcinados a 700 °C por 2h s&o apresentados na Figura 25. As amostras apresentam picos

bem definidos, referente a fase principal da estrutura da perovskita ortorrmbica (Pbnm),

confirmadas por meio da indexacdo dos picos utilizando fichas cristalografica ICDD 01-070-
4389 (SrSn0s3) e 00-044-0161 (SnZrOs3) e para os 6xidos substituidos. A analise permitiu avaliar

0 comportamento estrutural das amostras a longo alcance e dentro do seu limite de deteccdo.

Figura 25 — Padrdes de DRX do(s) (a) SrSnQOs, (b) SrZrO; e (c) 6xidos modificados SrZrSn;xO3 calcinado a

700 °C por 2 horas.
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Em adigdo, observa-se na Figura 25 (a) e (b), a formacdo de fase secundaria com a
presenca de picos referentes ao carbonato de estroncio, em torno de 25,3°; 36,2°; 44,2° e 50,0°,
conforme a ficha ICDD 00-005-0418. Verifica-se ainda que, a formacdo de tais fases ocorreu
mais intensamente no estanatos de estréncio, pois possuem uma grande facilidade de formacao
de carbonatos durante a eliminagdo da matéria organica. Entretanto, estas fases secundarias ndo
dificultam o processo de cristalizacdo dos 6xidos modificados. (LEE, et al., 2012; ALVES, et
al., 2009; HU et al., 2010).

Os céations que ocupam os sitios A e B da estrutura ABOs3, possuem papel importante
em relacdo ao grau de distor¢do e inclinagfes cooperativas na estrutura da perovskita
ortorrdombica. Assim, pode-se observar para o sistema estudado (SrZrxSn1xO3) que 0 aumento
da quantidade do Zr** no sitio B, favorece maior grau de distor¢des, devido ao seu maior raio,
0 que pode ser evidenciado nos padrdes de DRX, onde pode-se observar um descolamento dos
picos para maiores valores de teta. Este tipo de comportamento pode estar relacionado com uma
maior desordem no sistema cristalino a longo alcance, devido ao rearranjo do cation no sitio do
octaedro dos 6xidos modificados (Figura 25) (TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009).

Verificou-se ainda que os 6xidos modificados no sistema SrZrxSn1.xOz apresentou picos
bem definidos e com menores deslocamentos, logo pode-se afirmar que este tipo de sistema é
mais ordenado, devido a mudanca do cation B em seu respectivo sitio (CAVALCANTE et al.,
2007; TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; BOHNEMANN et al., 2009).

5.1.2 Espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman possui uma melhor sensibilidade quando comparada
com a DRX, esta geralmente revela informac6es da estrutura a longo alcance, aquela além de
permitir detectar as distorc¢des a curto alcance, indica a simetria do material avaliado. A Figura
26 apresenta os espectros Raman do sistema substituido estudado SrZrxSni-xOz e dos 0xidos

puros, ou seja, sem modifica¢fes estruturais.



Figura 26 — Espectros Raman das perovskitas puras (sem modificacdes estruturais)

e do sistema substituido SrZrSn; xOs.
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Os resultados dos espectros do Raman (Figura 26) revelam que as amostras puras de

SrZrOz e SrSnOs apresentam modos ativos tipicos de perovskitas do tipo ortorrdmbicas com

24 modos ativos no Raman, de acordo com a representacéo irredutivel, Traman = 7Ag + 5B1g +

7B2g + 5B3g, porém nao sdo observados todos os modos devido a sobreposicdo de alguns modos
previstos ou baixa polarizabilidade das ligacdes quimicas (ZHANG, TANG, YE, 2006;
TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; NAKAMOTO, 1986). Para uma melhor

apresentacdo e entendimento dos dados, dividiu-se 0 espectro Raman em duas regides, a

primeira compreendida entre 120-280 cm™ (Figura 27 (a) e (b)) e a segunda de 400-640 cm™.

Figura 27 — Espectros Raman do sistema modificado SrZrSni1«xOs: (a) SrSnOs, SrZro,25Sn0,7503, SrZro50SN0,5003,
SrZro.555n0.2503 € (b) SrZrOs na regido compreendida entre 120-280 cm'L.
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De acordo com a Figura 27 ((a) e (b)), nota-se uma mudanca do perfil das perovskitas
na regido entre 147 a 180 cm™, relacionado aos modos vibracionais de rede no sitio dodecaedro,
cation A da estrutura ABOs, que é também é chamada de regido do modificador de rede
(TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; ZHANG, TANG e YE, 2006). A substituicdo de
um cation menor (Sn**) por um cation maior (Zr*) promove mudancgas significativas nos modos
vibracionais ativos dessas amostras, principalmente no sistema modificado SrZrg 25Sno,7503 que
apresentou mudancas expressivas em relacdo a regido formadora de rede no sitio octaedro, do
cation B da estrutura ABOs, especialmente na regido 223 cm™ que é o modo vibracional da
ligacdo B-O quando em comparagdo com as demais estruturas modificadas, apresentando assim
um maior nimero de modos ativos no espectro Raman (ver tabela 10). A Figura 28 apresenta a

regido selecionada entre 400-640 cm™.

Figura 28 — Espectros Raman do sistema modificado SrZrSn1.xOs: (a) SrSnOs, SrZro,25SN0,7503, SrZro50SN0 5003,
SrZro.555n0.2503 € (b) SrZrOs na regido compreendida entre 400-640 cm'L.
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Fonte: Autor (2019)

Conforme verifica-se na Figura 28 ((a) e (b)), todos os sistemas apresentaram variacoes
nos perfis de bandas nas regides entre 407-412 cm™, referente ao modo torsional da ligagdo B-
O3 e 558-560 cm™ do modo estiramento da ligacdo B-O (Figura 26 e Tabela 10). Além disso,
conforme a literatura, foi verificada a presenca das bandas entre 698-750 cm™ que estdo
relacionadas com as vibrag¢fes de segunda ordem como resultado da sobreposicdo de varios
modos ativos (TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; ZHANG, TANG e YE, 2006;
NAKAMOTO, 1986).
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Tabela 10 — Frequéncias (cm™) das bandas dos espectros de Raman e designacdes para os sistemas modificados
calcinados a 700 °C por 2 horas, onde: mfc — muito fraca; mft — muito forte; m — médio; fc — fraco; ft — forte.

PRESENTES NESTE TRABALHO Tarrida,  Zang,

MODOS (2009)  (2006)
Sr100% ZI59% ZI50% ZI75% Z1100% SrZrOs  SrSn0Os3
113(mfc) 113(mfc) 114(fc) 116(mfc) 116(fc) 95 119
147(mft)  146(m)  148(ft)  148(mft) - 109 150
Rede 180(ft) 162(m) 167(mfc) 164(mfc) - 118 168
(ST-BOy) 180(mfc) 180(m)  181(fc) 143(mft) 134
163(ft) 146
169
193
Ligagéo 222(m)  223(mft)  222(m) 239 220
(B-0) 242(fc)  262(mfc) 244(mfc) 235(fc)  242(m) 279 257
305(mfc) 261(mfc) 276(fc) 305
309(mfc)  313(fc) 316
Torsional ~ 403(mfc) 405(m)  409(m)  412(m) 414(mft) 395 403
(B-03) 436(fc) 440(mfc) 438(mfc) 440(fc) 415
442
Estiramento  567(ft) 562(ft) 558(m)  557(m)  553(mft) 478 551
(B-0) 554 596
Vibracbesde 699(m)  700(fc)  700(m)  704(m)  698(fc) 621 713
segunda 750(m) 655 890
ordem 755
Totais de 08 12 11 10 10 18 11

modos ativos

Fonte: Autor (2019)

Os espectros de Raman dos sistemas SrZrxSni1.xOs evidenciaram que a composicdo da
perovskita estruturalmente modificada SrZro 25Sno 7503 pode apresentar um melhor potencial de
fotodegradagdo da microcistina-LR em relacdo com os demais sistemas, ja que apresentou um
maior nimero de bandas ativas nos espectros Raman. Conforme apresenta a literatura, quanto
maior o numero de bandas observadas nos espectros de Raman, maior é o grau de distor¢cdo da
estrutura da perovskita ortorrombica, maior polarizabilidade da molécula e como consequéncia
maior a migragdo de elétrons na rede cristalina, favorecendo assim o processo de
fotodegradacgéo dos poluentes organicos (ZHANG, TANG e YE, 2006; NAKAMOTO, 1986).

5.1.3 Espectroscopia UV-Visivel
Os espectros de UV-Visivel através da absorbancia das amostras permitiram calcular a

energia de “gap”, ajustado pelo método de Wood e Tauc (1972), conforme a Equacéo 31. Este

modelo divide o espectro em trés regides: a de altos, médios e baixos valores de energia do
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féton. No entanto, normalmente é levantado o valor do “gap” 6tico, a partir da regido de valores
de energia altos (SOLEDADE, 2003; WOOD e TAUC, 1972). A tabela 11 apresenta os valores

de band gap para o sistema modificado SrZrxSn;-xOs.

Eo= (E—Eg)*" Eq (31)
Sendo: E = Energia; Eq = Energia de gap 6tico; a = Absorbancia; n= Coeficiente experimental

Tabela 11 — Valores de “band gap” dos sistemas
modificados SrZrSn1.xOs

Concentragio de Zr*'no Energia de gap
sistema SrZrkSni1.xOs experimental (eV)

0 3,9
0,25 4,0
0,50 4,2
0,75 4.4
1,00 5,2

Fonte: Autor (2019)

Foi verificado que o aumento da quantidade do cétion substituinte no sistema
modificado SrZrxSni1.xO3 levou a um aumento nos valores de energia de “band gap” dos 6xidos
sintetizados (Tabela 11), devido a substituicio de forma gradativa do cation Sn**, de tamanho
menor por Zr** de tamanho maior, nos sitios dodecaedro e octaedro na estrutura perovskita
ortorrdmbica, confirmando o que foi observado nos espectros de Raman, a qual a modificacao
SrZro25Sne 7503 apresenta uma maior assimetria, devido a presenca de maior numeros de modos
ativos no Raman (TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; ZHANG, TANG e YE, 2006;
UDAWATTE, KAKIHANA e YOSHIMURA, 2000).

Os diferentes perfis e nimeros de bandas apresentados nos espectros de Raman (Figura
24), bem como os distintos valores de “band gap” obtidos a partir das curvas de absor¢do na
regido do visivel destes materiais, podem ser atribuidos a competi¢cdo simultanea entre os
diferentes cations B nos sitios octaedro, o qual promove uma distingdo nos niveis de
polarizabilidade eletrénica na estrutura da perovskita ortorrombica (ZHANG, TANG e YE,
2006; MOUNTSTEVENS, ATTFIELD e REDFERN, 2003).

O oxido modificado SrZrxSn1.xO3 envolve transicdes de fases que colabora para uma
melhor propriedade fotocatalitica do material. De acordo com estudos realizados por Bannikov
et al. (2008), os estados 2p do O da estrutura SrSnO3z estdo localizados na parte superior da
banda de valéncia e formam um pico intenso em 1,0 eV, ja o orbital 5p e 55 do Sn estdo

localizados entre 4,2 e 6,7 eV, muito longe dos estados 2p do O e formando algumas
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sobreposic¢des. Além disto, 0 autor observou a hibridacao do orbital d do Sn com os orbitais 2p
do O e que a parte superior e inferior das bandas de valéncia e conducdo sdo formadas pelos
estados 2p do O, d do Sn, 2p do O e s do Sn.

5.2 Planejamento Box Behnken

A Tabela 12 mostra o planejamento Box Behnken 32 decodificado. O planejamento em
questdo foi composto por 15 experimentos, nos quais foram variados em trés niveis, a massa
do 6xido; sua estequiometria, ou seja, a variacao na quantidade de zirconia e estanho contida
na perovskita e o tempo de exposicdo a radiacdo UV. Foram medidas duas respostas, a
porcentagem de degradacdo relacionada a diminuicdo da concentracdo da MC-LR apos a
fotocatalise (monitorada por HPLC-MS) e a porcentagem de hemdlise das solucBes submetidas

a fotocatalise (monitorada pelos testes de atividade hemolitica).

Tabela 12 - Matriz de planejamento Box Behnken decodificada.
Exp. Massa do 6xido (g) Tempo (h) Estequiometria %oDegradacdo %Hemdlise

1 0,1000 5 SrZro50Sno,5003 29,95 27,22
2 0,3000 5 SrZro,505n0,5003 38,97 41,11
3 0,1000 16 SrZro50Sno,5003 35,64 22,22
4 0,3000 16 SrZro50SNo,5003 31,16 28,33
5 0,1000 9 SrZro 75Sno,2503 29,48 30,00
6 0,3000 9 SrZro,75SN0,2503 17,54 22,78
7 0,1000 9 SrZro 25Sno,7503 29,48 16,67
8 0,3000 9 SrZro,25SN0,7503 14,56 20,56
9 0,2000 5 SrZro 75Sno,2503 39,90 13,89
10 0,2000 16 SrZro75SNg,2503 39,19 23,89
11 0,2000 5 SrZro 25Sno,7503 39,90 21,67
12 0,2000 16 SrZro25Sng,7503 35,23 40,00
13 0,2000 9 SrZro50SN0,5003 16,87 26,67
14 0,2000 9 SrZro50Sno,5003 19,46 27,78
15 0,2000 9 SrZro,505n0,5003 18,72 27,22

Fonte: Autor (2019)

5.2.1 Porcentagem de degradacdo da MC-LR pelo 6xido modificado (dados obtidos por
HPLC-MS)

Para avaliar os resultados da porcentagem de degradacdo da MC-LR, relacionada a
diminuigdo da concentracdo desta toxina em solugédo apds o processo de fotocatalise, elaborou-

se um modelo, considerando as variaveis lineares e quadraticas separadamente, bem como suas
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respectivas interagdes. A Figura 29 mostra o grafico de Pareto para os efeitos lineares,
quadréticos e suas interacdes.

De acordo com o grafico de Pareto, que ilustra a influéncia das variaveis independentes
(massa, tempo e estequiometria) sobre a variavel dependente (porcentagem de degradacéo da
MC-LR), os fatores individuais tempo quadrético e estequiometria quadratica, bem como a
interacdo entre a massa linear e tempo quadrético e a interacdo entre massa e tempo lineares

foram significativas por apresentar significancia maior que 0,05 (p>0,05).

Figura 29 — Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados para a percentagem de degradacao.

Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: Degradacdo (%)
3 fatores e 3 niveis, 1 bloco, 15 ensaios; Erro puro da MS = 1,782771
DV: Degradacdo (%)

Tempo (h)(Q) . EE

1Lpor2a | -8,31479
Estequiomstria(Q) | -6,50569
Lpor2L | |-5.05369
(1)Massa (g)(L) | -2,98012

(3)Estequiometria(L) :|-1,551 53

@Tempo (ML) | |613y7

2L por 3L :|-1,43029

1L por 3L :|-1,1178:

1Qpor2Lf  |-860601
1Qpor3L -,256292
Massa(g)@) | [ 1482699

p=,05

Estimativa de efeito padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Autor (2019)

De acordo com a Tabela 13, a equacdo para 0 modelo ajustado contendo apenas 0s
efeitos significativos pode ser expressa por: Y= 31,75 — 15,68(X%) — 4,52(X?3) — 6,75(X1* X2)
— 7,85(X1* X?%), onde: Y é a resposta avaliada e Xi, X2 e X3 representam as variaveis
independentes: massa, tempo e estequiometria, respectivamente.

A relagdo entre as varidveis independentes e a variavel dependente foi definida por um
modelo que considerou os fatores lineares e quadraticos de forma independente, assim como
suas interacbes. O coeficiente de determinacdo para este modelo foi R?=0,99706 e
RZ5justado=0,97942, indicando que apenas 0,29% da variagéo total n&o foi explicada pelo modelo.

Pode-se observar que os valores de RZjustado € R? S0 concordantes. (YETILMEZSOQY et al.,
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2009) e seus alto valores demonstram a alta significancia do modelo e a boa relacéo entre as
variaveis dependentes e independentes.

A analise estatistica dos valores da porcentagem de degradacdo obtidos por meio dos
experimentos realizados (Tabela 12) permitiu determinar quais fatores e/ou interacdes eram
significativos para o modelo. A Tabela 13 mostra a estimativa dos efeitos e do erro puro para a
porcentagem de degradagéo.

Tabela 13 — Estimativa dos efeitos e erro padrdo para a porcentagem de degradacao. Erro puro = 1,782771.

Estimativas dos efeitos; Var.: Degradacio (%); R-qua =, 99706; Aju:, 97942 (projeto Box-Behnken de 3 fatores, 1
bloco, 15 ensaios 3 fatores e 3 niveis, 1 bloco, 15 ensaios; Erro Puro da MS = 1,782771 DV: Degradacéo(%)

 ErrPadr. 95%  195.% ErrPadr. 95.%  195%

Fatores Efeitos © roPure '@ P [imtCuf LimtCof °°F  Coef LimtCof. LimtCuf
Mean/Tntere. 31,7502 0,385440 82,3739 0,000147 30,0918 33,4086 31,75021 0,385440 30,09179 3340862
(1)Massa (2)(L.) -2.9658 0,995203 -2,9801 0,096565 -7.2478 153162 -1,48291 0497601 -3,62392 0,65809
Massa (2)(Q) 0,1030 0,694862  0,1483 0,895729 -2.8867 3,0928 0,05151 0,347431 -1,44336 1,54639
(2)Tempo (h)(L) 21,6054 0,995203 -1,6132 0248045 -5.8874 2,6766 -0,80271 0,497601 -2,94372 133829
Tempo (h)(Q) -15,6817 0,694862 -22,5681 0,001958 -18.6715 -12,6920 -7.84086 0,347431 -9,33574 -6.34599

(3)Estequiometria(L) -1,6539 0,995203 -1,6618 0,238437 -5,9359  2,6282 -0,82693 0,497601 -2,96793 1,31408
Estequiometria(Q)  -4,5206 0,694862 -6,5057 0,022822 -7.5103 -1,5308 -2,26028 0,347431 -3.75516 -0,76541

1L por 2L -6,7477 1,335205 -5,0537 0,036995 -12.4926 -1,0028 -3,37386 0,667602 -6,24632 -0,50140
1L por 2Q -7,8503 0,944132 -8,3148 0,014158 -11,9125 -3,7880 -3,92513 0,472066 -5,95627 -1,89399
1Q por 2L -0,8125 0,944132 -0,8606 0,480152 -4,8748  3,2498 -0.40626 0,472066 -2,43740 1.62488
1L por 3L -1,4925 1,335205 -1,1178 0,379895 -7,2375  4,2524 -0,74627 0,667602 -3,61873 2,12619
1Q por 3L -0,2420 0,944132 -0,2563 0,821679 -4,3042  3,8203 -0,12099 0,472066 -2,15212 1,91015
2L por 3L -1,9765 1,335205 -1,4803 0,276940 -7,7214  3,7684 -0,98824 0,667602 -3,86070 1,88422

Fonte: Autor (2019)

A tabela 14 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para a porcentagem de
degradacdo. A partir da ANOVA pode-se comparar a variacdo entre 0s grupos, bem como
dentro deles, as quais sao denominados de fatores. Esta variagdo € representada na tabela como
a Soma Quadrética (SS) e a Média Quadratica (MQ), sendo esta Ultima a soma da variacéo
dentro dos grupos dividida pelos graus de liberdade (df). A tabela ainda utiliza os valores de F
e p, o primeiro é um teste o qual leva em consideragdo a taxa de duas amostras de variancia, ja
0 segundo € a probabilidade de as variaveis ou suas interacdes serem significativas dentro do

nivel de significancia considerado (0=0,05).
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Tabela 14 — Anélise de variancia para a resposta de porcentagem de degradacéo.

ANOVA,; Var.:%Hemodlise; R-qua=,99919; Aju:,99434 (projeto Box-Benhken de 3 fatores,
1 bloco, 15 ensaio. 3 fatores e 3 niveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=,308651
DV: %Hemolise

Fator SS Df MQ F P

(1)Massa (L) 15,833 1 15,8330 8,8811 0,096565
Massa (Q) 0,039 1 0,0392 0,0220 0,895729
(2)Tempo (L) 4,639 1 4,6393 2,6023 0,248045
Tempo (Q) 908,000 1 907,9998 509,3193 0,001958
(3)Estequiometria(L) 4,923 1 4,9234 2,7617 0,238437
Estequiometria(Q) 75,454 1 75,4541 42,3240 0,022822
1L por 2L 45,532 1 45,5316 25,5398 0,036995
1L por 2Q 123,253 1 123,2531 69,1357 0,014158
1Q por 2L 1,320 1 1,3204 0,7406 0,480152
1L por 3L 2,228 1 2,2277 1,2496 0,379895
1Q por 3L 0,117 1 0,1171 0,0657 0,821679
2L por 3L 3,906 1 3,9065 2,1912 0,276940
Erro Puro 3,566 2 1,7828

Total SS 1213,033 14

Fonte: Autor (2019)

Assumindo que os erros seguem uma distribuicdo normal, pode-se utilizar as médias
quadraticas para testar a significancia da equacéo de regressdo, a partir do teste F. O Fcaiculado €
dado pela razéo entre a média quadratica da regressdo (MQR = 1209,47) e a média quadratica
dos residuos (MQr = 1,7828). O valor de Fcaculado € comparado com o valor de Feritico(t, n-2) para
os graus de liberdade adequado, no nivel de confianca desejado. Caso MQR/MQr > Fcritico tem-
se evidencias estatisticas para acreditar que existe uma relacao entre as variaveis independentes
e a variavel dependente. Quanto mais alto o valor de MQR/MQr mais alta nossa confianca nesta
afirmacdo. Para o modelo construido neste trabalho MQR/MQr = 678,41 > F1.13)= 4,67, 2 95%
de confianga, 0 que mostra que existe uma relacdo entre as varidveis estudadas e
consequentemente a significancia do modelo construido.

A Figura 30 mostra a boa concordancia entre os valores observados experimentalmente

0 0s previstos pelo modelo e a Figura 31 a distribuicdo aleatoria dos residuos.



Figura 30 — Grafico dos valores observados versus os preditos para a % de degradacao.
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Figura 31 — Gréfico dos valores preditos versus os residuais para a % de degradagao.
Valores Preditos vs. Residuais
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De acordo com a superficie de resposta da Figura 32, porcentagens de degradacéo
superiores a 50% seriam atingidas utilizando-se os 6xidos nos niveis minimo e m&ximo, ou

seja, que aqueles que possuem maior grau de desordem estrutural, em tempos nos niveis
maximo ou minimo.

Figura 32 — Grafico de superficie de resposta em funcédo da estequiometria e tempo para a
porcentagem de degradac&o.

Superficie de Resposta; Variavel: Degradacao (%)
3 fatores e 3 niveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=1,782771
DV: Degradacao (%)

(o1 o R

> 45
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B < 39
[]<34
<29
B <24
<19

Fonte: Autor (2019)

A Tabela 12 que mostra os maiores valores de porcentagem de degradacédo alcancados
foram em torno de 40% (experimento 11). Este experimento utilizou tempo e massa no nivel
minimo, 5h e 0,2g, respectivamente, e 6xido no nivel maximo (SrZro25Sn07503). O 6xido
utilizado, SrZro25Sno,7503, se caracteriza como um 6xido com grande desordem estrutural, o
que favorece a migracéo dos elétrons e consequentemente as propriedades fotocataliticas. De
forma geral os 6xidos com menor desordem estrutural SrZros0Snos003 apresentaram menor
performance e necessitaram de maior tempo ou maior massa de 6xido para alcancar melhores
niveis de porcentagem de degradacao.

Os gréficos de contorno da Figura 33, mostram que tempos intermediarios levam a
baixos valores de porcentagem de degradagéo, enquanto, tempos minimos e maximo conduzem
a porcentagens de degradacdo em niveis superiores a 40% para as trés composi¢cdes dos 0xidos
estudados, utilizando massas nos niveis intermediarios ou maximo, principalmente. Neste

trabalho ndo foi possivel entender esse fendémeno.
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Figura 33 — Gréfico de contorno em fun¢do da estequiometria do 6xido e do tempo para a massa de (a) 0,1g
(minima), (b) 0,2g (intermediaria) e (c) 0,3g (maxima) Residuo médio quadratico = 1,782771.
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Fonte: Autor (2019)
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5.2.2 Avaliacao da citotoxicidade das solugdes apds a fotocatélise (testes de atividade
hemolitica)

A fim de avaliar a citotoxicidade das solucBes contendo MC-LR ap0s passarem pelos
experimentos de fotocatalise, ou seja, o produto da reagdo fotocatalitica entre a MC-LR e o
oxido modificado, foram realizados os experimentos definidos na tabela 12. A relagdo entre as
variaveis independentes e a variavel dependente foi definida por um modelo que considerou o0s
fatores lineares e quadraticos separadamente, bem como suas interagdes. O coeficiente de
determinacdo para este modelo foi R?=0,99919 e RZ%justado=0,99434, indicando que apenas
0,081% da variacéo total ndao foi explicada pelo modelo. Pode-se observar que os valores de
RZ3justado € R? s30 concordantes. (YETILMEZSOQY et al., 2009). O alto valor de R? demonstra a
alta significancia do modelo e a boa relacao entre as varidveis dependentes e independentes.

A anélise estatistica dos valores da porcentagem de hemolise obtidos por meio dos
experimentos realizados (Tabela 12) permitiu determinar quais fatores e/ou interagdes eram
significativos para 0 modelo. A Tabela 15 mostra a estimativa dos efeitos e do erro puro para a

porcentagem de hemolise.

Tabela 15 — Estimativa dos efeitos e erro padrdo para a porcentagem de hemolise. Residuo médio quadratico =
0,308651.

Estimativas dos efeitos; Var.: Degradagio (%); R-qua =,99919; Aju:,99434 (projeto Box-Behnken de 3 fatores, 1 bloco, 15
ensaios 3 fatores e 3 niveis, 1 bloco, 15 ensaios; Erro Puro da MS = ,308651 DV: Hemélise(%)

Err Padr, 95%  195% EmPadr.  95%  195.%

Fatores Efeitos @ oPure @ P LimtCof LimtCnf %" Coef  LimtCnf LimtCnf
Mean/Interc. 2569482 0,160377 160,2147 0,000039 2500477 2638487 2569482 0,160377 2500477 26,38487
(1)Massa (g)(L) 6,11120 0414093 14,7580 0,004560 432950  7,89290  3,05560 0207046  2,16475 394645
Massa (g)(Q) -0,06945 0289125  -0,2402 0,832556 -131345 117456 -0,03472 0,144562 -0,65672 0.58728
(2)Tempo (h)(L) -1,20372 0414093  -2,9069 0,100771 -2,98542  0,57798 -0,60186 0,207046 -1,49271 0,28899
Tempo (h)(Q) -2,43059 0289125  -8,4067 0,013856 -3,67459 -1,18659 -1,21530 0,144562 -1,83730 -0,59329
(3)Estequiometria(L) -1,20372 0414093  -2,9069 0100771 -2,98542 057798 -0,60186 0,207046 -1,49271 0,28899
Estequiometria(Q) 479174 0289125 16,5733 0,003621  3,54773 603574 239587 0,144562  1,77387 3,01787
1L por 2L -3,88895 0,555564  -7,0000 0,019804 -627934 -1.49855 -1,04447 0277782 -3,13967 -0,74927
1L por 2Q -5,83342 0,392843  -14,8492 0,004505 -7,52369 -4,14315 -291671 0,196421 -3,76184 -2,07158
1Q por 2L 11,52795 0,392843 29,3449 0,001159 9,83768 1321821 576397 0,196421 491884 6,60911
1L por 3L 555564 0,555564 10,0000 0,009852  3,16524 794603  2,77782 0277782  1,58262 3,97302
1Q por 3L 9,86126 0392843 25,1023 0,001583 817099 11,55152 493063 0,196421  4,08549 577576
2L por 3L 4,16673 0,555564  7,5000 0017317 1,77633 655713  2,08336 0277782 0,88817 327856

Fonte: Autor (2019)

A estimativa dos efeitos (Tabela 15) e o grafico de Pareto (Figura 34) mostram, em
relacdo aos efeitos principais, que a massa linear, o tempo quadratico, a estequiometria
quadrética, bem como todas as interacGes lineares e quadraticas dos efeitos principais foram

consideradas significativas para o modelo (valores destacados em vermelho, com p>0,05).
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Figura 34 — Grafico de Pareto para os efeitos padronizados para a percentagem de hemolise.

Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: %Hemadlise
3 fatores e 3 niveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da M5= 308651
DV: %Hemdlise

1Qby2L | 2934493

1Qby3L | l25.10229
Estequiometria(Q) + | 16,57326

1Lby2Q | |-14.8492

(1)Massa(L) | |14,75805
1Lby3L | 10,
Tempo(Q) | -8.40673

2Lby3L | 75
1Lby2L | -7,

(2)Tempo(L) ¢ -2,90689
(3)Estequiometria(l) -2/90689
Massa(Q) -, 240192

p=,05
Estimativa de efeito padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: Autor (2019)

De acordo com a Tabela 15, a equacdo para 0 modelo ajustado contendo apenas 0s
efeitos significativos pode ser expressa por Y = 25,69 + 6,11(X1) — 2,43(X2) + 4,79(X3) —
3,89(X1*X2) — 5,83(X1*X%) + 11,53(X%*X2) + 5,55(X1*X3) + 9,86(X21*X3) + 4,17(X2* Xa),
onde: Y é a resposta avaliada e X1, X2 e X3 representam as varidveis independentes: massa,
tempo e estequiometria, respectivamente.

A Tabela 16 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para a porcentagem de
hemolise. A partir da ANOVA pode-se comparar a variagdo entre os grupos, bem como dentro
deles, as quais sdo denominados de fatores. Esta variacdo é representada na tabela como a Soma
Quadratica (SS) e a Média Quadratica (MQ), sendo esta ultima a soma da variacdo dentro dos
grupos dividida pelos graus de liberdade (df). A tabela ainda utiliza os valores de F e p, 0
primeiro é um teste o qual leva em consideracdo a taxa de duas amostras de variancia, ja o
segundo € a probabilidade de as variaveis ou suas interacGes serem significativas dentro do

nivel de significancia considerado (0=0,05).
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Tabela 16 — Anélise de variancia para a resposta de porcentagem de hemdlise.

ANOVA,; Var.:%Hemodlise; R-qua=,99919; Aju:,99434 (projeto Box-Benhken de 3 fatores,
1 bloco, 15 ensaio. 3 fatores e 3 niveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=,308651
DV: %Hemolise

Fator SS Df MQ F P

(1)Massa (L) 67,2242 1 67,2242 217,8000 0,004560
Massa (Q) 0,0178 1 0,0178 0,0577 0,832556
(2)Tempo (L) 2,6081 1 2,6081 8,4500 0,100771
Tempo (Q) 21,8133 1 21,8133 70,6731 0,013856
(3)Estequiometria(L) 2,6081 1 2,6081 8,4500 0,100771
Estequiometria(Q) 84,7781 1 84,7781 274,6731 0,003621
1L por 2L 15,1239 1 15,1239 49,0000 0,019804
1L por 2Q 68,0576 1 68,0576 220,5000 0,004505
1Q por 2L 265,7871 1  265,7871 861,1250 0,001159
1L por 3L 30,8651 1 30,8651 100,0000 0,009852
1Q por 3L 194,4887 1  194,4887 630,1250 0,001583
2L por 3L 17,3616 1 17,3616 56,2500 0,017317
Erro Puro 0,6173 2 0,3087

Total SS 763,7261 14

Fonte: Autor (2019)

Os valores obtidos na ANOVA (tabela 16) confirmaram que, a um nivel de significancia
de 0,05, a massa linear, o tempo quadratico, a estequiometria quadratica, separadamente, bem
como todas as interagBes lineares e quadraticas dos efeitos principais influenciaram na
performance do sistema modificado SrZrxSn1.xO3, quanto a degradacdo da MC-LR, o qual levou
a uma maior diminuicdo na citotoxicidade da solucdo contendo MC-LR ap6s a reacdo de
fotocatalise com o o0xido. Assumindo que os erros seguem uma distribuicdo normal, pode-se
utilizar as médias quadraticas para testar a significancia da equagdo de regressao, a partir do
teste F. O F calculado (Fcaiculado) € dado pela razéo entre a média quadrética da regressao (MQR
=763,11) e a média quadratica dos residuos (MQr = 0,3087). O valor de Fcaiculado € cOmparado
com o valor de Feritico1, n-2) para os graus de liberdade adequado, no nivel de confianca desejado.
Caso MQR/MQr > Fcritico tem-se evidencias estatisticas para acreditar que existe uma relacao
entre as varidveis independentes e a variavel dependente. Quanto mais alto o valor de
MQR/MQr mais alta nossa confianga nesta afirmacgéo. Para 0 modelo construido neste trabalho
MQR/MQr =2472,00 > F1,13)= 4,67, a 95% de confianga, o que mostra que existe uma relagéo
entre as variaveis estudadas e consequentemente a significancia do modelo construido.

O grafico dos valores observados vs valores preditos (Figura 35) atesta a qualidade do

modelo e a Figura 36 mostra uma distribuicdo aleatéria dos residuos.
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Figura 35 — Grafico dos valores observados versus os preditos para a % de hemdlise.

Valores Observados vs. Preditos
3 fatores e 3 niveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=,308651
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Fonte: Autor (2019)

Figura 36 — Grafico dos valores preditos versus os residuais para a % de hemdlise.

Valores Preditos vs. Residuais
3 fatores e 3 niveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=,308651
DV: %Hemdlise
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Fonte: Autor (2019)

De forma geral, pode-se observar que os 0xidos que apresentaram melhor performance
fotocatalitica foram aqueles modificados com a maior variagdo na proporcao zirconia:estanho

em sua composicdo (niveis maximo e minimo), em especial 0 SrZro755n0,2503 que apresentou
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uma porcentagem de hemélise de 13,89%, utilizando 0,2000 g de 6xido por 5 horas de reacéo
fotocatalitica.

Os graficos de contorno das figuras 37, 38 e 39 nas quais séo fixados a estequiometria,
massa e tempo, respectivamente, mostram as condi¢fes onde sdo obtidas as menores %hemolise
(&rea em verde). De forma geral € possivel observar que os menores valores de hemolise foram
obtidos para 0s éxidos nos niveis minimo e méximo (ou seja, mais modificados). As melhores
condic¢des, uma maior area de baixas porcentagem de hemolise, foram obtidas para o 6xido
SrZro,75SNno,2503  utilizando-se uma massa intermediaria e tempo no nivel minimo a
intermediério. No entanto para esse 6xido baixos valores de hemdlise foram alcancados para
todos os niveis de tempo de exposicao estudados e utilizando massa de 0,1g até no maximo
0,25g. As condicbes que forneceram uma menor area de baixos valores de hemdlise foi quando
se utilizou o tempo em nivel méximo, qualquer nivel de massa.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os obtidos por Klafke (2016),
que demonstrou que a atividade fotocatalitica dos Oxidos modificados estudados esta
relacionada com a sua desordem estrutural que favorece a migracdo dos elétrons na rede
cristalina e consequentemente a formacdo do par elétron/buraco na superficie do catalisador,
favorecendo suas propriedades fotocataliticas. De fato, de acordo com a literatura (ZANG,
TANG, YE, 2006; MOUNTSTEVENS, ATTFIELD, REDFERN, 2003), a maior competicdo
simultanea entre os diferentes cations B nos sitios octaedros, que promoveram diferentes niveis
de polarizabilidade eletrdnica na estrutura ortorrémbica do 6xido, conforme comprovado pelas
analises de espectroscopia Raman. De fato, os 6xidos que apresentaram mais altas porcentagem

de degradacéo e de hemélise foram aqueles com maior modificacdo estrutural.
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Figura 37 — Gréafico de contorno em fungdo da massa do Oxido e do tempo para a estequiometria (a)
SrZro,7158N0,2503, (b) SrZros0SNos003 € (C) SrZro25Sng,7503. Residuo médio quadratico = 0,308651.
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Figura 38 — Gréfico de contorno em funcéo da estequiometria do 6xido e do tempo para a massa de (a) 0,1g, (b)
0,29 e (c) 0,3g. Residuo médio quadratico = 0,308651.
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Figura 39 — Gréfico de contorno em funcéo da estequiometria e massa do dxido para o tempo de (a) 5h, (b) S9h e
(c) 16h. Residuo médio quadratico = 0,308651.
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5.3 Estudo dos subprodutos ap6s a fotodegradacao da microcistina-LR

Os espectros de massa dos experimentos 2, 9 e 11 foram registrados no modo de
varredura no modo “FULL MS2”. Estes experimentos foram escolhidos por serem o que
apresentaram os maiores valores de porcentagem de degradacdo e porcentagem de hemdlise.
Neles foram identificados, os fragmentos com razdo massa/carga (m/z) de 155,0; 224,9; 267,0;
397,1; 555,0; 683,7; 862,8 e 996,8; que se mostraram presentes, com pequenas variagdes, em
todos os trés experimentos investigados. Estes fragmentos sdo caracteristicos da estrutura da

MC-LR, como mostram os artigos relacionados na Tabela 17.

Tabela 17 - Principais fragmentos sugeridos com sua respectiva m/z.

m/z Fragmento sugerido Referéncia

866 [Ala—Adda—Arg- (Glu ou MeAsp) —Leu—Mdha + H]* Zhang et al., 2016

682 [Arg-Adda-Glu-Mdha + H] * Puddick et al., 2015

553 [Ala—Arg— (Glu ou MeAsp) —Leu—Mdha + H]* Zhang et al., 2016

397 [Glu-Mdha-Ala-Leu + H]* Puddick et al., 2015

267 [Mdha-Ala-Leu + H]* Puddick et al., 2015

155 [Mdha-Ala + H] * Puddick et al., 2015

135 Fragmento Adda [Fenil-C3HsO] Dominguez-Pérez et al., 2017

Fonte: Autor (2019)

De acordo com Silva (2015), a estrutura da microcistina-LR é composta por diversos
aminoacidos, sendo uma molécula relativamente grande, caracterizada por varios grupos
funcionais em diferentes posicdes, 0s quais sao suscetiveis ao rompimento das ligacdes e levam
a formacdo de subprodutos da degradacdo. As clivagens dessas ligacdes peptidicas geram
fragmentos que correspondem a diferenca entre a m/z do ion molecular (995) e os radicais dos
peptideos rompidos (SONG et al., 2009).

Lobon e colaboradores (2017) utilizaram eletrodos de carbono acoplado ao TiO> para
degradar a MC-LR e conseguiram identificar os fragmentos com m/z 995,5; 851,4; 540,5;
318,2; 302,3; 274,3 e 218,2. Neste trabalho, o pico base foi o de m/z 274,3 e os picos superior
m/z 540,5 apresentaram uma intensidade significativamente baixa o que comprova a eficiéncia
da degradacéo da molécula em questéo.

O fragmento com m/z 135 é caracteristico da clivagem do aminoacido Adda que é
responsavel por grande parte da toxicidade da molécula. A ruptura da ligacdo nesta parte da
estrutura da MC-LR foi detectada a partir de sua oxidagao (m/z 134) nos experimentos 02, 09 e
11 avaliados. A Figura 40 apresenta o espectro de massas obtido na fotodegradacdo do ensaio
09 que apresentou uma maior degradacéo, conforme revelou os dados da HLPC-MS.



Figura 40 — Espectro de massas da MC-LR obtido no experimento 09 ap6s a fotodegradacéo.
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Observa-se no espectro da Figura 40, que no experimento 09 o ion molecular foi de 996,8
[M+H]* e a primeira perda foi do fragmento Adda [M—Fenil-C3HsO + H]*, gerando um ion de
m/z de 862,8; sequido da liberacdo da outra parte do mesmo aminoécido [M—C11H17NO + H]",
gerando um ion de m/z 683,7. Em seguida, ocorreu a ruptura do Glu [M-CsHsNO3 + HJ",
gerando o ion de m/z 555,0 e do Arg [M-CsH140 + H]", detectando um ion com m/z 397,1. Na
sequéncia houve o rompimento da ligacdo e a liberacdo do MeAsp [M—-CsH7NO3 + H]*, com
posterior clivagem no Leucina [M-CsH7 + H]*, a qual resultou no pico base, isto é, o pico de
maior intensidade (m/z 224,9) com férmula molecular de [C13H21N303 + H]*, sendo a perda da
outra parte resultante desta ruptura [M—C3H4NOs + H]"™ ocasionada em seguida, gerando um
ion de m/z 155,0 referente ao fragmento [Mdha-Ala +H]".

A degradacao fotocatalitica que resulta na diminuicdo da concentracdo da MC-LR em
solucdo, bem como na diminuigdo da citotoxicidade da mesma, relacionadas a eficiéncia dos
oxidos modificados estudados, depende do par elétron-buraco formado na superficie do
fotocatalisador SrZrxSni1-xOz a partir da excitagdo da banda de conducéo e valéncia, dando ao
material propriedade catalitica. Assim, este comeca a servir como fontes redox, por exemplo,
podendo reagir com a &gua adsorvida e gerar radicais hidroxilas que comegam a desencadear
diversas reages internas, inicialmente na estrutura ciclica da MC-LR (QIAO et al., 2005).

Segundo Albuquerque (2017), o processo de degradacdo da microcistina-LR mediado
pelo radical hidroxila, inicia-se por meio da incorporagéo deste radical nas ligagdes 2, 3 ou 4

da por¢éo Adda da estrutura da toxina. Em seguida, observa-se rearranjos na estrutura, os quais
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ocasionam a eliminacgdo de grupos mais labeis, como por exemplo o Adda, bem como reacGes
de ciclizagdo molecular que levam a formacéo de ciclos com menor massa molar. Na figura 41
é proposta uma possivel rota de fotodegradacao da MC-LR pelo 6xido modificado em solucgéo

aquosa.
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Figura 41 — Possivel rota de fragmentacdo da MC-LR.
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Na Figura 41, o local de inicio da degradacdo da microcistina-LR, sdo as duplas
conjugadas no anel aromatico as mais propensas para os ataques dos radicais formados pelo
fotocatalisador, o que é corroborado pelo trabalho de de Liu et al., (2016) que observou ataques
nas ligacbes dieno conjugadas, no anel benzeno e no grupo metoxi da cadeia lateral do Adda,
sendo o primeiro, indicador de que o ataque foi realizado por *OH.

Segundo Zhao e colaboradores (2015), o ataque dos radicais hidroxilas nos locais mais
labeis da molécula leva a producdo de muitos tipos de produtos intermediarios, os quais podem
ser degradados também pelo mesmo radical mencionado. Foi observado que os intermediarios
identificados no presente trabalho possuiam a estrutura ciclica intacta, sendo linearizada no
decorrer da degradacdo. Vale salientar ainda que, os peptideos de massas menores foram
verificados pela quebra dos aminoacidos L-Arg e L-Leu, conforme verificado por Silva (2015)
e Albuquerque (2017). Em estudos realizados por Sui et al., (2014) foi constatada trés principais
rotas de degradagdo da MC-LR, a hidroxilacdo do anel aromético e das ligacGes diénicas do
Adda, bem como as interagdes internas na estrutura ciclica da cianobactéria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com as técnicas de caracterizacdo utilizadas, espectroscopia Raman e
difratogramas de Raio X, foi possivel confirmar a presenca das fases cristalinas através da
indexacgdo dos picos utilizando as fichas cristalograficas ICDD 00-044-0161 (SnZrO3) e 01-
077-1798 (SrSn03). Deste modo pode-se afirmar que a perovskita SrZrxSni1.xOz foi obtida com
éxito pelo método dos precursores poliméricos, baseado no método de Pechini.

A performance dos 6xidos sintetizados quanto a degradacdo da microcistina LR em agua
foi avaliada utilizando um planejamento Box Behnken onde variou-se trés fatores em trés
niveis. A utilizacdo deste tipo de planejamento trouxe como vantagem a utilizacdo de um
numero reduzido de experimentos (15 experimentos) e a possibilidade de variar os parametros
de interesse nos niveis minimo, intermediario e maximo. E a partir deste foi possivel avaliar
quais as melhores condigdes experimentais para a aplicacdo investigada. Os fatores estudados
(variaveis independentes) foram massa, tempo de exposi¢do a radiacdo UVC e estequiometria
das composicdes do 6xido. E as varidveis dependentes a porcentagem de degradacdo e
porcentagem de hemolise. Neste sentido, de acordo com as andlises estatisticas, foi verificado
que para a primeira resposta estudada (porcentagem de degradacéo) os fatores individuais
tempo quadréatico e estequiometria quadratica, bem como a interacdo entre a massa linear e
tempo quadratico e a interacdo entre massa linear e tempo linear foram significativos para a
performance fotocatalitica dos éxidos modificados estudados. Para a porcentagem de hemdlise,
os fatores individuais massa linear, tempo quadratico, estequiometria quadratica, bem como
todas as interagdes lineares e quadraticas dos efeitos principais afetaram a resposta estudada.

De acordo com as avaliacdes estatisticas e graficos de superficie de resposta, 0 6xido
que apresentou a melhor performance fotocatalitica foi o que possui 0 maior grau de assimetria,
perovskita SrZro,75Sno 2503 proporcionando uma degradacéo de quase 39,9% da concentragédo
inicial de MC-LR e porcentagem de hemolise de 13,89% (experimento 9 da Tabela 12). Esses
resultados foram obtidos utilizando 0,2000 g de 6xido (para 30 mL de solucdo aquosa contendo
MC-LR na concentracdo de 2,5 pg.L™ e um tempo de exposicéo de 5h.

Diante do exposto pode-se afirmar que os oxidos investigados, em especial o
SrZro,25SNo,7503 € SrZro75SN0,7503, apresentam potencial para a remogéo da MC-LR em aguas
e que o produto de degradacdo possui uma toxicidade menor que 14%.
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7 PERSPECTIVAS

v’ Estudar a influéncia de fatores como pH e presenca de eletrélitos na performance dos
oxidos modificados estudados;

v' Avaliar a capacidade fotocatalitica dos Oxidos estudados para solucdes mais
concentradas;

v Investigar a performance do 6xido modificado para remoc¢do de MC-LR em aguas
residuais;

v" Realizar testes de atividade hemolitica com outras tipagens sanguineas.
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APENDICE A - ESPECTROS DE MASSAS

Figura 42 — Espectro de massas apés a fotodegradacao obtido no experimento 02.
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Figura 43 — Espectro de massas apds a fotodegradacéo obtido no experimento 09.
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Figura 44 - Espectro de massas ap6s a fotodegradagéo obtido no experimento 11.
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