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RESUMO 

 

A modificação de ambientes aquáticos pelo acúmulo de nutrientes produzidos nos diferentes 

processos antropogênicos é a principal causa de eutrofização em rios e lagos em todo o mundo. 

A eutrofização é apontada como sendo um dos principais fatores responsáveis pelo aumento 

das florações de cianobactérias. Essas florações promovem a deterioração da qualidade da água 

e constituem um sério risco à saúde. A presença de cianobactérias que produzem cianotoxinas, 

tais como a microcistina que tem efeitos negativos nos corpos hídricos destinados ao 

abastecimento público, uma vez que apresentam efeito nocivo à saúde humana e de animais. 

As microcistinas são hepatotoxinas que causam problemas principalmente no fígado e pode 

levar a morte dependendo da concentração ingerida. De maneira geral, os tratamentos 

convencionais realizados pelas estações de tratamento de água não têm sido suficientes, já que 

não conseguem eliminar as toxinas dissolvidas. Dessa forma, a presente pesquisa tem por 

objetivo avaliar a performance fotocatalítica dos óxidos modificados SrZrxSn1-xO3 quanto a 

degradação da microcistina-LR em águas de abastecimento utilizando planejamento do tipo 

Box Behnken. Os óxidos utilizados nesta pesquisa foram caracterizados por difração 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 avaliação da performance utilizou-se planejamento experimental 

variando-se 3 fatores em 3 níveis. As variáveis independentes avaliadas foram modificação 

estrutural, massa do óxido e tempo de contato do óxido com a solução. As variáveis 

dependentes foram a porcentagem de degradação e a porcentagem de hemólise após o processo 

fotocatalítico. A concentração da toxina antes e depois do experimento foi analisada utilizando 

a HPLC-MS e a toxicidade das soluções, por testes de atividade hemolítica. De acordo com os 

resultados, os padrões de DRX mostraram a presença de picos bem definidos, referente a fase 

principal da estrutura da perovskita ortorrômbica (Pbnm). Os gráficos de Raman revelaram que 

as amostras puras SrZrO3 e SrSnO3 apresentam modos ativos típicos de perovskitas do tipo 

ortorrômbicas com 24 modos ativos. O espectro de UV-Vis utilizados para calcular o band gap, 

mostrou que o aumento na quantidade do cátion A do sistema SrZrxSn1-xO3 levou a um aumento 

dessa energia. De acordo com a avaliação estatística dos resultados obtidos do planejamento 

experimental foi possível verificar a significância dos fatores estudados, bem como de suas 

interações. O gráfico de Pareto, a tabela dos efeitos e a ANOVA do planejamento experimental 

mostraram que para primeira resposta avaliada, porcentagem de degradação, os fatores 

individuais tempo quadrático e estequiometria quadrática, bem como a interação entre a massa 

linear e tempo quadrático e a massa linear e tempo linear foram significativos para a 

performance fotocatalítica dos óxidos modificados estudados. Para a segunda resposta, 

porcentagem de hemólise, os fatores individuais massa linear, tempo quadrático, estequiometria 

quadrática, bem como todas as interações lineares e quadráticas dos efeitos principais foram 

consideradas significativas para o modelo. Os dados ainda mostraram que uso de 0,2 g do óxido 

SrZr0,75Sn0,25O3 exposto a radiação de 2 lâmpadas UVC por 5 horas levou a uma degradação de 

39,9% e uma hemólise de 13,89%. O óxido que apresentou melhor performance fotocatalítica 

foi o SrZr0,75Sn0,25O3, que possui o maior grau de assimetria. Os resultados obtidos são 

promissores e indicam que o uso dos óxidos estudados se mostra adequado para a remoção da 

toxina MC-LR de águas e que o subproduto da reação de fotodegradação não é tóxico já que 

apresenta porcentagem de hemólise inferior a 30%. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Cianotoxina. Processos Oxidativos Avançados. Método Box Behnken. 

Eutrofização. 

 



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 SrZrxSn1-xO3 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 SrZrO3 

and SrSnO3 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 SrZrxSn1-xO3 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 SrZr0.75Sn0.25O3 oxide was exposed to 

radiation of 2 UVC lamps for 5 hours. The best photocatalytic oxide found was SrZr0.75Sn0.25O3, 

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 INTRODUÇÃO 

 

 As atividades agrícolas e industriais, a descarga de efluentes domésticos sem o devido 

tratamento, além das mudanças climáticas, intensificaram nos últimos anos o processo de 

eutrofização nos mananciais (GEHRINGER e WANNICKE 2014). Este fenômeno está 

relacionado com o enriquecimento excessivo das águas por nutrientes, principalmente 

nitrogênio e fósforo, tornando-se um problema de ordem mundial (ÁLVAREZ et al., 2017; 

SABINO et al., 2017) e uma preocupação especialmente para os países em desenvolvimento, 

já que possuem condições precárias de infraestrutura. 

 A região Nordeste do Brasil possui longos períodos de seca, sendo necessário o acúmulo 

de águas em reservatórios para o abastecimento da população. No entanto, devido as grandes 

evaporações e pelo acúmulo de poluentes ocorre o processo de eutrofização, causando as 

florações de fitoplâncton (SILVA, 2015). 

  A biomassa fitoplanctônica é constituída por “blooms” de cianobactérias, que 

produzem uma variedade de cianotoxinas, tais como hepatotoxinas, neurotoxinas, 

dermatotoxinas e citotoxinas que causam sérios problemas a saúde e alteraram a qualidade da 

água, ocasionando um sabor e odor desagradáveis, além de prejudicar todo o ecossistema 

aquático, 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 são 

hepatoxinas heptapeptídicas cíclicas. Esta toxina é produzida principalmente pela Microcystis 

aeruginosa, entretanto outras espécies de cianobactérias também contribuem para a presença 

das MCs nos ambientes aquáticos, tais como Anabaena, Oscillatoria, Plankothrix, 

Chroococcus e Nostoc (PEARSON et al., 2010; MOREIRA et al., 2013; ZHOU et al., 2013). 

 As microcistinas são compostas por sete aminoácidos, sendo cinco fixos e dois 

variáveis, totalizando aproximadamente 100 diferentes tipos desta cianobactéria, sendo a mais 

tóxica a Microcistina-Leucina, Arginina (MC-LR). Esta endotoxina fica no interior das células 

bacterianas, entretanto são liberadas pela senescência e lise celular, ficando dissolvidas nas 

águas dos reservatórios (ALTANER et al., 2017; ZHANG et al., 2009). 

 Segundo Carmichael (2001), um caso de grande repercussão no Brasil envolvendo as 

microcistinas, principalmente a variante LR, está relacionado à morte por hepatite tóxica de 

aproximadamente 50 pessoas em uma clínica de hemodiálise em Caruaru-PE. Assim, o 

Ministério da Saúde do Brasil, através da Portaria N° 2914/2011 estabeleceu um valor máximo 

aceitável de 1,0 μg.L-1 de MC-LR em água para consumo humano (BRASIL, 2011). 
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 Apesar dos esforços das Estações de Tratamento de Água e Esgotos (ETAS e ETES) 

para garantir a potabilidade da água a partir de métodos convencionais, tais como a coagulação 

ou floculação, sedimentação, filtração em areia e desinfecção, os mesmos não têm sido 

completamente suficientes, pois conseguem eliminar apenas as toxinas dissolvidas. Além disto, 

estas técnicas podem promover a lise celular, contribuindo para o aumento da concentração de 

MC-LR nas águas de abastecimento (MOHAMED, 2016).  

 A presença de toxinas nos reservatórios de água ameaça seriamente a qualidade da água 

potável, bem como representa um grande risco para toda população abastecida, sendo 

imprescindível o desenvolvimento de novas metodologias que possam substituir ou 

complementar a ação daquelas já utilizadas pelas ETAS e ETES e que sejam mais eficazes na 

remoção da MC-LR. Nesse sentido, diversas tecnologias têm sido desenvolvidas para remoção 

de poluentes orgânicos e cianotoxinas das águas de abastecimento, como a utilização dos 

Processos Oxidativos Avançados (AOPs, do inglês Advanced Oxidation Processes) (HAN et 

al., 2017), carvão ativado (SILVA et al., 2017; LOPES et al., 2017) e membranas de filtração 

(KOHLER et al., 2014).  

 Dentre as metodologias empregadas, os AOPs têm se destacado no desenvolvimento de 

tecnologias para o tratamento de águas residuais, sendo a sua eficiência dependente da geração 

de radicais livres reativos, sendo o mais importante o radical hidroxila (∙OH), que possui um 

poder de oxidação (Eo= +2,80 eV), podendo iniciar a reação em cadeia. Os AOPs podem ser 

classificados de acordo com a fase do catalisador em homogênea ou heterogênea, bem como 

através da presença ou ausência de radiação Ultravioleta (UV), gerando produtos não tóxicos 

como dióxido de carbono (CO2), água (H2O) e sais inorgânicos (PIGNATELLO, OLIVEROS 

e MACKAY, 2006; SHIN, YOON e JANG, 2008; ARAÚJO et al., 2016). 

 Os catalisadores heterogêneos utilizam além da radiação UV, semicondutores 

geralmente na fase sólida. Dentre estes, destacam-se os óxidos mistos inorgânicos com estrutura 

ABO3, denominados de perovskitas, que tem sido muito utilizado em pesquisas, pois 

apresentam rendimentos satisfatórios nos processos de degradação de poluentes orgânicos, 

como por exemplo a microcistina-LR (SUN, LIU e LI, 2011). 

 No entanto, para avaliar a capacidade de fotocatalítica dessas perovskitas quanto a 

degradação de poluentes orgânicos, é necessário otimizar alguns fatores, sendo a utilização do 

planejamento experimental extremamente útil. Esta ferramenta quimiométrica é baseada em 

abordagem estatística e permite avaliar a influência das variáveis de forma independente, bem 

como as suas interações, o que reduz custos e possibilita a obtenção de resultados mais 

confiáveis (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2001). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

✓ Avaliar a performance fotocatalítica dos óxidos modificados SrZrxSn1-xO3 quanto a 

degradação da microcistina-LR em águas de abastecimento utilizando planejamento do 

tipo Box Behnken. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

✓ Sintetizar os óxidos modificados SrZrxSn1-xO3; 

✓ Caracterizar as propriedades fotocatalíticas dos óxidos modificados SrZrxSn1-xO3; 

✓ Avaliar a degradação da microcistina-LR utilizando as perovskitas modificadas; 

✓ Otimizar os fatores experimentais utilizando planejamento experimental; 

✓ Avaliar de forma simultânea os fatores que contribuem para a fotodegradação da MC-

LR e porcentagem de hemólise do produto de degradação MC-LR a partir do 

planejamento Box Behnken; 

✓ Determinar quais as melhores condições para a remoção e para a diminuição toxicidade 

do produto de degradação MC-LR em águas. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Eutrofização nos ambientes lênticos 

 

 O acesso a água potável é indispensável para a sobrevivência de todos os organismos 

vivos na terra, especialmente os seres humanos. Entretanto, nos últimos anos este recurso 

natural tornou-se cada vez mais limitado, já que os reservatórios de água tem sido 

continuamente poluído por substâncias antrópicas e através de insumos de nutrientes, levando 

a um processo denominado de eutrofização (CONTARDO-JARA, KUEHN e 

PFLUGMACHER, 2015). 

 A eutrofização é um problema ambiental causado pelo enriquecimento dos ecossistemas 

aquáticos por nutrientes, principalmente compostos nitrogenados e fosforados que levam ao 

crescimento excessivo de algas e outras plantas aquáticas. Este fenômeno  pode causar sérios 

riscos à saúde da população abastecida pela água contaminada e tem se tornado um problema 

de escala mundial, principalmente em países em desenvolvimento (DAVIDSON et al., 2014; 

PAERL, HALL e CALANDRINO, 2011). 

  Em geral, o processo de eutrofização pode ser classificado como natural ou artificial. 

O primeiro ocorre muito lentamente com o tempo, enquanto o segundo, acontece de maneira 

mais rápida, já que é impulsionado por atividades antropogênicas, isto é, através dos esgotos 

domésticos, efluentes industriais e atividades agrícolas que proporcionam a poluição e o 

acúmulo de nutrientes nos reservatórios (MEREL et al., 2013; BOUHADDADA et al., 2016). 

 A região semiárida do Brasil apresenta poucas chuvas e longos períodos de secas com 

altas temperaturas. Assim, torna-se necessário o armazenamento de água em ambientes 

denominados lênticos (açudes) para o abastecimento da população, porém estes reservatórios 

estão se tornando cada vez mais eutróficos devido à presença de nutrientes, bem como devido 

ao aumento de sua concentração ocasionada  pelas altas taxas de evaporação (COSTA, 

ATTAYDE e BECKER, 2015; BRASIL et al., 2016). 

 A eutrofização leva a diminuição na qualidade da água dos ambientes lênticos, 

ocasionando consequências ecológicas e socioeconômicas, já que afeta todo ecossistema 

aquático. Esse fenômeno desencadeia várias alterações e pode causar o aumento na floração 

das algas verdes-azuladas, também chamadas de cianobactérias, que produzem potentes toxinas 

prejudiciais à saúde humana e apresentam pouca transparência com um odor e sabor 

desagradável (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 são seres 

procariontes com maioria fototróficas aeróbicas que evoluíram a partir da fotossíntese oxidava, 

cerca de 2,7 bilhões de anos e são responsáveis pela produção de 10% do total da fotossíntese 

do planeta, posteriormente essa habilidade foi transmitida para os eucariotos através da 

endossimbiose, o qual originou a plastídios, organelas que desempenham o papel da 

fotossíntese, em plantas e algas (HOHMANN-MARRIOTT e BLANKENSHIP, 2011). 

 As cianobactérias são organismos procariontes fotossintetizantes gram-negativos e 

constituem uma diversidade morfológica, fazendo parte do domínio Bacteria e do grupo das 

eubactérias. Esses organismos primitivos conseguem se adaptar facilmente a diferentes 

condições ambientais, bem como se protegem de maneira eficaz contra vários estresses 

abióticos e a versatilidade metabólica, crescendo em diferentes tipos de ambientes, sejam 

terrestres ou aquáticos (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 são 

derivados e estão relacionados a presença do pigmento c-ficocianina de cor azul-verde, 

utilizado no processo de fotossíntese. Estas algas azuis compreendem aproximadamente mais 

de 2.000 espécies identificas em 150 gêneros, os quais cerca de 40 conseguem produzir as 

cianotoxinas que representam um grande risco a saúde humana (APELDOORN et al., 2007). 

As cianofíceas podem apresentar de forma unicelular, colonial e filamentosas e seu tamanho 

pode variar conforme a espécie entre 0,5-1 µm com um diâmetro de 40 µm, já os seus filamentos 

podem atingir mais de 15 µm (SINGH et al., 2011; SILVA, 2015). 

 Algumas espécies de cianobactéria podem conter estruturas especiais chamadas de 

heterocistos, que são formados na ausência do nitrogênio, principalmente nos ambientes 

aquáticos e permitem a sua sobrevivência. Além disso, várias espécies possuem uma proteína 

granular, denominada de cianoficina que funciona como uma reserva de energia, sendo 

produzida como produto do armazenamento do nitrogênio, logo quando esse se torna deficiente 

no ambiente, essa proteína é clivada e utilizada (YUSOF et al., 2017; SHIVELY et al., 2009). 

 Para Viličić (1989), o desenvolvimento dessas algas verdes-azuladas depende da 

concentração de nutrientes e de fatores ambientais, tais como: temperatura, luz, circulação da 

água, quantidade, composição de matéria orgânica e salinidade. Assim, Heisler et al. (2008), 

afirma que haverá um surto de florações ou “booms” destes seres procarióticos, quando os 

ambientes lênticos forem expostos a temperatura da água e do ar, radiação e outras condições. 
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 O aumento da biomassa fitoplanctônica é um grande problema, já que as cianobactérias 

podem afetar de diferentes maneiras, (1) alterando as condições físicas e químicas da água, 

como por exemplo a disponibilidade de oxigênio e a transparência; (2) modificando as 

interações entre os organismos presentes no ecossistemas aquático contaminado, como peixes, 

mariscos, zooplâncton e macrófitas, e (3) produzindo potentes cianotoxinas que podem 

prejudicar a saúde dos seres humanos de diferentes formas, bem como afetar o desenvolvimento 

dos animais aquáticos (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 metabólitos 

secundários de cianobactérias possuem uma diversidade de moléculas, como ácidos graxos, 

peptídeos, terpenóides, porfinóides, alcalóides e policetídeos, no entanto não se limitam apenas 

as estes constituintes. Foi verificado que muitos destes compostos podem atuar como anti-

inflamatórios, antimicrobianos, antivirais, anticancerígenos e inibidores da protease. 

 Segundo Merel et al. (2013), a biomassa fitoplanctônica conseguem se desenvolver em 

um curto período de tempo. Os autores, afirmam que as florações de cianobactérias são 

monodispostas, podendo formar camadas de células na superfície dos reservatórios. Somasse a 

isto, os fatores ambientais também conseguem controlar as florações e as intoxicações humanas 

dependem da capacidade das cepas individuais de realizar a biossíntese de cianotoxinas, 

ocasionando uma maior exposição a esses metabolitos nocivos. 

 Segundo Walls et al. (2018), apesar das cianotoxinas representarem uma ameaça para a 

qualidade da água e a saúde, os mecanismos que regularam a sua liberação a partir das 

cianobactérias são poucos conhecidos. No entanto estudos mostram que a irrigação de plantas 

a partir de água contaminada pelas cianotoxinas, além de inibir o crescimento destas, também 

pode ocasionar intoxicação dos seres humanos através da cadeia alimentar (PHAM e UTSUMI, 

2018 , CORBEL, MOUGIN e BOUAÏCHA, 2014). 

 Os seres humanos estão expostos as cianotoxinas por diversas vias, como contato com 

a água por atividades de recreação, ingestão de forma acidental ou através das águas de 

abastecimento, pois estas podem estar fora dos padrões exigido pela legislação, além do 

consumo de alimentos contaminados, como peixes e vegetais, já que as cianotoxinas podem ser 

bioacumuladas e não é verificado diariamente a presença de toxinas, principalmente nos 

animais aquáticos, (BURATTI et al., 2017). 

 As cianotoxinas constituem um grupo de compostos estruturalmente muito 

diversificado, sendo produzidas pelas cianobactérias, provenientes do processo de eutrofização, 

e através do produto do metabolismo secundário destas que são sintetizadas por via não 
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ribossômica, o qual não é utilizado no metabolismo primário (CARMICHAEL, 1992; 

PEARSON et al., 2008). 

 As cianotoxinas são um importante grupo de compostos químicos, do ponto de vista da 

Química Ambiental, toxicologia e ecotoxicologia. Nesse sentido,  dependendo da concentração 

de toxinas nos reservatórios de águas, podem causar uma intoxicação grave, ocasionar doenças 

crônicas graves, como por exemplo o câncer e até levar à morte (BLÁHA, BABICA e 

MARŠÁLEK, 2009). 

 

3.2.1 Classificação das cianotoxinas 

 

 As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com sua toxicidade, estrutura 

química e mecanismo de ação, dentro de quatro categorias: neurotoxinas, dermatotoxinas, 

citotoxinas e hepatotoxinas (CARMICHAEL, 2001; PEARSON et al., 2010). 

 

3.2.1.1 Neurotoxinas 

 

 As neurotoxinas são alcalóides que atuam no sistema neuromuscular, causando paralisia 

dos músculos respiratórios e inibindo a transmissão dos impulsos nervosos. O contato com esta 

toxina pode levar à morte rapidamente (dentro de 2 a 30 minutos) por insuficiência respiratória, 

conforme bioensaios realizados com camundongos. Ocorrências em massa das neurotoxinas 

foram registradas na América do Norte, Austrália e Europa (CHORUS e BARTRAM, 1999). 

 As neurotoxinas são produzidas principalmente por cianobactérias dos gêneros: 

Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon, Lyngbya, Cylindrospermosis e Planktothrix 

(KAEBERNICK e NEILAN, 2001). As espécies produzidas por esses gêneros e as mais 

estudadas são: anatoxina-a, anatoxina-a (S), saxitoxinas (STX). 

 A anatoxina-a é um potente alcalóide que impede a entrada de oxigênio no cérebro por 

meio da inibição do canal de sódio que bloqueia a transmissão dos impulsos nervosos. A 

anatoxina-a (S) é um éster metílico de fosfato de guanidina que evita a degradação da 

acetilcolina ligada aos receptores através da inibição da colinesterase. O “S” de sua 

nomenclatura estar relacionado a hipersalivação mucóide viscosa, observada em testes in vivo 

com camundongos, este sintoma é típico desta cianotoxinas (CAGIDE et al., 2014; 

CARMICHAEL, 2001; TESTAI et al., 2016). A Figura 1 apresenta a estrutura química da 

anatoxina-a e anatoxina-a (S). 
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Figura 1 – Estrutura química geral da (a) anatoxina-a e (b) anatoxina-a (S). 

 
Fonte: Merel et al. (2013) 

 

 As saxitoxinas (STX), também conhecidas como toxinas do marisco paralítico são 

alcalóides compostos por grupos de carbamatos e decarbamoil, sendo produzidas por 

dinoflagelados de água doce e por algumas cepas de cianobactérias. Esta toxina atua no sistema 

neuromuscular, pois tem uma alta afinidade para se ligar a canais de sódio, bloqueando o fluxo 

desses íons na célula, levando a inibição dos canais de propagação nos potenciais da ação nas 

membranas excitáveis. Estudos tem sido realizados em relação a STX, pois pode ocasionar 

sérios ricos a saúde humana, a partir de consumo de mariscos contaminados (DURÁN-

RIVEROLL e CEMBELLA, 2017; SUK et al., 2016). 

 As STX são encontradas em menor quantidade em relação as hepatotoxinas, sendo mais 

localizadas na Austrália através da cepa da Anabaena circinalis, produtora desta toxina 

(D’AGOSTINO et al., 2014). Entretanto, no Brasil reservatórios de água potável têm sido 

contaminados por florações da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, produtora da 

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

 

Figura 2 – Estrutura química geral da saxitoxinas. 

 
Fonte: Merel et al. (2013) 

(a) (b) 
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 As STX podem ser classificados estruturalmente em várias classes como, 

descarbamilados, dissulfatados, não-sulfatados, mono-sulfatados e hidrofóbicos, que possuem 

diferenças quanto ao grau de toxicidade (WIESE et al., 2010). As principais variantes das 

saxitoxinas são 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 GARCÍA, 2017). 

 

Tabela 1 – Algumas variações das saxitoxinas. 

Variante R1 R2 R3 R4 R5 

STX H H H CONH2 OH 

GTX2 H H OSO3
- CONH2 OH 

GTX3 H OSO3
- H CONH2 OH 

GTX5 H H H CONHSO3
- OH 

C1 H H OSO3
- CONHSO3

- OH 

C2 H OSO3
- H CONHSO3

- OH 

C3 OH H OSO3
- CONHSO3

- OH 

C4 OH OSO3
- H CONHSO3

- OH 

neoSTX OH H H CONH2 OH 

GTX1 OH H OSO3
- CONH2 OH 

GTX4 OH OSO3
- H CONH2 OH 

GTX6 OH H H CONHSO3
- OH 

dcSTX H H H H OH 

dcneoSTX OH H H H OH 

dcGTX1 OH H OSO3
- H OH 

dcGTX2 H H OSO3
- H OH 

dcGTX3 H OSO3
- H H OH 

dcGTX4 OH OSO3
- H H OH 

LWTX1 H OSO3
- H COCH3 H 

LWTX2 H OSO3
- H COCH3 OH 

LWTX3 H H OSO3
- COCH3 OH 

LWTX4 H H H H H 

LWTX5 H H H COCH3 OH 

LWTX6 H H H COCH3 H 
Fonte: Merel et al. (2013) 

 

3.2.1.2 Dermatotoxinas 

 

 As bactérias Gram-negativas e cianobactérias possuem Lipopolissacarídeos (LPS) que 

integram as membranas externas de suas células e podem ser liberadas para o meio. As 

moléculas de LPS são também chamadas de endotoxinas, toxinas irritantes e dermatotoxinas, 

pois possuem propriedades inflamatórias e dermatológicas. Quando em contato com a pele ou 

ingerida em por meio de águas contaminadas podem causar vários sintomas, como doenças de 
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pele, problemas gastrointestinais, febre, alergia, dor de cabeça, problemas respiratórios e junto 

com as hepatotoxinas pode aumentar os danos hepáticos (DURAI, BATOOL e CHOI, 2015; 

RAPALA et al., 2002; ZANCHETT e OLIVEIRA-FILHO, 2013). 

 

3.2.1.3 Citotoxinas 

 

 As citotoxinas são produzidas por diversos gêneros de cianobactérias tais como 

Cylindrospermopsis raciborskii, produtora da principal espécie de cianotoxina, a 

Cilindrospermopsina (CYN), que vem sendo muito estudada devido ao aumento de florações 

desta cepa. A CYN é um alcalóide que pode causar danos no fígado e outros órgãos do corpo 

humano, além de inibir a síntese de proteínas eucarióticas e da glutationa. (CARMICHAEL e 

BOYER, 2016; LÓPEZ-ALONSO et al., 2013; PICHARDO, CAMEÁN e JOS, 2017; GARDA 

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

 

Figura 3 - Estrutura química da cilindrospermopsina. 

 
Fonte: Adaptado de Woodhouse, Rapadas e Neilan (2014) 

 

3.2.1.4 Hepatotoxinas 

 

 As hepatotoxinas são as cianotoxinas mais estudadas, devido à sua estabilidade, enorme 

produção de suas cepas nos últimos anos pelos reservatórios de água e o efeito que pode causar 

em diversos órgãos do corpo (NYBOM, 2012; CARMICHAEL, 1994). As hepatotoxinas já 

causaram mortes de animais e de  seres humanos em várias partes do mundo, sendo relatados 

casos na China, Austrália, Índia e Brasil (KAEBERNICK e NEILAN, 2001). As Nodularinas 

(NODs) e as Microcistinas (MCs) são as hepatotoxinas mais encontradas e estudadas dentro 

este grupo (GEHRINGER e WANNICKE, 2014) 
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 As NODs são um grupo de hepatotoxinas penta-peptídica cíclica produzida 

principalmente pela cianobactéria de espécie Nodularia spumigena  em águas doces e salobras 

(AKTER et al., 2017; RASTOGI, SINHA e INCHAROENSAKDI, 2014). Até o momento 

cerca de dez variações de NODs foram identificadas, sendo diferenciadas de acordo com o grau 

de metilação, aminoácidos envolvidos ou isomeração, sendo a mais abundante nos ambientes 

aquáticos, a nodularina-R (CHEN, SHEN e FANG, 2013).  

 A toxicidade da NODs está relacionada com a inibição das proteínas Fosfotase 1 (PP1), 

2A (PP2A), que leva a uma modificação na Glutationa S-transferase (WIEGAND e 

PFLUGMACHER, 2005). Nenhuma intoxicação humana foi relatada com a NODs, logo 

nenhuma portaria foi proposta pelos órgãos de saúde afim de garantir a potabilidade da água 

pelas estações de tratamento quanto a esta hepatotoxina, já que falta dados toxicológicos 

adequados (MEREL et al., 2013). A estrutura química padrão da nodularina, bem como suas 

principais variações são apresentadas na Figura 4. 

 

Figura 4 – Estrutura química geral da nodularina e suas principais variações. 

 
Fonte: Buratti et al. (2017) 

 

 As microcistinas são hepatotoxinas compostas por um grupo de heptapeptídeos cíclicos 

que apresentam uma extrema estabilidade e resistências a hidrólise química, oxidação em pH 

próximo da neutralidade, podendo persistir durante meses em águas naturais e na ausência de 

luz (SHARMA et al., 2012; ZASTEPA, PICK e BLAIS, 2014).  

 As microcistinas é constituída por uma estrutura química de sete aminoácido: D-alanina 

(D-Ala), D-eritro-β-metil aspártico (D-MeAsp), D-glutamato (D-Glu), L-aminoácidos 

variáveis (localizados nas posições X e Y na molécula da figura 5), N-metildehidroalanina 

(Mdha) e 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8, trimetildeca-4,6-ácido dienóico (Adda), sendo este 

último o responsável pelo caráter tóxico da molécula (FERREIRA e OLIVEIRA, 2016). A 

Figura 5 apresenta a estrutura geral das microcistinas. 
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Figura 5 – Estrutura geral das microcistinas. 

 
Fonte: Sharma et al. (2012) 

 

 As microcistinas possuem variações em sua estrutura química, as quais são indicadas 

em sua nomenclatura, sendo mais frequente ocorrerem nas posições dois e quatro, a partir dos 

L-aminoácidos substituídos e a desmetilação em três e sete (FONTANILLO e KÖHN, 2018). 

Existem mais de 100 análogos das microcistinas identificadas até o momento, sendo a MC-LR 

(leucina-arginina) a mais predominante nos ambientes aquáticos (BURATTI et al., 2013; 

SIVONEN e JONES, 1999). A Tabela 2 apresenta as variantes de microcistina mais estudadas, 

bem como a sua razão massa carga característica. 

 

Tabela 2 – Principais variantes da microcistina. 

Variante Posição X Posição 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) 
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 Um dos aspectos relevantes na estrutura das microcistinas é o aminoácido Adda, que 

embora sozinho não seja tóxico, a hidrofobicidade e estereoquímica desempenham um papel 

importante em sua atividade biológica (ANTONIOU et al., 2008). Entretanto, a porção Adda é 

um dos mais importantes no que se refere a toxicidade da microcistina, logo a alteração em sua 

estrutura química torna-se um passo fundamental para diminuição ou inibição de seu efeito 

toxicológico (ANDERSEN et al., 2014).  

 As microcistinas não conseguem atravessar as membranas sem o auxílio dos 

transportadores de ácidos biliares. Assim, sua entrada nos hepatócitos (células do fígado) causa 

inibição das enzimas fosfatases 1 e 2A com uma hiperfosforilação das proteínas e 

desorganização do citoesqueleto. Esta desordem ocasiona uma retração dos hepatócitos e 

consequentemente dos capilares, aumentando os espaços entre as células, ao mesmo passo que 

o sangue passa a fluir pelos espaços formados, o que provoca a hemorragia hepática e as lesões 

teciduais (PEGRAM et al., 2008; JI et al., 2011). 

 O efeito tóxico das microcistinas é marcado pela  morte que ocorre entre uma e três 

horas em ratos de laboratórios e camundongos (SCHMIDT, WILHELM e BOYER, 2014). 

Apesar do fígado ser o principal órgão afetado, outros merecem destaque, tais como: o rim, 

coração, pele e cérebro (RASTOGI, SINHA e INCHAROENSAKDI, 2014). As microcistinas, 

principalmente a variante do tipo LR são potentes agentes iniciadores e promotoras e de tumores 

no fígado (ZHOU et al., 2013). 

 A primeira identificação química 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-aminoácidos variáveis em sua estrutura. 

 O primeiro caso comprovado de microcistinas no Brasil, ocorreu em junho de 1988 em 

um lago eutrofizado na cidade de São Paulo-SP, o qual foi possível coletar e isolar a espécie de 

cianobactéria microcystin aeruginosa a partir da floração. Observou-se que a cepa desta 

cianobactéria produzia duas variantes de microcistinas, a LR e LF, sendo a última uma 

descoberta até então desconhecida pelos pesquisadores (AZEVEDO et al., 1994). 

 As microcistinas estão localizadas dentro das células de cianobactérias e a liberação 

desta toxina para o meio ambiente depende de alguns fatores, que em conjunto contribuem para 

a ocorrência da lise celular (ruptura da célula bacteriana), no entanto a senescência (idade da 

célula) é outro fator importante para o aumento da concentração desta toxina nos ambientes 

lênticos (FERREIRA e OLIVEIRA, 2016; MILLER et al., 2017). 
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 Ao se dissolver na água, as cianotoxinas podem ser bioacumuladas ao longo dos níveis 

tróficos da cadeia alimentar (CASTRO e MOSER, 2012). Estudos evidenciam que os mariscos, 

mexilhões, ostras, peixes e outros animais aquáticos podem acumular altas concentrações de 

toxinas em seus tecidos, tornando-se um sério risco a saúde humana, já que pode ocorrer  a 

biomagnificação da cadeia trófica (FARABEGOLI et al., 2018; PAVAGADHI e 

BALASUBRAMANIAN, 2013; CASTRO e MOSER, 2012). 

 Segundo revelam Ferrão-Filho, Herrera e Echeverri (2014), a bioacumulação de 

microcistinas em animais aquáticos ocorre através de duas principais rotas: o consumo das 

células bacterianas durante as florações e a ingestão de água contaminada pelas toxinas 

dissolvidas. Em sua pesquisa, os autores utilizaram três espécies de cladóceros: Moina micrura, 

Daphnia laevis e Daphnia similis, os quais foram expostos por 96 horas a extratos aquosos de 

matéria liofilizada de florações em diferentes concentrações. Os resultados mostraram que a 

captação de microcistinas pelos zooplâncton foram diretamente proporcionais à concentração 

dos extratos aquosos, mostrando, portanto, que a ingestão de água contaminada a partir da 

dissolução da toxina é também um fator determinante para bioacumulação. 

 De acordo com Bittencourt-Oliveira et al. 2014, as plantas também podem sofrer efeitos 

adversos quando expostas as microcistinas, já que possuem as enzimas proteicas fosfatases PP1 

e PP2A. Os autores ainda revelam, que ao absorver as cianotoxinas, normalmente as plantas 

aquáticas reduzem a sua biomassa, enquanto nas plantas terrestres, outros efeitos são 

observados, como o estresse oxidativo, redução das fosfatases 1 e 2A, diminuição no processo 

de fotossíntese e até apoptose celular, além da bioacumulação das toxinas em seus tecidos. 

 Dao et al. (2014) utilizaram em seus estudos três espécies de plantas terrestres em 

contato com as microcistinas, a Brassica rapa-chinensis (repolho chinês), B. Narinosa (tatsoi) 

e Nasturtium officinale (agrião). Os autores verificaram bioacumulação, redução de peso, raiz 

e comprimento de brotação das plântulas, além de anormalidade nas folhas, alteração de cor na 

espécie de repolho chinês. 

 No Brasil, o primeiro relato de intoxicação envolvendo as microcistinas ocorreu no ano 

de 1988, quando 2.000 pessoas desenvolveram quadro clínico de gastroenterite depois de 

ingerir água contaminada pelas cianobactérias Anabaena e Microcystis, presentes no 

reservatório de Itaparica, no estado da Bahia. Esta tragédia resultou na morte de 88 pessoas e 

estudos posteriores mostraram a correlação entre a floração de cianobactérias e os óbitos dos 

pacientes (TEIXEIRA et al., 1993). 

 Em fevereiro de 1996, mais de 100 pacientes renais crônicos após submeter a sessões 

de hemodiálise em uma clínica, localizada em Caruaru, no estado de Pernambuco apresentaram 
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um quadro clinico de hepatotoxicidade subaguda, os sintomas incluíam, náusea, fraqueza 

muscular, vômito e distúrbios visuais. Dez meses depois, 52 mortes foram atribuídas a esta 

tragédia que ficou conhecida como "Síndrome de Caruaru". Estudos posteriores a partir de 

análises de carbono e outras resinas do sistema de tratamento de água da clínica e dos tecidos 

séricos e hepáticos dos pacientes, mostraram a presença de dois tipos de cianobactérias, as 

microcistinas (YR, LR e AR) e cilindrospermopsina (AZEVEDO et al., 2002). 

 As florações de cianobactérias e a consequente formação de compostos tóxicos são 

relatados em vários reservatórios eutróficos em todo mundo (RASTOGI, SINHA e 

INCHAROENSAKDI, 2014). O gênero Microcystis é mais frequente em toda Ásia tropical, 

África e América Central, enquanto as cepas de Cylindrospermopsis e Anabaena são mais 

presentes em países da Austrália, América e África (MOWE et al., 2015). No nordeste do 

Brasil, a ocorrência de bloms de cianobactérias tóxicas é comum em mananciais públicos e 

urbanos (MOURA, ARAGÃO-TAVARES e AMORIM, 2018). 

 Segundo Vasconcelos et al. (2011), no Brasil a ocorrência de florações de cianobactérias 

em reservatórios de água que abastecem a população em diversos estados. Na Paraíba a 

ocorrência de cepas tóxicas de cianobactérias tem aumentado nos últimos anos, dentre os vintes 

reservatórios do estado, em 2006 apenas 3% possuíam os bloms de cianobactérias, 20% em 

2007, 45% em 2008, chegando a 62% em 2009. Os autores detectaram nos mananciais 

analisados a presença de espécies bacterianas, tais como: Cylindrospermopsis raciborskii, 

Planktothrixagardii, Oscillatoria tenuíssima e principalmente a Microcystis aeruginosa. Foi 

constatado ainda que entre os anos de 2008 e 2009, dos vinte reservatórios analisados no 

período de seca, a microcistina foi detectada em 55%, enquanto no período chuvoso apenas 

20% da toxina estavam presentes nos mananciais.  

 Estudos realizados por Lins et al. (2016) entre os anos de 2007 e 2009 no reservatório 

Argemiro de Figueiredo (Acauã) localizado no estado da Paraíba, mostraram a dominância de 

cianobactérias filamentosas, principalmente no período seco e a presença de cianotoxinas, 

inclusive a microcistina-LR em 14 dos 16 eventos de floração. Os autores então concluíram 

que, a alta disponibilidade de nutrientes e as condições ambientais no período seco favorecem 

a proliferação de cianobactérias tóxicas e que a presença das microcistinas representam uma 

ameaça frequente a todo ecossistema aquático e a saúde humana.  

 No estado de Pernambuco foram investigados 19 reservatórios entre os anos de 2009 e 

2010, os quais foram constatados a presença de cianobactérias em todos, totalizando 23 espécies 

identificadas, sendo C. raciborskii considerada a mais comum e a Microcystis a mais 

representativa, já 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 presença das 

toxinas nos reservatórios de água que abastecem a população um problema, já que é difícil de 

controlar a frequência, persistência e a biomassa das cianobactérias (ARAGÃO-TAVARES, 

MOURA e BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2013) 

 Em pesquisa realizada durante três anos, no período de 2009 e 2011 em quatro 

reservatórios do semiárido do Rio Grande do Norte, foi verificado que nas 128 amostras 

analisadas, 76% estavam com densidade de cianobactérias acima do permitido. Além disso, a 

quantificação da microcistina e saxitoxinas mostrou que 27% das amostras estavam fora dos 

padrões exigido pela legislação (FONSECA et al., 2015). A Tabela 3 descreve os principais 

grupos de toxinas, os órgãos afetados e os principais gêneros de cianobactérias 

 

Tabela 3 – Principais gêneros de cianobactérias tóxicas. 

Grupo de toxinas 
Órgão alvo primário em 

mamíferos 
Gêneros cianobacterianos 

  Peptídeos cíclicos 

Microcistinas Fígado 

Microcystis, Anabaena, Planktothrix 

(Oscillatoria), Nostoc, 

Hapalosiphon, Anabaenopsis. 

Nodularina Fígado Nodularia. 

Alcalóides 

Anatoxina-a Sinapse do sistema nervoso 
Anabaena, Planktothrix 

(Oscillatoria), Aphanizomenon. 

Anatoxina-a(S) Sinapse do sistema nervoso Anabaena. 

Aplisiatoxinas Pele 
Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix 

(Oscillatoria). 

Cilindrospermopsinas Fígado 
Cylindrospermopsis, 

Aphanizomenon, Umezakia. 

Lingbiatoxina-a Pele, trato gastrointestinal Lyngbya. 

Saxitoxinas Axônios nervosos 
Anabaena, Aphanizomenon, 

Lyngbya, Cylindrospermopsis. 

Lipopolissacarídeos 

(LPS) 

Potencial irritante; afeta 

qualquer tecido exposto 
Todos. 

Fonte: Sivonen e Jones (1999) 

 

Nesse sentido, devido ao alto poder toxicológico da MC-LR e sua presença nos 

reservatórios, especialmente nos períodos secos, torna-se necessário o estudo acerca da 

citotoxicidade desta cianobactéria. Tal investigação pode ser realizada, utilizando testes de 

atividade hemolítica que será melhor discutido a seguir. 

 

3.3 Teste de citotoxicidade da MC-LR através da atividade hemolítica 

 

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

ocasionar a morte celular. Na avaliação são considerados o desarranjo da membrana, alterações 
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morfológicas, redução da função mitocondrial e mudanças na replicação celular 

(EISENBRAND et al., 2002). Para estudar a toxicidade da MC-LR, pode-se usar testes com 

artêmias e de hemólise, entre outros. Neste trabalho optou-se por trabalhar como os testes de 

hemólise principalmente devido a estes utilizarem um baixo volume de amostra. 

De acordo com Carvalho et al., (2007), a hemólise é ocasionada devido a lise dos 

eritrócitos que levam a liberação da hemoglobina do plasma, podendo ocasionar danos nos rins 

e no coração. Esses processos hemolíticos liberam íons potássio no meio extracelular que levam 

a um aumento de sua concentração no corpo, podendo levar a morte. 

 A membrana eritrocítica é formada por uma estrutura delicada, composta por proteínas 

e lipídeos (figura 6) e pode ser significativamente alterada. As proteínas do citoesqueleto 

(anquirinas, bandas 4.1 e 4.2, beta e alfa espectrinas, actina, aducina, bandas 6 e 7, demantina) 

interagem com componentes que constituem a bicamada lipídica, sendo responsáveis pela 

flexibilidade, mobilidade, transporte das macromoléculas do eritrócito e deformabilidade 

(PINTO et al., 2013; MURADOR, DEFFUNE, 2007). 

 

Figura 6 – Estrutura da membrana eritrocitária evidenciando o citoesqueleto celular. 

Fonte: Pinto et al., (2013) 
 

 Para Sharma e Sharma (2001), a avaliação da citotoxicidade de um determinado 

composto é caracterizada pela estabilidade mecânica da membrana eritrocitária e fornece 

indícios para uma possível toxicidade in vivo, pois a presença de ácidos graxos polinsaturados 

em sua estrutura, torna-se susceptível a ataques de radicais livre, ocasionando várias alterações 

na sua estrutura, tais como a redução da deformabilidade, mudanças na morfologia, formação 

de lipoperóxidos, fragmentação de proteínas e hemólise (SADHU, WARE, GRUSHAN, 1992; 

SATO et al., 1995; BEGUM, TERAO, 2002). 

 Segundo Firmino (2007), a hemoglobina é liberada devido a um estresse da célula que 

levam a hemólise, essa proteína pode ser quantificada por meio de leitura espectrofotométrica 

no comprimento de onda 540 nm, sendo a absorbância medida proporcional a quantidade de 

proteínas presente na solução. 
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3.4 Legislação: padrões e limites na garantia da potabilidade da água no Brasil 

 

 O acidente de 1996 na clínica de hemodiálise em Caruaru-PE, levantou à época uma 

grande preocupação acerca do monitoramento de cianobactérias nos reservatórios de água. 

Nesse sentido, aproximadamente quatro anos depois o Ministério da Saúde no Brasil publicou 

a portaria nº 1469 de 29 de dezembro de 2000, posteriormente substituídas pelas portarias nº 

518 de 25 de março de 2004 e a nº 2.914 de 12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011). 

 A portaria nº 2.914/2011 é a mais recente e estabelece procedimentos de controle e 

vigilância na qualidade da água potável, bem como seu padrão para consumo humano. O 

documento faz várias exigências, entre elas recomenda o monitoramento do manancial com 

frequência mensal quando a densidade de cianobactérias for inferior ou igual a 10 células.L-1 e 

semanal quando exceder a 20 células.L-1. Atualmente o Valor Máximo Permitido (VMP) para 

o consumo das águas pelos seres humanos é de 1,0 µg/L para as microcistinas 3,0 µg/L para a 

saxitoxinas (BRASIL, 2011). 

 O monitoramento é realizado no intuito de minimizar os riscos da contaminação da água 

para consumo humano e busca identificar os diferentes gêneros, sendo realizado no ponto de 

captação superficial do manancial. Além disso, o documento recomenda informar as clínicas 

de hemodiálise e as indústrias de injetáveis a presença de cianotoxinas, quando detectadas na 

saída do tratamento da água (BRASIL, 2011). 

 Considerando que as toxinas podem afetar a saúde da população abastecida, a portaria 

veta o uso de algicidas para o controle do crescimento de microalgas e cianobactérias nos 

reservatórios de águas, como quelatos de cobre, permanganato de potássio, sulfato de zinco, 

sulfato de alumínio ou qualquer outra forma de intervenção que promova a lise celular 

(BRASIL, 2011). 

 

3.5 Detecção e quantificação das cianotoxinas 

 

 Para identificar e quantificar as cianotoxinas tóxicas, principalmente as microcistinas-

LR, é necessário o emprego de técnicas analíticas ou biológicas, dentre essas destacam-se: a 

realização de bioensaios (AGRAWAL et al., 2012), testes imunoenzimático (ELISA, do inglês 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (HE et al., 2017) e a Cromatografia Liquida de Alta 

Eficiência acoplada a detectores, principalmente a espectroscopia de massas (HPLC-MS, do 

inglês High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) (SHAMSOLLAHI et 

al., 2015). 
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 Estudos da ocorrência, distribuição e frequência das cianobactérias foram realizadas em 

diversos países na década de 1980, utilizando a técnica de bioensaios. Este método é realizado 

in vivo com animais, normalmente ratos e permite realizar uma avaliação toxicológica, já que 

não possuem uma sensibilidade suficiente para detectar uma cianotoxina especifica, assim os 

bioensaios só permitem correlacionar os grupos de cianotoxinas por meio de seus efeitos 

adversos. Métodos analíticos adequados quantificar as cianotoxinas, somente tornaram-se 

disponíveis no final dos anos 80 (CHORUS e BARTRAM, 1999). 

 O método de ELISA baseia-se na reação entre o antígeno (toxinas específicas) e 

anticorpo, sendo a concentração da toxina determinada por meio da ligação desta com uma 

enzima utilizada no processo. A concentração é visualizada por meio do processo de 

desenvolvimento de cores, sendo esta inversamente proporcional a quantidade de toxina 

presente na amostra em uma relação não linear. Esta técnica apresenta sensibilidade na faixa de 

ppb, além de possuir kits de fácil manuseio para a sua realização, 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 preparação dos anticorpos utilizados nas 

análises, além de possuir custos elevados, tornando-se inviável sua utilização no laboratório 

devido à grande quantidade de amostras para detectar a qualidade da água (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 últimos anos na 

quantificação e identificação de cianobactérias tóxicas em água, devido a sua sensibilidade de 

separação dos componentes dos analito. Segundo o autor, para identificar as cianotoxinas, este 

instrumento analítico pode ser acoplado a outras técnicas, como um detector de radiação 

ultravioleta ou um espectrômetro de massas. 

 

3.5.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada à Espectrometria de Massas 

 

 A cromatografia líquida de alta eficiência é um tipo de técnica versátil por eluição, 

amplamente utilizada para realizar a separação e identificação de vários compostos orgânicos, 

inorgânicos e biológicos. Este tipo de técnica possui uma Fase Móvel (FM), sendo essa um 

solvente líquido que contém a amostra a ser analisada na forma de uma mistura de solutos e 

uma Fase Estacionária (FE), localizada na coluna cromatográfica (SKOOG et al., 2006).  

 De acordo com Collins, Braga e Bonato (2006), a cromatografia é um método físico-

químico que baseia-se na separação dos compostos de uma mistura através da distribuição 

destes componentes em duas fases (FM e FE). Durante a passagem da FM pela FE, os 
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compostos são distribuídos de forma que cada um deles é retido de maneira seletiva pela FE, o 

que resulta em diferentes migrações desses componentes e em picos característicos. 

 Inicialmente, a cromatografia líquida era realizada em colunas de vidro com 10 a 50 mm 

de diâmetro, recheadas com partículas sólidas com um liquido adsorvido, sendo esta portanto a 

FE. No intuito de assegurar vazões razoáveis, o tamanho destas partículas deveriam estar entre 

150 a 200 mm, porém ainda com isso as vazões eram poucas, em torno de décimos de mililitro 

por minuto. As tentativas realizadas, com o objetivo de acelerar esse processo através da 

aplicação de vácuo ou pressão não foi bem sucedida, pois o aumento na vazão é diretamente 

proporcional à altura do prato e diminuição da eficiência da coluna (SKOOG et al., 2006). 

 Desde a sua invenção, a cromatografia liquida apresentou vários avanços impulsionados 

pela elaboração de novas partículas de fases estacionárias, com o objetivo de gerar colunas mais 

seletivas, eficientes e estáveis quimicamente. Nas últimas décadas,  a HPLC tem sido a técnica 

analítica mais utilizada nos laboratórios industriais, químicos, farmacêuticos, além de ser 

aplicada em outras áreas da ciência e órgãos governamentais (MALDANER e JARDIM, 2009). 

 De acordo com Vieira (1998), a utilização de suportes com pequenas partículas, foram 

responsáveis pela alta eficiência da HPLC, já que por esse motivo tornou-se necessário o 

emprego de bombas de alta pressão para a eluição da fase móvel. De maneira geral, um 

cromatógrafo líquido de alta eficiência é composto por um reservatório de fase móvel, bomba 

de alta pressão, válvula de injeção, coluna, detector e registrador (Figura 7). 

 

Figura 7 – Equipamento básico de HPLC: (a) reservatório da fase 

móvel; b) bomba de alta pressão; (c) válvula de injeção; (d) coluna; (e) 

detector e (f) registrador. 

 
Fonte: Vieira (1998) 

 

 As fases móveis utilizadas na HPLC devem possuir alta pureza, portanto antes de sua 

utilização necessitam ser filtradas e desgaseificada. A bomba deve proporcionar uma vazão 

contínua que possibilite a eluição da fase móvel adequadamente. As válvulas de injeção 
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possuem uma alça com cerca de 5-50 µL para introduzir a amostra com uma seringa, a qual 

libera o analito para a coluna cromatográfica. A coluna utilizada para separação é geralmente 

de aço inoxidável com cerca de 0,45 cm de diâmetro e 10-25 cm de comprimento. O registro 

dos dados das amostras é realizado por meio um microcomputador (VIEIRA, 1998). 

 Existem vários tipos de detectores que podem ser utilizados na HPLC, tais como o de 

índice de refração, ultravioleta, fluorescente, eletroquímico, condutividade elétrica, 

espalhamento de luz, fotoionização e Espectrometria de Massas (MS, do inglês Mass 

Spectrometry). Este último destaca-se por favorecer a identificação de uma ampla faixa de 

compostos em baixas concentrações (RAMNI et al., 2011; VÉKEY, 2001). 

 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada à Espectrometria de Massas é ideal 

para separação e detecção do analito de interesse. No entanto, para que ocorra a combinação 

entre as duas é necessário de uma fonte de ionização, já que a MS analisa somente a amostra 

no estado gasoso e na HPLC o analito encontra-se em solução. Nesse sentido, diversos 

dispositivos foram desenvolvidos para superar este problema, como por exemplo, as fontes de 

ionização por eletrospray e a ionização química à pressão atmosférica (SKOOG et al., 2006). 

 O eletrospray é a fonte de ionização mais utilizada na técnica de HPLC-MS. Neste 

sistema, a saída da coluna de um cromatógrafo é conectada a uma sonda constituída por um 

tubo capilar de metal com a circulação de um gás nebulizador, normalmente o N2 (Figura 8). 

Em seguida é aplicada uma diferença de potencial entre a ponta do tubo de metal e o cone que 

contém a amostra, levando a criação de um “spray” composto por gotículas do analito da FM e 

pelo gás nebulizador utilizado. Logo, o solvente é evaporado, normalmente com o aquecimento 

da sonda, levando a diminuição das gotículas até que os íons presentes no analito se evaporem 

e sejam direcionados parte do cone que depois irá para o analisador de íons (LANÇAS, 2009). 

 

Figura 8 – Interface do tipo eletrospray 

utilizada na HPLC-MS. 

 
Fonte: Lanças (2009) 



36 

 A MS é uma técnica analítica que mede a razão Massa-Carga (m/z) de partículas 

carregadas, possuindo três principais componentes, uma fonte de íons, analisador de massas e 

um detector (Figura 9). A MS baseia-se na vaporização de uma amostra, levando os seus 

componentes a formarem íons que são 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 Espectrômetro de Massas. 

 
Fonte: Lanças (2009) 

 

 De acordo com Skoog et al. (2006), a combinação de HPLC e MS proporciona uma alta 

seletividade, já que os picos não-resolvidos podem ser isolados a partir do monitoramento de 

um único valor de massa. Além disso, a HPLC-MS pode fornecer uma impressão digital de um 

determinado eluato ao invés de utilizar o tempo de retenção, massa molar do analito analisado, 

informação estrutural, bem como uma análise quantitativa exata. 

 

3.6 Métodos convencionais para a remoção de cianobactérias 

 

 O tratamento de água reúne um conjunto de processos que possibilita a sua potabilidade 

para consumo humano. Os procedimentos diferem de acordo com a qualidade do recurso 

hídrico, país e região, resultando na clarificação com a remoção da matéria orgânica natural 

(NOM, do inglês Natural Organic Matter), desinfecção para inativar contaminantes 

patogênicos e a utilização de técnicas adicionais, com o objetivo de cumprir os padrões exigidos 

pela legislação (MEREL et al., 2013).  
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 No Brasil, as Estações de Tratamento de Água (ETAs) utilizam métodos denominados 

de convencionais de ciclos completos, os quais incluem coagulação, floculação, sedimentação, 

filtração rápida em areia e desinfecção (SARAIVA SOARES et al., 2013; MOHAMED, 2016). 

O processo de tratamento convencional possibilita a remoção das células de cianobactérias, 

porém é ineficiente na remoção de cianotoxinas dissolvidas (CAMACHO et al., 2013). 

 A coagulação é a primeira etapa do tratamento de água, no qual são utilizados reagentes 

químicos, principalmente a base de alumínio e ferro como o objetivo de realizar a 

desestabilização das impurezas dissolvidas e dos colóides, produzindo um grande agregado de 

flocos que podem ser removidos em processos posteriores, a exemplo da filtração (GAO, 

HAHN e HOFFMANN, 2002; MC, VE e NM, 2017). 

 No Brasil, o coagulante mais utilizado pelas ETAs é o sulfato de alumínio devido a sua 

eficiência no processo de remoção dos sólidos em suspensão e pelo baixo custo de aquisição 

(MONACO, et al., 2010). No entanto, a principal desvantagem na utilização deste reagente está 

relacionado com sua acumulação nas águas tratadas, pois concentrações maiores que 200µg.L-

1 podem causar sérios danos à saúde humana, como por exemplo o desenvolvimento do 

Alzheimer (DOMINGO, 2003). 

 A coagulação é um processo baseado nos efeitos das cargas presentes na água, as quais 

partículas suspensas na água que carregam cargas negativas devido a adsorção de íons, 

substituição iônica ou ionização dos grupos de superfície, podem ser coaguladas pelas cargas 

positivas dos coagulantes utilizados (SILLANPÄÄ et al., 2015). 

 A floculação é um processo realizado juntamente com a coagulação, que tem por 

objetivo reunir as partículas para a formação de grandes aglomerados de flocos. Os dois 

processos reduzem ou neutralizam a carga das partículas suspensas ou do potencial zeta, 

permitindo que a força de atração de Van der Waals garanta a agregação das partículas coloidais 

suspensas, formando os flocos (EBELING et al., 2003). 

 A sedimentação é um processo de separação gravitacional, no qual as partículas em 

suspensão se depositam nos tanques de tratamento de água, devido ao movimento das partículas 

através do fluído em respostas a diferença de densidade (SPEIGHT, 2017). Os sistemas de 

sedimentação possuem um local de coleta de iodo produzido no processo de floculação e podem 

ser equipados com placas decantadoras para otimizar seu desempenho (AHMAD, 2005). 

 A filtração rápida de areia é um processo físico-químico de purificação de água utilizado 

para remover matérias coaguladas, floculadas, bem como suspensas que não foram removidas 

durante as etapas anteriores (BHOSALE e SALKAR, 2013). Este processo geralmente usa 

filtros de meios granulares, como areia grossa, carvão ativado granular e carvão antracito 
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triturado. Para manter um bom desempenho, a filtração rápida utilizada nos tratamentos de 

água, exigem que os filtros sejam limpos regularmente  (CHORUS e BARTRAM, 1999). 

 A desinfecção constitui a última etapa do tratamento de água que tem por objetivo 

inativar ou remover os microrganismos remanescentes ao longo do processo (BETANCOURT 

e ROSE, 2004). Assim, para efetivar a desinfecção são utilizados uma variedades de agentes 

físicos e químicos, como a utilização de cloro, bromo, iodo, ozônio, a realização de fervura e 

uso da radiação UV (OKPARA, OPARAKU e IBETO, 2011). 

 A utilização do tratamento convencional utilizado pelas ETAs tem se mostrado 

ineficiente para remoção das cianotoxinas dissolvidas (ALMEIDA et al., 2016). Nesse sentido, 

torna-se necessário o desenvolvimento de metodologias complementares que possam atuar em 

conjunto com os procedimentos convencionais, visando a otimização do tratamento. Diversas 

tecnologias tem se destacado, entre elas, adsorção em carvão ativado (CAVALCANTI et al., 

2008; IBRAHIM, SALIM e AZAB, 2015; ZHU et al., 2016), microfiltração (SORLINI, 

GIALDINI e COLLIVIGNARELLI, 2013; AMARAL et al., 2013), oxidação química 

(CHANG et al., 2015;  KIM et al., 2017), nanofiltração (CORAL et al., 2011; DIXON et al., 

2011), ultrafiltração (NISHI et al., 2012; LIU et al., 2017), osmose reversa (VILLACORTE et 

al., 2015; JIANG, LI e LADEWIG, 2017) e principalmente os Processos Oxidativo Avançados 

(MOMANI, AL, SMITH e GAMAL EL-DIN, 2008; JO et al., 2017; SONG et al., 2018), os 

quais serão melhor discutidos no tópico seguinte. 

 

3.7 Processos Oxidativos Avançados (AOPs) 

 

  Os Processos Oxidativos Avançados (AOPs) foram propostos pela primeira vez para 

tratamento de águas de abastecimento na década de 1980, sendo mais tarde aplicado nos mais 

diferentes tipos de tratamento águas residuais. Os AOPs atuam como poderosos agentes 

oxidantes, conseguindo degradar e remover diferentes poluentes orgânicos e inorgânicos das 

águas contaminadas (DENG e ZHAO, 2015). Assim, a utilização dos AOPs em combinação 

com os processos convencionais, possibilita uma solução tecnológica eficaz e segura para 

obtenção de água potável (ANTONOPOULOU et al., 2014). 

 Os AOPs se caracterizam por transformar poluentes com estruturas complexas em 

substâncias mais simples e biodegradáveis, principalmente dióxido de carbono, água e sais 

inorgânicos, através da produção de espécies transitórias oxidantes, como os radicais hidroxilas 

(•OH) que são altamente reativos e atuam através de complexas reações em cadeia para alcançar 

a mineralização completa dos compostos (KRISHNAN et al., 2017; AMETA, 2018). Dentre os 
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AOPs têm se destacado os processos de H2O2 /UV, a reação de Foto-Fenton e a fotocatálise 

heterogênea, principalmente utilizando óxido de titânio (NOGUEIRA et al., 2007). 

 O processo de fotocatálise heterogênea, com aplicação ambiental é um tema 

relativamente novo e tem sido amplamente estudado, mostrando-se com uma metodologia 

promissora na purificação e tratamento de água. Este AOPs utiliza semicondutores fotoativos 

na degradação de poluentes orgânicos (CERVANTES, ZAIA e SANTANA, 2009; AL-

RASHEED, 2005). Os óxidos metálicos semicondutores mais utilizados e citados pela literatura 

nos processos fotocatalíticos são: TiO2, WO3, CdS, PbS, Fe2O3 (NIHALANI et al., 2012). Por 

outro lado, os óxidos mistos com estrutura ABO3, denominados de perovskitas, tem chamado 

a atenção de pesquisadores, pelos bons rendimentos apresentados, baixo preço, adaptabilidade 

e estabilidade térmica (LABHASETWAR et al., 2015). 

 Dente os métodos fotoquímicos, existem duas técnicas para geração do radical •OH com 

ou sem radiação: a fotocatálise homogênea, a qual o catalisador encontra-se dissolvido na 

solução, formando uma única fase, e a fotocatálise heterogênea que utiliza semicondutores, 

geralmente na forma sólida e forma um sistema com mais de uma fase (TERAN, 2014). Na 

Tabela 4 encontra-se os tipos de AOPs, sua classificação quanto ao sistema homogêneo e 

heterogêneo e a utilização ou não da radiação. 

 

Tabela 4 – Classificação típica dos sistemas de Processos Oxidativos Avançados. 

Processo Homogêneo Heterogêneo 

Com irradiação 

O3 /UV 

Fotocatálise heterogênea 

(TiO2/O2 /UV) 

H2O2 /UV 

O3/H2O2 /UV 

Foto-Fenton 

Sem irradiação 

O3/HO 

O3/catalisador O3/H2O2 

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

 

 De acordo com Kumar e Pandey (2017), a eficiência e as taxas de oxidação de um 

processo fotocatalítico, durante a degradação de poluentes orgânicos, depende de vários fatores, 

tais como: concentração do substrato, quantidade do catalisador, pH da solução, temperatura do 

meio reacional, tempo e intensidade de irradiação da luz, área superficial do semicondutor, 

dopagem de íons metálicos e não metálicos, capacidade de dissolução do oxigênio do meio 

reacional, natureza e estrutura do fotocatalisador. 

 Os AOPs na degradação de poluentes orgânicos apresentam inúmeras vantagens 

(DOMÈNECH, JARDIM e LITTER, 2001; ABBAS e ZAHEER, 2014), tais como: 
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• Apenas não mudam a fase do poluente, como no caso do tratamento com carvão ativado, 

mas o transforma quimicamente; 

• A mineralização (degradação) completa do composto é normalmente alcançada, 

enquanto as tecnologias convencionais não conseguem oxidar toda a matéria orgânica; 

• Geralmente não geram lama, não requerendo tratamentos adicionais ou descarte; 

• São muitos utilizados para degradar contaminantes refratários e que resistem à métodos 

de tratamento físico-químicos, já que possuem alto poder oxidativo; 

• Servem para tratar poluentes com concentrações muito baixas, por exemplo ppb; 

• Nenhum subproduto da reação é formado, mesmo que em baixa concentração; 

• São essenciais para reduzir a concentração de compostos formados por tratamentos 

alternativos, como a desinfecção; 

• Conseguem geralmente melhorar as propriedades organolépticas da água tratada; 

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

• Permitem transformar contaminantes persistentes em produtos tratáveis, podendo 

utilizar o tratamento biológico para sua remoção; 

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

para diminuição dos efeitos destes contaminantes na saúde humana. 

 

 Atualmente os AOPs tem sido utilizados para degradar diversos poluentes orgânicos em 

tratamento de água (TSYDENOVA, BATOEV e BATOEVA, 2015), lixiviado (SCANDELAI 

et al., 2017), efluentes domésticos (SANTOS et al., 2018) e industriais (KRZEMIŃSKA, 

NECZAJ e BOROWSKI, 2015), corantes (CASTRO, AVELLANEDA e MARCO, 2014), 

fármacos (QUERO-PASTOR et al., 2014), herbicidas (KOVÁCS et al., 2016), petróleo 

(ALJUBOURYA et al., 2015) e outros. Os AOPs também têm sido amplamente empregado na 

remoção de cianotoxinas de água de abastecimento, principalmente as microcistinas, obtendo 

resultados promissores (Tabela 5). Dentre os Processos Oxidativos Avançados, a fotocatálise 

heterogênea vem sendo amplamente estudada e será melhor discutida a seguir. 
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Tabela 5 – Utilização dos Processos Oxidativos Avançados na degradação da cianotoxina microcistina. 

Processo Oxidativo Avançado Variante degradada Referência 

O3, H2O2, O3 / H2O2, O3 / Fe (II) 

e Fenton 
MC-LR, MC-RR, 

MOMANI, AL, SMITH e EL-

DIN, 2008 

UV / H2O2 e O3 / H2O2 MC-LR LU, WANG e WANG, 2018 

Foto-Fenton solar, 

UV-A / foto-Fenton e UV-C / 

H2O2 

MC-LR FREITAS et al., 2013 

Fotocatálise (WO3) MC-LR ZHAO et al., 2015 

Reagente de Fenton MC-RR ZHONG et al., 2009 

UV/H2O2 MC-LR LIU et al., 2016 

Fotólise UV-B 

e UV-B / H2O2 
MC-LR MOON et al., 2017 

Fotocatálise AgBr / Ag3PO4 e 

Ag / BrP 

MC-LR, MC-YR e 

MC-RR 

WANG, YANG e SHIMIZU, 

2013 

Fotocatálise (TiO2) [D-Leu]-MC-LR VILELA et al., 2012 

UV / H2O2, UV / S2O8
2- e UV / 

HSO5
- 

MC-LR, MC-RR, 

MC-YR e MC-LA 
HE et al., 2015 

Fonte: Autor (2019) 

 

3.7.1 Fotocatálise heterogênea 

 

 A fotocatálise heterogênea é um processo que inclui uma variedade de reações 

catalíticas que ocorrem através da ativação de um semicondutor através da utilização de fótons 

da radiação ultravioleta (solar ou artificial). Os catalisadores semicondutores são caracterizados 

pela presença das bandas de valência e bandas de condução, sendo a região entre elas chamadas 

de band gap (SIEVERS, 2011). 

 Nesse sentido, assim como os átomos ou moléculas de um sólido são agrupados, seus 

níveis de energia também possuem esta característica, expressando-a em forma de bandas. A 

teoria do band gap propõe para o sólido cristalino duas bandas: a Banda de Condução (BC), 

caracterizado pelos orbitais antiligantes LUMO (do inglês Lowest Unoccupied Molecular 

Orbital) e a Banda de Valência (BV), composta pelos orbitais ligantes HOMO (do inglês 

Highest Occupied Molecular Orbital), sendo estas bandas separadas por uma região, 

denominada de band gap (GAYA, 2014). A energia de band gap é a energia mínima que deve 

ser fornecida pela radiação para que o elétron seja excitado e promovido da BV de menor 

energia para a BC de maior energia (KUMAR E PANDEY, 2017). 

 Na fotocatálise heterogênea, as reações fotocatalíticas são iniciadas quando o 

semicondutor (fotocatalisador) absorve um fóton de radiação UV com uma energia maior ou 

igual a do band gap, excitando o elétron da banda de valência para banda de condução, gerando 

um buraco ou sitio oxidante (hbv
+) e um sitio redutor (ebc

−), denominado de par elétron-buraco 
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(e− / h +) que acontece na superfície do condutor e permite a sua atuação como catalisador em 

uma reação, conforme nota-se na Equação 1 (IBHADON e FITZPATRICK, 2013; 

CERVANTES, ZAIA e SANTANA, 2009). 

 

SrSnO3 + hv 
                     
→        hbv

+ + ebc
− (1) 

 

 Os buracos formados na banda de valência (hbv
+) do fotocatalisador reage com a água, 

formando o radical hidroxila e o cátion hídron com a liberação de um elétron através da seguinte 

reação (Equação 2) (RIBEIRO et al., 2015): 

 

hbv
+

 + H2O 
       𝑒− ↑         
→          •OH + H+ (2) 

 

 O sítio hbv
+ também consegue oxidar o íon hidroxila, formando um radical hidroxila 

(Equação 3) (CHEN et al., 2014): 

 hbv
+

 + OH– 
                     
→        •OH (3) 

 

 As lacunas em hbv
+ ainda podem reagir diretamente com as espécies adsorvidas na 

superfície do semicondutor, ocasionando sua oxidação, através da seguinte reação (Equação 4) 

(RIBEIRO et al., 2015): 

 

hbv
+

 + RXad 
                     
→        •RX+

ads (4) 

 

 Além disso, o elétron da banda de condução (ebc
−) reduz o oxigênio molecular, levando 

a formação do radical superóxido (•O2), conforme a Equação 5 (HAQUE, BAHNEMANN e 

MUNEER, 2012): 

 

O2 + ebc
−

 

                     
→        •O2 (5) 

 

 Em seguida o radical superóxido pode reagir com o próton, produzindo o radical 

hidroperóxido (H2O•), como nota-se na Equação 6 (COLMENARES e LUQUE, 2014): 

 

•O2 + H+
 

                     
→        H2O• (6) 
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 Os radicais hidroperóxido podem se unir, formando peróxido de hidrogênio e oxigênio 

molecular (Equação 7) (ZIOLLI e JARDIM, 1998): 

 

•OH2 + •OH2 
                     
→        H2O2 +O2 (7) 

 

 O radical superóxido também pode reagir com o radical hidroperóxido, levando a 

formação do ânion hidroperóxido e oxigênio molecular, como observa-se na Equação 8 

(ZIOLLI e JARDIM, 1998): 

 

•O2 + •OH2 
                     
→        HO2

– +O2 (8) 

 

 Por sua vez, o ânion hidroperóxido reage com o cátion hídron, produzindo peróxido de 

hidrogênio (Equação 9) (COLMENARES e LUQUE, 2014): 

 

HO2
– + H+ 

                     
→        H2O2 (9) 

 

 O peróxido de hidrogênio pode ser reduzido ou reagir com o radical superóxido, levando 

a formação de radicais hidroxilas que também pode participar de outras reações devido a seu 

poder oxidativo (Equação 10 e 11) (AL-RASHEED, 2005): 

 

H2O2 + ebc
− 
                     
→        •OH + OH− (10) 

H2O2 + •O2 
                     
→        •OH + OH− + O2 (11) 

 

 Segundo Ameta, Solanki, et al. 2018, os semicondutores e o substrato podem interagir 

de quatro diferentes maneiras (Figura 10), dependo das posições da BV e BC, além dos níveis 

redox, assim pode ocorrer:  

• A redução do substrato, quando seu nível redox é menor que a BC do semicondutor;  

• A oxidação do substrato, quando seu nível redox é maior que a BV do semicondutor;  

• Nem a redução e nem a oxidação, quando o nível redox do substrato se apresenta maior 

que a BC e menor que a BV do semicondutor; 

• A oxidação e a redução, quando o substrato apresenta nível redox menor que a BC e 

maior que a BV. 
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Figura 10 – Diferentes possibilidades das reações fotocatalíticas: (A) redução, (B) oxidação, (C) reação redox e 

(D) nenhuma reação. 

 
Fonte: Ameta, Solanki, et al. (2018) 

 

 Os semicondutores podem ser utilizados para fotocatalisar diversas reações com os 

substratos, levando a mineralização de diversos poluentes orgânicos, como aromáticos, halo-

hidrocarbonetos, corantes, surfactantes, pesticidas e inseticidas.  A atividade fotocatalítica dos 

semicondutores podem ser otimizadas, a partir da diminuição da energia de band gap de modo 

que coincida com a absorção da luz visível e a banda de condução deve ser elevada para atender 

a capacidade de redução (AMETA, SOLANKI, et al., 2018; YAN et al., 2013). A Figura 11 

resume os princípios eletrônicos envolvidos nas reações fotocatalíticas. 

 

Figura 11 – Esquema mostrando os princípios eletrônicos envolvidos nos processos fotocatalíticos. 

 
Fonte: Adaptado de Ibhadon e Fitzpatrick (2013)  

Legenda: BV = Banda de Valência; BC = Banda de Condução; hv = radiação ultravioleta; h+, e− 

= par elétron-buraco. 
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 Os processos fotocatalíticos tem sido amplamente utilizado no tratamento de águas para 

eliminar poluentes nocivos à saúde humana, pois possui várias vantagens, Saliby et al. (2016) 

apontam algumas delas: 

• Consegue uma mineralização (degradação) total dos contaminantes, mesmo que este 

esteja em pequenas concentrações; 

• Evita a formação de subprodutos tóxicos, prejudiciais à saúde humana; 

• Produz poucos resíduos, quando comparados com outros AOPs e os tratamentos 

convencionais; 

• 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 fotocatalíticos, é possível que ocorra os mecanismos de foto-oxidação 

e fotossensibilização, tornando-se difícil de diferenciar se o mecanismo de oxidação 

fotocatalítica é maior que a oxidação fotossensibilizada. Dentro da fotocatálise heterogênea 

alguns fotocatalisadores tem sido largamente estudado, logo os conceitos acerca destes 

materiais, bem como algumas aplicações serão melhor discutidas a seguir. 

 

3.8 Fotocatalisadores 

 

 Segundo Ameta, Solanki, et al. (2018), os fotocatalisadores são materiais que absorvem 

radiação e agem como catalisadores, alterando a velocidade de uma reação química, originando 

um fenômeno denominado de fotocatálise. Este processo fotoquímico inclui reações que 

acontecem utilizando luz (radiação) e um semicondutor que geralmente é um fotocatalisador. 

Para os autores, com base na Energia de Band Gap (Eg) produzido pela diferença entre a banda 

de valência (HOMO) e banda de condução (LUMO), os materiais podem ser classificados em 

três principais categorias (Figura 12): metal ou condutor (Eg < 1.0 eV), semicondutor (Eg < 

1.5-3.0 eV) e isolante (Eg > 5.0 eV).  
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Figura 12 – Representação dos níveis de energia dos materiais. 

 
Fonte: Adaptado de Ameta, Solanki, et al. (2018) 

 

 De acordo com Gaya (2014), os isoladores são caracterizados pelo grande intervalo 

entre a banda de valência e banda de condução, enquanto nos condutores, não é observado 

aparentemente esse espaço devido à sobreposição de orbitais moleculares, já os semicondutores 

possuem um intervalo de banda intermediário, sendo distinguido do isolador pelo tamanho da 

banda apresentada. 

 Os semicondutores inorgânicos são considerados como sucedidos fotocatalisadores, 

mostrando bons resultados nas mais diversas aplicações. Estas substâncias se apresentam na 

forma de óxidos sólidos e os mais utilizados na fotocatálise heterogênea são: TiO2 (HAIDER, 

et al., 2017), ZnO (STIEBEROVA et al., 2017), CdS (CHENG et al., 2018), WO3 (DONG et 

al., 2017), SnO2 (ZHAO et al., 2015), ZnS (MANSUR e MANSUR, 2015), CdTe (HU et. al., 

2018), α-Fe2O3 (MUKHERJEE et al., 2016), AgNbO3 (HAN et al., 2019) e SrTiO3 

(SHAHABUDDIN et al., 2016), sendo o TiO2 o mais utilizado e referenciado na literatura por 

apresentar boa propriedade fotocatalítica na degradação de diversos poluentes orgânicos 

(GAYA, 2014; PANG et al., 2014).  

Entretanto, os óxidos metálicos mistos, como CaSnO3, SrSnO3 e ZnSnO3 têm sido 

amplamente estudados e chamado a atenção dos pesquisadores por apresentar distorções e 

inclinação em suas estruturas (LUCENA et al., 2017; ONG et al., 2015; ALAMMAR et al., 

2017). Devido as suas boas propriedades fotocatalíticas, estes óxidos semicondutores atuam 

como fotocatalisadores, sendo aplicado em estudos voltados a fotocatálise heterogênea (CHEN 

e UMEZAWA, 2014). 

Para degradar as microcistinas diversos pesquisadores tem desenvolvidos 

fotocatalisadores em diferentes sistemas e testado sua eficiência, dentre eles destacam-se: WO3-

baseado em nanopartículas (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), nanopartículas de ZnO (SUDRAJAT 

e BABEL, 2018), Ag/Ag2O‐BiVO4 (WU et al., 2017) e nanotubos de TiO2 (SU et al., 2013). 

 

3.8.1 As perovskitas SrZrXSn1-XO3 

 

 Os óxidos mistos são denominados de perovskitas devido apresentarem a mesma 

estrutura molecular do óxido de cálcio e titânio (CaTiO3), um mineral descoberto na década de 

1930 pelo geólogo Gustav Rouse que o descreveu e denominou de perovskita em homenagem 

ao mineralogista russo Count Lev Aleksevich von Perovski. As perovskitas apresentam fórmula 

ABO3, onde o sitio A é normalmente maior que o sitio B e análogo ao tamanho dos ânions do 

sitio O. Além disso, sua estrutura é considerada como uma rede cúbica de face centrada (Figura 

13 (a)), com os átomos A nos cantos, B no centro e O na face deste cubo. A estrutura da 

perovskita apresenta um sistema tridimensionalmente conectado por um octaedro BO6, com os 

íons do sitio A fazendo um octaedro cúbico AO12 com o objetivo de preencher os espaços vazios 

do octaedros (HOSSAIN et al., 2017).  

 

Figura 13 – Representação da: (a) estrutura cúbica ideal das 

perovskitas e (b) estrutura ortorrômbica das perovskitas. 

 
Fonte: Weston et al. (2018) 

 

 Embora as perovskitas apresentem uma estrutura ideal cúbica, a grande maioria dos 

compostos dessa classe apresentam desvios, sendo caracterizados por ligeiras distorções em sua 

geometria (Figura 13 (b)) com perda de sua simetria. Assim, as perovskitas, tais como SrSnO3, 

e SrZrO3 podem se cristalizar estruturas em estruturas diferentes como ortorrômbica, 

romboédrica, tetragonal, monoclínica ou triclínica. As distorções são atribuídas a diferentes 

fatores como efeitos de tamanho, desvios que formam a composição ideal e ao efeito Jahn-

Teller (JOHNSSON e LEMMENS, 2007; KEAV et al., 2014). 

(a) (b) 
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 As perovskitas do tipo SrSnO3 e SrZrO3 possuem o mesmo tipo de estrutura, a 

ortorrômbica (Figura 13 (b)). Entretanto quando comparadas, o óxido de zirconato de estrôncio 

apresenta uma maior distorção em sua simetria, pois o cátion B (Zr) de sua estrutura apresenta 

um maior raio iônico (0.72 Å) em relação ao do Sn que é de 0.69 Å (BANNIKOV et al., 2008). 

 Conforme revela Roosmalen, Vanroosmalen, Cordfunke (1992) e Ctibor (2018), a 

estrutura do SrZrO3 a temperatura ambiente é ortorrômbica com grupo espacial pnma, devido 

a diferenças na temperatura de preparação e impurezas, porém esta perovskita pode sofrer 

transições 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 SrSnO3 apresenta uma estrutura 

ortorrômbica 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 

presença de nanodomínios polares na desordem das inclinações octaédricas. Além disso, 

estudos realizados por Mountstevens, Redfern e Attfield (2005), mostraram que este material 

apresenta transição de simetria ortorrômbica de Pbnm para Imma em 909 K e uma transição de 

primeira ordem para uma fase tetragonal I4/mcm em 1073 K. 

Os compostos do tipo SrTi1-xSnxO3 podem ser obtidos a partir de reações no estado 

sólido e pelo método dos precursores poliméricos. Estes tipos de óxidos mistos foram estudados 

por Lavinscky et al. (2019) em relação assimetria e simetria do material em decorrência da 

substituição dos cátions na estrutura da perovskita. Os autores verificaram por meio de técnicas 

de caracterização que a adição de Sn da rede resulta no aumento do volume das células unitárias 

e uma redução na simetria. Além disso, os modos vibracionais mais afetados pela presença dos 

dois cátions com massas e raios iônicos diferentes no sistema foram o da ligação B-cátion. 

As perovskitas do tipo ABO3 com A = Ba, Ca, Sr, B, são óxidos que vem sendo 

amplamente pesquisados devido a sua aplicabilidade dentro da área tecnológica. Essas 

estruturas podem ser modificadas utilizando diferentes métodos de sínteses, o que leva a 

simetrias e propriedades distintas (SUDHAPARIMALA e PRASHANNASUVAITHA, 2018). 

Os óxidos mistos como LaxBaxFeO3−δ (NASRI et al., 2016), SrZrO3 (SHI, LIANG e QI, 

2016), LaFeO3 (MAHAPATRA et al., 2018) e outros, apresentam propriedades dielétricas, 

podendo ser aplicados na fabricação de células fotovoltaicas (MESQUITA, ANDRADE e 

MENDES, 2018), células de combustíveis (ZHOU et al., 2016), baterias de lítio (LI et al., 

2018), capacitores termicamente estáveis (KIM et al., 2014) e sensores de umidade 

(FARAHANI, WAGIRAN, URBAN, 2017). Como semicondutores, as peroviskitas do tipo 

ABO3 vem sido estudada devido a sua boa propriedade fotocatalítica, sendo utilizadas na 
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degradação de vários poluentes orgânicos (MIAO et al., 2017; GOMEZ-SOLÍS et al., 2018), 

entre eles a microcistina (WANG et al,.2013). 

 As perovskitas podem ser obtidas  por diversos métodos de síntese, dentre eles podemos 

citar: a reação no estado sólido, sol-gel (CERNEA et al., 2013), técnicas hidrotérmicas 

(GIRISH et al., 2015), pirólise spray ultrassônica (HSIEH et al., 2018), co-precipitação 

(DJOUD e OMARI, 2015), hidrotermal assistida por micro-ondas (PRADO-GONJAL, 

SCHMIDT e MORÁN, 2015) e o 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 síntese de monólitos e no 

controle de propriedades químicas, como o pH e instabilidade, bem como exige um controle 

minucioso nas condições experimentais durante a síntese para garantir uma boa 

reprodutibilidade dos materiais (SCHMIDT et al., 1998; CAMLIBEL e ARIK, 2017). 

O método de reação no estado sólido pode não ocorrer mesmo quando as condições 

termodinâmicas são favoráveis, além disto, fases indesejáveis podem ser formadas, a 

distribuição do material pode ser não homogênea, é necessário utilizar altas temperatura que 

podem não ser suficientes para levar a taxa de reação desejada devido a sublimação dos 

componentes envolvidos, possíveis reações com cadinho, dificuldades no monitoramento da 

reação, necessidade de moagem do material e realização de uma mistura extensiva, tornando-

se um processo intensivo de energia (LI, 2008; ATHAYDE et al., 2016). 

Cada metodologia de síntese das peroviskitas possui sua peculiaridade, o método dos 

percussores poliméricos apresenta algumas vantagens, tais como: a ausência de fases 

secundárias, grande área de superfície e do volume dos poros, o que é útil para os processos 

fotocatalíticos, 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 decorrência dos pontos positivos 

apresentados, este método é promissor para sintetizar os óxidos mistos SrZrXSn1-XO3, logo 

iremos melhor discutir sua metodologia no tópico a seguir. 

 

3.8.2 Método dos Precursores Poliméricos 

 

O método dos precursores poliméricos é uma derivação do método de Pechini e tem se 

destacado como uma metodologia promissora e alternativa na obtenção de nanopartículas de 

diversos tipos de óxidos, filmes finos e pós nano-cristalinos, devido a sua simplicidade e 

versatilidade. (SUNDE, GRANDE e EINARSRUD, 2016). O método de Pechini (1967) 
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consiste na obtenção de uma resina polimérica a partir da formação de quelatos de cátions 

metálicos e ácido carboxílicos, geralmente o ácido cítrico, em uma proporção de 1 mol com 

para 2 a 8 mols, respectivamente. Na etapa seguinte, após a formação do complexo estável é 

adicionado um poliálcool para que ocorra uma reação de poliesterificação, sob aquecimento e 

agitação com uma temperatura menor que 100 ºC (DIMESSO, 2016; RIBEIRO et. al., 2013), 

confome ilusta a Figura 14. 

 

Figura 14 - Esquema reacional do método dos precursores poliméricos. 

 
Fonte: Adaptado de Braga (2014) 

 

O ácido cítrico é de extrema importância, pois forma complexos quelatos estáveis com 

vários metais, com exceção dos monovalentes, já o etilenoglicol é utilizado para estatizar o 

complexo metal-ácido cítrico, pois possui dois grupos hidroxi-álcool que tem uma grande 

afinidade por metais. Além disso, a formação da resina polimérica por meio de sucessivas 

reações de esterificação é favorecida pela presença dos dois grupos hidroxilas (OH) do 

etilenoglicol e os três grupos carboxílicos (–COOH) do ácido cítrico (MARTINELLI, 2007). 

Em relação a temperatura durante a reação poliesterificação, Souza et al. (2018) utilizou 90 ºC 

e a manteve constante até a redução de 2/3 do volume inicial, utilizando uma proporção de 

60:40 de ácido crítico e etilenoglicol. 

 A resina polimérica é então, submetida a dois tratamentos térmicos para obtenção do 

material exatamente com a estequiometria desejada. Assim, a primeira calcinação deve ser 

realizada em temperaturas próximas de 473 K para decomposição das cadeias poliméricas 

(combustão de parte da matéria orgânica). O segundo tratamento térmico é realizado com 

temperaturas variando entre 473 K e 1073 K, ocasionando a oxidação dos cátions e levando a 

obtenção das fases cristalinas (MARTINELLI, 2011). 

 Durante o processo de síntese, a etapa mais crítica é a obtenção do precursor amorfo que 

após os tratamentos térmicos adequados permite a obtenção dos óxidos mistos pretendido. De 
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maneira geral, este tipo de metodologia permite obter perovskitas com alta área superficial, 

partículas menores, bom grau de homogeneidade química e distribuição de fases controladas 

(HOSSAIN et al., 2017; PECHINI, 1967). 

 No que se refere a otimização do processo de síntese dos pós precursores alguns agentes 

são influenciadores, tais como: a relação entre ácido cítrico e metal que está ligada com a 

estequiometria dos sistemas modificados; a proporção entre ácido cítrico e etileno glicol que 

apesar de não afetar a estequiometria, necessita de uma maior variação de temperatura e um 

maior tempo de eliminação da matéria orgânica (CARREÑO et al., 2002; ZANETTI, 1997). 

 Para Sánchez et al. (2010), a utilização do método dos precursores poliméricos permite 

a obtenção de partículas em escala nanométrica. Suslov et al. (2017) sintetizou dois tipos de 

óxidos, o titanato de bário-estrôncio (Ba0.6Sr0.4TiO3) e titanato de lantânio-lítio (La0.5Li0.5TiO3) 

e por microscopia eletrônica de varredura observou que os materiais tinham o tamanho de 450-

500 nm e 700-750 nm, respectivamente.  

 Para avaliar a propriedade fotocatalítica destes materiais, a quimiometria torna-se 

extremamente útil, pois permite realizar uma análise 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 degradação do ácido vermelho 73. Behnajady e Hajiahmadi (2013) otimizou 

os efeitos de ânions inorgânicos na presença de TiO2 utilizando o planejamento também do tipo 

composto central com o objetivo de avaliar, por meio da superfície de resposta, a degradação 

do ácido vermelho 17, já Babajani e Jamshidi (2019) sintetizou nanopartículas de óxido de 

zinco dopado com irídio para estudar a degradação do verde malaquita utilizando planejamento 

do tipo Box Behnken, todos os autores citados obtiveram resultados promissores em seus 

trabalhos. Logo, dada a importância da quimiometria e para um melhor entendimento sobre esta 

área, seus conceitos serão apresentados no tópico seguinte. 

 

3.9 Quimiometria 

 

 A quimiometria é uma área da Química que utiliza métodos matemáticos, estatísticos e 

outras técnicas que empregam a lógica para projetar ou selecionar medidas ideais para os 

procedimentos e experimentos, de forma a extrair a maior quantidade de informações, a partir 

da análise dos dados químicos. Os primeiros registros quimiométricos surgiram no início dos 

anos 70 pelos pesquisadores Svante Wold, Bruce L. Kowalski e D.L. Massart, porém o nome 

quimiometria foi introduzido posteriormente por S. Wold, que a incluiu como um campo de 

estudo dentro da Química (HÉBERGER, 2008). 
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 Um grande fato que contribuiu para o avanço da quimiometria foi o desenvolvimento 

de computadores mais modernos e acessíveis, logo no passado os poderosos algoritmos que 

passavam horas em desktops ou exigiam acesso a mainframes, tornaram-se ferramentas para 

utilização em laboratórios químicos. Em consonância com esta grande revolução encontrava-

se o crescimento da química instrumental com o desenvolvimento de instrumentos rápidos e 

automatizados, que promoviam a geração 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 área recente dentro da química analítica e 

desde seu surgimento, muitos métodos são utilizados no intuito de tornar possível a 

interpretação e o processamento de dados que antes não poderiam ser analisados. Assim, a 

quimiometria foi inicialmente aplicada na química analítica quantitativa, como calibração NIR, 

resolução HPLC e deconvolução UV / Vis (SIMÕES, 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 fármacos  (SINGH et al., 

2013), analise de poluentes em solos (MOSTERT, AYOKO e KOKOT, 2010) e água (ROUT 

et al., 2013), o exame de documentos forenses (BORBA et al., 2017) e preparação de 

nanomateriais (DIL et al., 2017). 

 Desde seu surgimento diversas ferramentas quimiométricas foram desenvolvidas no 

intuito de realizar tratamento de dados em diferentes aplicações. Nesse sentido, as principais 

áreas da quimiometria são: reconhecimento e classificação de padrões, calibração multivariada 

modelagem e monitoramento de processos e monitoramento de processos multivariados, 

estrutura - modelagem de (re) atividade e planejamento e otimização de experimentos 

(OLIVIERI, 2014; SIMÕES, 2008; WOLD e SJÖSTRÖM, 1998). 

 

3.9.1 Planejamento e otimização de experimentos 

 

 O planejamento de experimentos (DOE, do inglês Design of Experiments) é um método 

quimiométrico que busca determinar a influência de mudanças dos fatores experimentais em 

um processo sobre o resultado do processo. Assim, o DOE fornece informações sobre a 

interação entre os fatores, bem como acerca do funcionamento do sistema como um todo, o que 

não é obtido mantendo algumas condições constantes e testando um único fator por vez (Figura 

15) (OLSSON, 2006; ANDERSON, 1997). 
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Figura 15 – Variáveis estudadas (a) separadamente (sem utilizar o DOE) e (b) em 

conjunto (com a utilização do DOE). 

 
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 

informação que se deseja. Assim, inicialmente precisa-se saber o que de fato procura-se, pois, 

dependendo do objetivo traçado, algumas técnicas podem ser mais vantajosas, enquanto outras 

são inócuas. 

 Para realizar um DOE é preciso definir o problema, as variáveis (fatores), bem escolher 

a região de interesse, a partir da determinação de um intervalo de variabilidade para cada 

parâmetro indicado. O número de valores que as variáveis podem assumir é restrito e depende 

de cada DOE. Assim, pode-se lidar com variáveis discretas qualitativas e quantitativas. As 

variáveis continuas quantitativas são discretizadas dentro de seu intervalo. Além disso, a 

princípio pode ser que não se conheça a região de interesse, levando a exclusão do planejamento 

ideal definido inicialmente, portanto, a região deve ser ajustada mais tarde, assim que o erro for 

detectado. O DOE e o número de níveis (valores diferentes que uma variável pode assumir 

conforme sua discretização) são selecionados a partir dos números de experimentos obtidos. A 

quantidade de níveis pode ser ou não, a mesma para todas variáveis (CAVAZZUTI, 2013). 

 As respostas obtidas a partir da utilização do DOE são as variáveis de saída, nas quais 

poderão ser ou não afetadas pela modificação provocadas nos fatores (manipulações). 

Dependendo do problema a ser estudado, várias respostas de interesse são obtidas (Figura 16) 

e se necessário essas podem ser avaliadas simultaneamente (BARROS NETO, SCARMINIO e 

BRUNS, 2001). 

 

(a) (b) 
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Figura 16 – Representação de um sistema que pode ter uma função desconhecida, 

interligando as variáveis de entrada (fatores) as variáveis de saída (respostas). 

 
Fonte: Barros Neto, Scarminio e Bruns (2001) 

 

 A utilização do DOE é importante, já que é crescente a exigência quanto a diminuição 

de custos e a otimização de propriedades de diferentes produtos e processos. Uma vantagem de 

utilizar esse método quimiométrico é que ele mostra como os fatores estão interagindo na 

resposta de uma ampla grama de valores, sem a necessidade de testar diretamente todos os 

valores possíveis (MOREIRA et al., 2016; ANDERSON, 1997). 

 Leardi (2009) cita as cinco etapas que devem ser consideradas na realização de um 

planejamento experimental: 

• Definição do objetivo experimental; 

• Detecção de todos os fatores que podem ter efeito sobre o sistema; 

• Elaboração do Planejamento experimental; 

• Realização das experiências, conforme o planejamento anteriormente elaborado; 

• Análise dos dados obtidos a partir dos testes realizados. 

 

 A otimização de experimentos está relacionada com o estabelecimento das condições 

experimentais, sendo um procedimento realizado com o objetivo de produzir a melhor resposta 

possível. A natureza da resposta varia conforme o tipo de procedimento experimental utilizado, 

bem como o propósito para qual a resposta é requerida (CALDAS et al., 2011). 

 Simões (2008) afirma que para a construção de planejamentos otimizados os seguintes 

procedimentos devem ser realizados: 

• Especificação do tipo de planejamento; 

• Determinação da região de interesse; 

• Seleção dos números de sequencias a serem realizadas; 

• Especificação do critério ótimo; 
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• Realização da escolha dos pontos do modelo para obtenção do conjunto de pontos 

candidatos de interesse do pesquisador. 

 

 Um bom planejamento experimental se constitui em uma técnica efetivamente 

econômica que a partir de um número relativamente pequeno de experimentos apresenta 

resultados confiáveis, que quando analisados corretamente produzirá resultados 

estatisticamente seguros. Uma das principais vantagens na utilização de DOE é o exame 

metódico dos efeitos das variáveis, especialmente de suas interações que podem contribuir para 

resolução de problemas complexos (BARAD, 2014).  

 Conforme Eriksson et al. (2000), o DOE pode ser utilizado pela indústria nos processos 

de pesquisa, desenvolvimento e produção, auxiliando em: 

• Otimização de processos de fabricação, bem como da instrumentação analítica; 

• Sondagem e identificação dos fatores determinantes; 

• Testes de robustez dos métodos aplicados e dos produtos desenvolvidos; 

• Realização de experimentos de formulação. 

 

 O DOE baseia-se no procedimento de seleção da quantidade de tentativas, bem como as 

condições para executá-las. Esta técnica envolve a realização de um conjunto ensaios 

experimentais que sejam representativos em relação a variável de entrada.  Nesse sentido, uma 

forma comum do DOE é inicialmente definir um padrão de referência e em seguida realizar 

novas experiências representativas em torno dele, conforme ilustrado na Figura 17. Os novos 

experimentos realizados são dispostos simetricamente em torno do padrão de referência, mais 

conhecido como ponto central (ERIKSSON et al., 2000; BALAMURUGAN e 

SAMSOLOMAN, 2014). 

 

Figura 17 – Distribuição simétrica dos pontos 

experimentais em torno do padrão de referência. 

 
Fonte: Adaptado de Rüttimann e Wegener (2015) 
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 O DOE pode ser considerado uma técnica que apresenta múltiplos propósitos, já que 

pode ser aplicada a experimentos físicos e de simulação, além de auxiliar na investigação de 

um valor numérico de uma expressão analítica complexa, cujos os parâmetros são variados ou 

outros problemas de decisão, aos quais os efeitos entre os fatores precisam ser avaliados 

(BARAD, 2014; BOX, STUART HUNTER e HUNTER, 2005). Existem diversas técnicas de 

planejamento e otimização de experimentos, como o planejamento fatorial, composto central e 

o 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 elaboração de um novo modelo de planejamento baseado em três níveis para a 

adaptação de superfície de resposta. Este tipo de DOE é formado por meio da combinação de 

experimentos fatoriais 2k, em que k é o número de fatores, com projetos de blocos incompletos. 

O modelo Box-Behnken é esférico com todos os pontos em uma esfera de raio √2, além disso, 

este DOE não contém nenhum ponto nos vértices da região cúbica criada pelos limites superior 

e inferior de cada variável (MANOHAR et al., 2013). 

 Nesse sentido, este planejamento supera algumas lacunas do design composto central, 

evitando os pontos axiais e os situados no canto do design ou ignorando a combinação de fatores 

extremos. Este DOE apresenta três níveis (baixo, médio e alto), conforme a Figura 18 e se 

caracteriza por ser totalmente rotativo, já que ele fornece a propriedade desejável da variação 

constantes em todos os pontos que estão equidistantes do centro de design. Somasse a isto, 

quando comparado com o composto central, esse tipo de planejamento fornece um menor 

número de ensaios experimentais para um mesmo número 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 é 

caracterizado por possuir um ponto central, pontos localizados 

no centro da aresta e não possuir pontos nos vértices. 

 
Fonte: Sahu e Andhare (2018) 

 

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

na elaboração do planejamento do tipo Box-Behnken é definido por  

 

N = 2k (k-1) +C0 (27) 

 

Onde: N é o número de ensaios a ser realizado, k é a quantidade de fatores e C0 é o número de 

repetições no ponto central. 

 De acordo com Mourabet et al. (2014) e Manohar et al. (2013) a performance e 

otimização deste tipo de planejamento pode ser avaliado analisando a resposta (y) obtida, sendo 

esta dependente dos fatores de entrada (X1, X2, ..., Xk), a partir da seguinte relação: 

 

y = f (X1, X2, ..., Xk) + ε (28) 

 

Onde f é a função da resposta, cujo formato é desconhecido, enquanto ε é o resíduo associado 

aos ensaios realizados. A resposta pode ser representada em um gráfico tridimensional ou de 

contorno, os quais visualiza-se a forma da superfície de resposta. Assim, uma equação 

polinomial de segunda ordem é normalmente utilizada para ajustar os dados experimentais e 

determinar os termos relevantes do modelo: 

 

y = 2

0 i i ii i ij i

1 1

β  + β X  + β X  + β X X   
k k

j

i i


= =

+    (29) 
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Onde β0 é o coeficiente constante, βi é o efeito linear do fator de entrada Xi, βij é a interação 

entre os fatores lineares, βii é o efeito quadrático do fator de entrada Xi e ε é o erro aleatório. 

 Gujral, Kapoor e Jaimini, (2018) apontam algumas características e vantagens na 

utilização do planejamento Box-Behnken: 

• Não são adequados para realizar experimentos sequenciais; 

• Todos os fatores são estudados em três níveis (baixo, médio e alto); 

• Realiza menos ensaios experimentais, já que possuem menos pontos em comparação 

com os projetos de compostos centrais; 

• Não possui pontos axiais; 

• Garante que todos os fatores não sejam ajustados simultaneamente em seus níveis mais 

baixos ou mais altos. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Local de realização da pesquisa 

 

 A pesquisa foi realizada no Laboratório de Química Sanitária e Ambiental (LAQUISA) 

da Estação Experimental de Tratamento Biológico de Esgotos Sanitários (EXTRABES), no 

Laboratório de Pesquisa em Ciências Ambientais (LAPECA) do Centro de Ciências e 

Tecnologia (CCT) e no Laboratório de Bioquímica do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde 

(CCBS) da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), localizados na cidade de Campina 

Grande, estado da Paraíba, situada no agreste e distante à 120 km de João Pessoa, capital do 

estado. O trabalho foi executado seguindo o fluxograma da figura 19 que será melhor discutido 

a seguir.  

 

Figura 19 - Fluxograma da metodologia empregada neste trabalho 

 
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 Botânica da Universidade 

Federal de São Carlos. Esta cianobactéria foi obtida a partir do isolamento de células coletadas 

no Rio Tietê, localizado em São Paulo. 
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 A espécie de Microcistina-LR é cultivada pelo LAQUISA na Sala de Cultura de Algas 

e Cianobactérias (Figura 20). O cultivo foi realizado em meio ASM-1, adequado para o 

crescimento microbiano, com temperatura controlada (24 ± 1) ºC, fotoperíodo de 12 horas 

recebendo em torno de 1.200 LUX, fornecido por lâmpadas tubulares fluorescentes de 40 W e 

12 horas sem a iluminação. 

 

Figura 20 – Sala de cultivo da microcistina-LR. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

Após alcançar 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 câmara de fluxo laminar equipada com um bico de 

Bunsen, com toda vidraria esterilizada e em temperatura ambiente. 

 Após replicado, o cultivo passou ser aerado continuamente, através da utilização de um 

compressor de ar para aeração de aquário (Inalar Compact-NS). Para evitar a contaminação das 

células da toxina pelo ar, as vidrarias contendo as células da toxina foram autoclavadas 

utilizando pipetas de Pasteur, algodão e papel alumínio. 

 O cultivo da Microcystis aeruginosa foi baseado no método Estático, também chamado 

de Batch, o qual ocorre a transferência das células que não atingiram a fase de crescimento 

estacionário, sendo realizado a cada 15-18 dias, quando o cultivo apresenta o crescimento na 

ordem de 106 células.mL-1, denominado de exponencial. Para quantificar a densidade celular 

aplicou-se o método de sedimentação proposto por Utermöhl (1958) e a contagem de células 

utilizando um microscópio invertido.  
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 O meio de cultura ASM-1 utilizado foi modificado de Gorham et al. (1964) e Zagatto e 

Aragão (1992), sendo preparado a partir de soluções denominadas de A, B, C e D (Tabela 6), 

conforme a tabela 6, diluídas em 1.000 mL de água deionizada com posterior correção do pH 

para 7,4. A solução foi esterilizada em autoclave vertical (PRISMATEC) à 120 ºC, pressão de 

1 atm, durante 20 minutos. 

 
Tabela 6 – Soluções utilizadas para preparo do meio de cultura ASM-1. 

Soluções Estoque Nutrientes Quantidade (g) 

Sol. A 

NaNO3 8,5000 

MgSO4 + 7H2O 2,4500 

MgCl2 + 6H2O 2,0500 

CaCl2 + 2H2O 1,4500 

Sol. B 
KH2PO4 8,7000 

Na2HPO4 + 12H2O 17,8000 

Sol. C 

H3BO3 28,4000 

MnCl2 + 4H2O 13,9000 

FeCl2 + 6H2O 10,8000 

ZnCl2 3,3500 

CoCl2 + 6H2O 0,1900 

CuCl2 + 2H2O 0,0140 

Sol. D EDTA titriplex 18,6000 
Fonte: Adaptado de Gorham et al. (1964); Zagatto e Aragão (1992) 

 

 Toda vidraria utilizada foi esterilizada, assim, inicialmente foram imersas em solução 

de ácido clorídrico (5%) durante 24 horas, em seguida ocorreu a autoclavagem a 121 ºC e 

pressão de 1 atm durante 20 minutos e por último foram submetidas a radiação UV durante um 

período de 30 minutos. 

 

4.3 Extração da MC-LR 

 

 Ao atingir a fase exponencial de crescimento com a concentração de 106 células.mL-1, 

depois de aproximadamente 15 dias de incubação, o cultivo foi submetido a lise celular pelo 

congelamento e descongelamento, realizado três vezes consecutivas para promover a liberação 

da microcistina-LR para o meio liquido. 

 Após a ruptura celular, a solução da toxina foi submetida a consecutivos processos de 

centrifugação a 3.600 rpm em centrífuga Baby da marca Fanem e modelo 206, utilizando tubos 

(falcon), por aproximadamente 10 minutos. A cada etapa de centrifugação o sobrenadante 

clarificado foi mantido e posteriormente filtrado utilizando papel filtro. 
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 Em seguida, iniciou-se a Extração em Fase Sólida (EFS) utilizando uma bomba a vácuo 

(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 analítico) 

e 5 mL de água destilada, deixando o vácuo ligado por 20 minutos para secagem da sílica. 

 

Figura 21 – Bomba a vácuo. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

 Logo depois de centrifugado e condicionado, a solução com MC-LR foi passada em 

pequenos volumes nos cartuchos C18 e eluído com 5 mL de metanol, sob fluxo continuo de 5 

mL/min., recomendado para que não ocorra perdas do analito por carreamento. Após eluído, o 

extrato concentrado foi recolhido em frascos âmbar de 50 mL e armazenados. 

 Por último, a partir do volume final da microcistina-LR concentrada, foi recolhido uma 

alíquota, para quantificação da toxina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiência Acoplada 

a um Espectrômetro de Massas (HPLC-MS). O extrato armazenado foi conservado em freezer 

até o momento de sua utilização nos ensaios experimentais. 

 

4.4 Síntese dos óxidos modificados SrZrxSn1-xO3 

 

 Os óxidos modificados SrZrXSn1-XO3 (X = 0,25; 0,50; 0,75) foram elaborados com base 

no método dos precursores poliméricos, a partir da formação de um quelato entre o ácido 

carboxílico, ácido crítico e os cátions metálicos utilizados, sendo posteriormente polimerizado 

com o uso do etilenoglicol levando a formação de um poliéster, que foi tratado termicamente 

para obtenção de um material cristalino. Os citratos de estanho e zircônio foram obtidos a partir 

da descrição disponíveis na literatura. 

 A síntese dos fotocatalisadores puros e modificados foi realizada, colocando-se a 

solução de citrato de estanho (solução 1) e o ácido nítrico em um béquer com agitação 

constantemente a temperatura de 60 ºC. Posteriormente, foram adicionadas quantidades 
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estequiométricas previamente estabelecidas da solução de citrato de zircônio, originando os 

óxidos modificados (solução 2). 

 Uma solução de citrato de estrôncio (solução 3) foi preparada sob agitação constante e 

temperatura de 70 ºC, a partir do nitrato de estrôncio, sendo em seguida adicionada solução 1 

em quantidades estequiométricas. 

 Por último, a adição de etilenoglicol foi realizada, no intuito de promover a reação de 

polimerização e em seguida a solução foi aquecida até atingir 90 ºC sob agitação constante para 

ocorrer a eliminação de NOx e levar a formação do gel polimérico, também denominado de 

resina, sendo este levado à capela para evaporar e reduzir pela metade do volume inicialmente 

utilizado. 

 A adição de cada uma das soluções descritas anteriormente, foi realizada em um forno 

do tipo mufla para ocorrer a calcinação primária a 250°C por 1 h. Esta etapa do processo foi 

realizada de maneira gradativa utilizando-se uma razão de aquecimento de 2 ºC.min-1.  

 O pó precursor obtido a partir da calcinação foi desprendido com um auxílio de um 

pistilo e almofariz, sendo em seguida passado em uma peneira de 100 mesh para ocorrer a 

homogeneização da granulometria. O pó foi então tratado a 250 ºC por um período de 2 horas 

em atmosfera de ar sintético, sendo realizado com uma razão de aquecimento de 2 ºC.min-1 e 

recristalizado em um forno do tipo mufla a 700 ºC. O fluxograma da Figura 22 resume a 

metodologia empregada para obtenção dos óxidos modificados. 

 

Figura 22 – Fluxograma da metodologia empregada para obtenção das perovskitas modificadas. 

 
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2009) 
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4.5 Caracterização das estruturas de SrZrxSn1-xO3 

 

 As perovskitas foram caracterizadas utilizando técnicas de difração de raios x, 

espectroscopia de Raman e espectroscopia de absorção na região do UV-Vis, no intuído de 

verificar se as modificações foram realmente obtidas. A caracterização foi realizada em parceria 

com o Laboratório de Combustíveis e Materiais do Departamento de Química do Centro de 

Ciências Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraíba, LACOM/DQ/CCEN/UFPB. 

 

4.5.1 Difração de Raios X 

 

 As medidas foram realizadas em um espectrômetro de difração de raios X, de modelo 

XRD-6000, da marca SHIMADZU, que possui potência de 2 kVA, voltagem de 30 kV e 

corrente de 30 mA. As fendas utilizadas nesta análise foram a de dispersão 1º, divergência 1º, 

além da fenda de recepção que possuía 0,3 mm e as amostras foram submetidas a varreduras 

entre 2θ=10-90º. 

 

4.5.2 Espectroscopia de Raman 

 

 Os óxidos estruturalmente modificados foram também submetidos a análises em um 

espectrofotômetro Raman com acessório para fotoluminescência, acoplado a um microscópio 

Renishaw Raman com in Via um diodo de laser de estado sólido que realiza operação a cada 5 

minutos de exposição do detector. 

 

4.5.3 Espectroscopia de Absorção na Região do UV-Vis  

 

 As amostras foram submetidas a análises em um Espectrofotômetro UV-Visível, 

modelo UV-2550 da marca SHIMADZU, sendo os registros dos espectros foram obtidos na 

região de 900 nm a 190 nm. 

 

4.5 Planejamento experimental 

 

 Para avaliar a performance dos óxidos de perovskitas SrZrXSn1-XO3 estruturalmente 

modificados, foi utilizado um planejamento do tipo Box Behnken elaborado no programa 

Statistica®. Este tipo de delineamento foi utilizado, pois permite avaliar o mesmo número de 

fatores de um planejamento do tipo fatorial 33, realizando menos experimentos.  
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 Neste trabalho foram estudados três níveis e três fatores, totalizando 15 ensaios, 

enquanto se aplicado o planejamento fatorial 33 deveriam ser realizados 27 experimentos, 

assim, o planejamento do tipo Box Behnken, torna-se mais viável, devido a limitação na 

quantidade de amostra. 

 Os fatores estudados foram: tempo, massa do óxido modificado e estequiometria, 

variando nos níveis mínimo (–), intermediário (0) e máximo (+). A quantidade de radiação foi 

mantida constante (2 lâmpadas UVC de 30 W). A Tabela 7 apresenta os fatores e níveis 

estudados. 

 

Tabela 7 – Fatores e Níveis estudados. 

Fator 
Nível mínimo 

(–) 

Nível intermediário  

(0) 

Nível máximo 

(+) 

X1: Massa do óxido (g) 0,1000 0,2000 0,3000 

X2: Tempo (h) 5 9 16 

X3: Estequiometria SrZr0,75Sn0,25O3 SrZr0,50Sn0,50O3 SrZr0,25Sn0,75O3 
Fonte: Autor (2019) 

 

 Os fatores foram escolhidos a partir de estudos de artigos científicos, acompanhamento 

do processo de síntese dos óxidos de perovskitas modificados e resultados promissores na 

degradação de outro poluente orgânico (MOMANI, SMITH e EL-DIN, 2008; KLAFKE, 2016). 

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

que foi utilizada para realização 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 três fatores permite escrever um modelo de 

regressão polinomial de segunda ordem para otimização experimental, a partir da Equação: 

 

0 1 1 2 2 3 3 12 1 2 13 1 3 23 2 3

2 2 2

11 11 22 22 33 33

ˆ ˆ ˆ ˆ ˆ ˆ ˆˆ               

ˆ ˆ ˆ                              

y b b x b x b x b x x b x x b x x

b x b x b x E

= + + + + + +

+ + + +
 Eq (30) 

 

Sendo: 

ŷ : A medição da resposta a partir da combinação dos fatores; 

0b̂ - 3b̂ : Coeficiente de regressão; 

E: Erro experimental; 

x1, x2, x3: Fatores avaliados. 

 

4.6 Degradação Fotocatalítica 

 

 Os experimentos, definidos pelo modelo Box Behnken, foram realizados utilizando um 

reator fotocatalítico, composto por uma câmara de radiação contendo três lâmpadas UVC da 

marca Phillips, com potência de 30 W e que absorvem no comprimento de onda 254 nm. As 

lâmpadas são acopladas na parte superior do reator e possuem circuitos independentes (Figura 

23). 

 

Figura 23 – Reator fotocatalítico utilizado. 

 
Fonte: Autor (2019)  
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 A partir da solução de microcistina-LR semipurificada, com a concentração de 8µg.L-1, 

preparou-se 1 L de solução estoque com concentração de 2,5 µg.L-1 que foi utilizada para 

realização dos ensaios. 

 Cada experimento realizado utilizou 30 mL da solução estoque de microcistina-LR que 

foi colocada em um recipiente de vidro, a qual foi posteriormente adicionada a quantidade 

adequada de óxido definida pelo planejamento experimental. A solução foi levada para o reator, 

onde foi exposta a radiação UVC pelo tempo definido também no planejamento experimental. 

O número de lâmpadas UVC foi mantido constante (2 lâmpadas de 30 W). 

 A fim de avaliar a performance dos fotocatalisadores em relação a fotodegradação da 

microcistina-LR, além das soluções submetidas as condições experimentais definidas pelo 

modelo Box Behnken, uma porção da solução estoque na qual não se adicionou óxido e que 

não foi submetida a radiação UVC, também foi analisada por HPLC e submetida aos testes de 

hemólise. Na Figura 24 pode-se visualizar um esquema da metodologia adotada para os ensaios 

experimentais. 

 

Figura 24 – Esquema da metodologia empregada para realizar os ensaios experimentais. 

 
Fonte: Autor (2019) 
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4.7 Quantificação da microcistina-LR por HPLC-MS 

 

 A quantificação e identificação da microcistina-LR nas amostras foi realizada utilizando 

um cromatógrafo líquido, Thermo Scientific, modelo utimate 3000, acoplado a um 

espectrômetro de massas também da Thermo Scientific, modelo LCQ Fleet. Os parâmetros 

utilizados nas corridas cromatográficas estão descritos na Tabela 9. 

 

Tabela 9 – Descrição dos parâmetros utilizados na Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada a 

Espectrometria de Massas. 

PARÂMETROS DESCRIÇÃO 

Pré –Coluna  Cartucho ULTRA C18 (3 x 2,1 mm) 

Coluna  KINETEX C18 (2,6 µm x 100 mm x 2,1 mm) 

Gradiente de concentração  
50% H2O e 50% de acetonitrila e 1% de ácido fórmico 

(isocrático) 

Tempo total de análise  5 minutos 

Volume de injeção da amostra  100 µL 

Gases utilizados  Hélio e Nitrogênio 

Temperatura do capilar  350 °C 

Voltagem do detector  5 kV 

Interface  Electronspray ionization (ESI) - modo positivo 

Íons monitorados  Monitoramento no modo positivo FULLSCAN 

Intervalo de varredura m/z 

0 até 5 minutos (800 a 1050). Monitoramento no modo 

positivo de ionização, varredura dos íons no modo 

FULLSCAN, e SIM para Microcistina LR: m/z = 

995,5560 (M + H)+ 

Tempo de acumulação de íons no 

octapolo 
Microcistina-LR: 100 milissegundos 

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

 

 A curva de calibração foi elaborada a partir de uma solução padrão com concentração 

de 101 µg.L-1 obtida e certificada pela National Research Council, Canadá. Para isso foram 

analisados sete pontos com as respectivas concentrações: 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 7,5; 15; 30 µg.L-1. 

Todos os pontos foram preparados utilizando como solvente água/metanol (50:50), conforme 

as características descritas na Tabela 9. A curva obtida foi linear com um coeficiente de 

correlação (r2 = 0.9908). 

 

4.8 Estudo da citotoxicidade da MC-LR 

 

 A citotoxicidade das soluções resultantes dos experimentos de fotodegradação, bem 

como da solução estoque foi analisada utilizando um teste de atividade hemolítica (LÓCIO, 
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2018). Este estudo também poderia ser realizado a partir de testes com artêmias, no entanto, 

devido a pequena quantidade de amostra disponível, optou-se pelos testes de atividade 

hemolítica que permitiu avaliar o produto final da fotodegradação quanto ao seu potencial 

carcinogênico. 

 Os testes de hemólise foram realizados em eritrócitos humanos frescos (tipo O+). 

Inicialmente, as soluções de MC-LR obtidas em cada experimento foram diluídas em soro 

fisiológico (1:10). Lavou-se as células sanguíneas por três vezes utilizando uma solução 

tamponada com fosfato. Em seguida, adicionou-se 2 mL da solução de MC-LR diluída e 2 mL 

da solução de hematócrito a um tubo de ensaio, deixando a solução incubadas durante 1h. Os 

testes foram realizados em triplicata e o ácido acético a 5% LT foi utilizado como droga 

hemolítica padrão. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. 

e o sobrenadante foi transferido para um outro tubo de ensaio. A hemoglobina libertada foi 

monitorada através da medição da absorbância a 540 nm utilizando um espectrofotômetro, 

Coleman, modelo 35/D. A porcentagem de hemólise foi calculada através da seguinte Equação: 

 

absorbância da amostra - absorbância do branco
% hemólise =  x 100

absorbância do controle do ácido acético a 5% LT
 Eq (31) 

 

4.9 Avaliação estatística dos dados obtidos 

 

 A partir da realização dos testes experimentais definidos pelo planejamento 

experimental do tipo Box Behnken, foi realizado o tratamento dos dados obtidos, utilizando o 

software Statistica® da statsoft, versão 10. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização do óxido 

 

5.1.1 Difração de Raios-X 

 

 Os padrões de Difração de Raios X (DRX) dos óxidos modificados no sistema SrZrxSn1-

xO3 calcinados a 700 ºC por 2h são apresentados na Figura 25. As amostras apresentam picos 

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

confirmadas por meio da indexação dos picos utilizando fichas cristalográfica ICDD 01-070-

4389 (SrSnO3) e 00-044-0161 (SnZrO3) e para os óxidos substituídos. A análise permitiu avaliar 

o comportamento estrutural das amostras a longo alcance e dentro do seu limite de detecção.  

 

Figura 25 – Padrões de DRX do(s) (a) SrSnO3, (b) SrZrO3 e (c) óxidos modificados SrZrxSn1-xO3 calcinado a 

700 °C por 2 horas. 
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 Em adição, observa-se na Figura 25 (a) e (b), a formação de fase secundária com a 

presença de picos referentes ao carbonato de estrôncio, em torno de 25,3°; 36,2°; 44,2° e 50,0°, 

conforme a ficha ICDD 00-005-0418. Verifica-se ainda que, a formação de tais fases ocorreu 

mais intensamente no estanatos de estrôncio, pois possuem uma grande facilidade de formação 

de carbonatos durante a eliminação da matéria orgânica. Entretanto, estas fases secundárias não 

dificultam o processo de cristalização dos óxidos modificados. (LEE, et al., 2012; ALVES, et 

al., 2009; HU et al., 2010).  

 Os cátions que ocupam os sítios A e B da estrutura ABO3, possuem papel importante 

em relação ao grau de distorção e inclinações cooperativas na estrutura da perovskita 

ortorrômbica. Assim, pode-se observar para o sistema estudado (SrZrxSn1-xO3) que o aumento 

da quantidade do Zr4+ no sítio B, favorece maior grau de distorções, devido ao seu maior raio, 

o que pode ser evidenciado nos padrões 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 cátion no sitio do 

octaedro dos óxidos modificados (Figura 25) (TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009). 

 Verificou-se ainda que os óxidos modificados no sistema SrZrxSn1-xO3 apresentou picos 

bem definidos e com menores deslocamentos, logo pode-se afirmar que este tipo de sistema é 

mais ordenado, devido a mudança do cátion B em seu respectivo sítio (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 informações da estrutura a longo alcance, aquela além de 

permitir detectar as distorções a curto alcance, indica a simetria do material avaliado. A Figura 

26 apresenta os espectros Raman do sistema substituído estudado SrZrXSn1-XO3 e dos óxidos 

puros, ou seja, sem modificações estruturais. 
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Figura 26 – Espectros Raman das perovskitas puras (sem modificações estruturais) 

e do sistema substituído SrZrxSn1-xO3. 
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Fonte: Autor (2019) 

 

 Os resultados dos espectros do Raman (Figura 26) revelam que as amostras puras de 

SrZrO3 e SrSnO3 apresentam modos ativos típicos de perovskitas do tipo ortorrômbicas com 

24 modos ativos no Raman, de acordo com a representação irredutível, ΓRaman = 7Ag + 5B1g + 

7B2g + 5B3g, porém não são observados todos os modos devido à sobreposição de alguns modos 

previstos ou baixa polarizabilidade das ligações químicas (ZHANG, TANG, YE, 2006; 

TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; NAKAMOTO, 1986). Para uma melhor 

apresentação e entendimento dos dados, dividiu-se o espectro Raman em duas regiões, a 

primeira compreendida entre 120-280 cm-1 (Figura 27 (a) e (b)) e a segunda de 400-640 cm-1. 

 

Figura 27 – Espectros Raman do sistema modificado SrZrxSn1-xO3: (a) SrSnO3, SrZr0,25Sn0,75O3, SrZr0,50Sn0,50O3, 

SrZr0,55Sn0,25O3 e (b) SrZrO3 na região compreendida entre 120-280 cm-1. 
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De acordo com a Figura 27 ((a) e (b)), nota-se uma mudança do perfil das perovskitas 

na região entre 147 a 180 cm-1, relacionado aos modos vibracionais de rede no sítio dodecaedro, 

cátion A da estrutura ABO3, que é também é chamada de região do modificador de rede 

(TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; ZHANG, TANG e YE, 2006). A substituição de 

um cátion menor (Sn4+) por um cátion maior (Zr4+) promove mudanças significativas nos modos 

vibracionais ativos dessas amostras, principalmente no sistema modificado SrZr0,25Sn0,75O3 que 

apresentou mudanças expressivas em relação a região formadora de rede no sítio octaedro, do 

cátion B da estrutura ABO3, especialmente na região 223 cm-1 que é o modo vibracional da 

ligação B-O quando em comparação com as demais estruturas modificadas, apresentando assim 

um maior número de modos ativos no espectro Raman (ver tabela 10). A Figura 28 apresenta a 

região selecionada entre 400-640 cm-1.  

 

Figura 28 – Espectros Raman do sistema modificado SrZrxSn1-xO3: (a) SrSnO3, SrZr0,25Sn0,75O3, SrZr0,50Sn0,50O3, 

SrZr0,55Sn0,25O3 e (b) SrZrO3 na região compreendida entre 400-640 cm-1. 
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Fonte: Autor (2019) 

 

 Conforme verifica-se na Figura 28 ((a) e (b)), todos os sistemas apresentaram variações 

nos perfis de bandas nas regiões entre 407-412 cm-1, referente ao modo torsional da ligação B-

O3 e 558-560 cm-1 do modo estiramento da ligação B-O (Figura 26 e Tabela 10). Além disso, 

conforme a literatura, foi verificada a presença das bandas entre 698-750 cm-1 que estão 

relacionadas com as vibrações de segunda ordem como resultado da sobreposição de vários 

modos ativos (TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; ZHANG, TANG e YE, 2006; 

NAKAMOTO, 1986). 

 

(a) (b) 
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Tabela 10 – Frequências (cm-1) das bandas dos espectros de Raman e designações para os sistemas modificados 

calcinados a 700 ºC por 2 horas, onde: mfc – muito fraca; mft – muito forte; m – médio; fc – fraco; ft – forte. 

MODOS 
PRESENTES NESTE TRABALHO 

Tarrida, 

(2009) 

Zang, 

(2006) 

Sr100% Zr25% Zr50% Zr75% Zr100% SrZrO3 SrSnO3 

Rede 

(Sr-BO3) 

113(mfc) 

147(mft) 

180(ft) 

113(mfc) 

146(m) 

162(m) 

180(mfc) 

114(fc) 

148(ft) 

167(mfc) 

180(m) 

116(mfc) 

148(mft) 

164(mfc) 

181(fc) 

116(fc) 

- 

- 

143(mft) 

163(ft) 

95 

109 

118 

134 

146 

169 

193 

119 

150 

168 

Ligação 

(B-O) 

222(m) 

242(fc) 

223(mft) 

262(mfc) 

305(mfc) 

222(m) 

244(mfc) 

261(mfc) 

 

235(fc) 

 

242(m) 

276(fc) 

239 

279 

220 

257 

305 

Torsional  

(B-O3) 

 

403(mfc) 

 

405(m) 

436(fc) 

 

409(m) 

440(mfc) 

309(mfc) 

412(m) 

438(mfc) 

313(fc) 

414(mft) 

440(fc) 

316 

395 

415 

442 

 

403 

Estiramento 

(B-O) 

567(ft) 562(ft) 558(m) 557(m) 553(mft) 478 

554 

551 

596 

Vibrações de 

segunda 

ordem 

699(m) 700(fc) 

750(m) 

700(m) 704(m) 698(fc) 621 

655 

755 

713 

890 

Totais de 

modos ativos 
08 12 11 10 10 18 11 

Fonte: Autor (2019) 

 

 Os espectros de Raman dos sistemas SrZrxSn1-xO3 evidenciaram que a composição da 

perovskita estruturalmente modificada SrZr0,25Sn0,75O3 pode apresentar um melhor potencial de 

fotodegradação da microcistina-LR em relação com os demais sistemas, já que apresentou um 

maior número de bandas ativas nos espectros Raman. Conforme apresenta a literatura, quanto 

maior o número de bandas observadas nos espectros de Raman, maior é o grau de distorção da 

estrutura da perovskita ortorrômbica, maior polarizabilidade da molécula e como consequência 

maior a migração de elétrons na rede cristalina, favorecendo assim o processo de 

fotodegradação dos poluentes orgânicos (ZHANG, TANG e YE, 2006; NAKAMOTO, 1986). 

 

5.1.3 Espectroscopia UV-Visível 

 

 Os espectros de UV-Visível através da absorbância das amostras permitiram calcular a 

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

modelo divide o espectro em três regiões: a de altos, médios e baixos valores de energia do 
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fóton. No entanto, normalmente é levantado o valor do “gap” ótico, a partir da região de valores 

de energia altos (SOLEDADE, 2003; WOOD e TAUC, 1972). A tabela 11 apresenta os valores 

de band gap para o sistema modificado SrZrxSn1-xO3. 

 

Eα = (E – Eg)
1/n Eq (31) 

Sendo: E = Energia; Eg = Energia de gap ótico; α = Absorbância; n= Coeficiente experimental 

 

Tabela 11 – Valores de “band gap” dos sistemas 

modificados SrZrxSn1-xO3 

Concentração de Zr4+no 

sistema SrZrxSn1-xO3 

Energia de gap 

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 cátion substituinte no sistema 

modificado SrZrxSn1-xO3 levou a um aumento nos valores de energia de “band gap” dos óxidos 

sintetizados (Tabela 11), devido a substituição de forma gradativa do cátion Sn4+, de tamanho 

menor por Zr4+ de tamanho maior, nos sítios dodecaedro e octaedro na estrutura perovskita 

ortorrômbica, confirmando o que foi observado nos espectros de Raman, a qual a modificação 

SrZr0,25Sn0,75O3 apresenta uma maior assimetria, devido a presença de maior números de modos 

ativos no Raman (TARRIDA, LARGUEM e MADON, 2009; ZHANG, TANG e YE, 2006; 

UDAWATTE, KAKIHANA e YOSHIMURA, 2000).  

 Os diferentes perfis e números de bandas apresentados nos espectros de Raman (Figura 

24), bem como os distintos valores de “band gap” obtidos a partir das curvas de absorção na 

região do visível destes materiais, podem ser atribuídos a competição simultânea entre os 

diferentes cátions B nos sítios octaedro, o qual promove uma distinção nos níveis de 

polarizabilidade eletrônica na estrutura da perovskita ortorrômbica (ZHANG, TANG e YE, 

2006; MOUNTSTEVENS, ATTFIELD e REDFERN, 2003). 

 O óxido modificado SrZrxSn1-xO3 envolve transições de fases que colabora para uma 

melhor propriedade fotocatalítica do material. De acordo com estudos realizados por Bannikov 

et al. (2008), os estados 2p do O da estrutura SrSnO3 estão localizados na parte superior da 

banda de valência e formam um pico intenso em 1,0 eV, já o orbital 5p e 5s do Sn estão 

localizados entre 4,2 e 6,7 eV, muito longe dos estados 2p do O e formando algumas 
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sobreposições. Além disto, o autor observou a hibridação do orbital d do Sn com os orbitais 2p 

do O e que a parte superior e inferior das bandas de valência e condução são 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 33 decodificado. O planejamento em 

questão foi composto por 15 experimentos, nos quais foram variados em três níveis, a massa 

do óxido; sua estequiometria, ou seja, a variação na quantidade de zircônia e estanho contida 

na perovskita e o tempo de exposição à radiação UV. Foram medidas duas respostas, a 

porcentagem de degradação relacionada a diminuição da concentração da MC-LR após a 

fotocatálise (monitorada por HPLC-MS) e a porcentagem de hemólise das soluções submetidas 

a fotocatálise (monitorada pelos testes de atividade hemolítica). 

 

Tabela 12 - Matriz de planejamento Box Behnken decodificada. 

Exp. Massa do óxido (g) Tempo (h) Estequiometria %Degradação %Hemólise 

1 0,1000 5 SrZr0,50Sn0,50O3 29,95 27,22 

2 0,3000 5 SrZr0,50Sn0,50O3 38,97 41,11 

3 0,1000 16 SrZr0,50Sn0,50O3 35,64 22,22 

4 0,3000 16 SrZr0,50Sn0,50O3 31,16 28,33 

5 0,1000 9 SrZr0,75Sn0,25O3 29,48 30,00 

6 0,3000 9 SrZr0,75Sn0,25O3 17,54 22,78 

7 0,1000 9 SrZr0,25Sn0,75O3 29,48 16,67 

8 0,3000 9 SrZr0,25Sn0,75O3 14,56 20,56 

9 0,2000 5 SrZr0,75Sn0,25O3 39,90 13,89 

10 0,2000 16 SrZr0,75Sn0,25O3 39,19 23,89 

11 0,2000 5 SrZr0,25Sn0,75O3 39,90 21,67 

12 0,2000 16 SrZr0,25Sn0,75O3 35,23 40,00 

13 0,2000 9 SrZr0,50Sn0,50O3 16,87 26,67 

14 0,2000 9 SrZr0,50Sn0,50O3 19,46 27,78 

15 0,2000 9 SrZr0,50Sn0,50O3 18,72 27,22 
Fonte: Autor (2019) 

 

5.2.1 Porcentagem de degradação da MC-LR pelo óxido modificado (dados obtidos por 

HPLC-MS) 

 

Para avaliar os resultados da porcentagem de degradação da MC-LR, relacionada a 

diminuição da concentração desta toxina em solução após o processo de fotocatálise, elaborou-

se um modelo, considerando as variáveis lineares e quadráticas separadamente, bem como suas 
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respectivas interações. A Figura 29 mostra o gráfico de Pareto para os efeitos lineares, 

quadráticos e suas interações. 

De acordo com o gráfico de Pareto, que ilustra a influência das variáveis independentes 

(massa, tempo e estequiometria) sobre a variável dependente (porcentagem de degradação da 

MC-LR), os fatores individuais tempo quadrático e estequiometria quadrática, bem como a 

interação entre a massa linear e tempo quadrático e a interação entre massa e tempo lineares 

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

 

Figura 29 – Gráfico de Pareto para os efeitos padronizados para a percentagem de degradação. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

De acordo com a Tabela 13, a equação para o modelo ajustado contendo apenas os 

efeitos significativos pode ser expressa por: Y= 31,75 – 15,68(X2
2) – 4,52(X2

3) – 6,75(X1* X2) 

– 7,85(X1* X2
2), onde: Y é a resposta avaliada e X1, X2 e X3 representam as variáveis 

independentes: massa, tempo e estequiometria, respectivamente. 

A relação entre as variáveis independentes e a variável dependente foi definida por um 

modelo que considerou os fatores lineares e quadráticos de forma independente, assim como 

suas interações. O coeficiente de determinação para este modelo foi R2=0,99706 e 

R2
ajustado=0,97942, indicando que apenas 0,29% da variação total não foi explicada pelo modelo. 

Pode-se observar que os valores de R2
ajustado e R2 são concordantes. (YETILMEZSOY et al., 
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2009) e seus alto valores demonstram a alta significância do modelo e a boa relação entre as 

variáveis dependentes e independentes.  

A análise estatística dos valores da porcentagem de degradação obtidos por meio dos 

experimentos realizados (Tabela 12) permitiu determinar quais fatores e/ou interações eram 

significativos para o modelo. A Tabela 13 mostra a estimativa dos efeitos e do erro puro para a 

porcentagem de degradação. 

 

Tabela 13 – Estimativa dos efeitos e erro padrão para a porcentagem de degradação. Erro puro = 1,782771. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

A tabela 14 apresenta a análise de variância (ANOVA) para a porcentagem de 

degradação. A partir da ANOVA pode-se comparar a variação entre os grupos, bem como 

dentro deles, as quais são denominados de fatores. Esta variação é representada na tabela como 

a Soma Quadrática (SS) e a Média Quadrática (MQ), sendo esta última a soma da variação 

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 consideração a taxa de duas amostras de variância, já 

o segundo é a probabilidade de as variáveis ou suas interações serem significativas dentro do 

nível de significância considerado (α=0,05). 
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Tabela 14 – Análise de variância para a resposta de porcentagem de degradação.  

ANOVA; Var.:%Hemólise; R-qua=,99919; Aju:,99434 (projeto Box-Benhken de 3 fatores, 

1 bloco, 15 ensaio. 3 fatores e 3 níveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=,308651    

DV: %Hemólise 

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 distribuição normal, pode-se utilizar as médias 

quadráticas para testar a significância da equação de regressão, a partir do teste F. O Fcalculado é 

dado pela razão entre a média quadrática da regressão (MQR = 1209,47) e a média quadrática 

dos resíduos (MQr = 1,7828). O valor de Fcalculado é comparado com o valor de FCrítico(1, n-2) para 

os graus de liberdade adequado, no nível de confiança desejado. Caso MQR/MQr > FCrítico tem-

se evidencias estatísticas para acreditar que existe uma relação entre as variáveis independentes 

e a variável dependente. Quanto mais alto o valor de MQR/MQr mais alta nossa confiança nesta 

afirmação. Para o modelo construído neste trabalho MQR/MQr = 678,41 > F(1,13 )= 4,67, a 95% 

de confiança, o que mostra que existe uma relação entre as variáveis estudadas e 

consequentemente a significância do modelo construído.  

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

o os previstos pelo modelo e a Figura 31 a distribuição aleatória dos resíduos. 
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Figura 30 – Gráfico dos valores observados versus os preditos para a % de degradação. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

Figura 31 – Gráfico dos valores preditos versus os residuais para a % de degradação. 

 
Fonte: Autor (2019) 
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 De acordo com a superfície de resposta da Figura 32, porcentagens de degradação 

superiores a 50% seriam atingidas utilizando-se os óxidos nos níveis mínimo e máximo, ou 

seja, que aqueles que possuem maior grau de desordem estrutural, em tempos nos níveis 

máximo ou mínimo. 

 

Figura 32 – Gráfico de superfície de resposta em função da estequiometria e tempo para a 

porcentagem de degradação. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

A Tabela 12 que mostra os maiores valores de porcentagem de degradação alcançados 

foram em torno de 40% (experimento 11). Este experimento utilizou tempo e massa no nível 

mínimo, 5h e 0,2g, respectivamente, e óxido no nível máximo (SrZr0,25Sn0,75O3). O óxido 

utilizado, SrZr0,25Sn0,75O3, se caracteriza como um óxido com grande desordem estrutural, o 

que favorece a migração dos elétrons e consequentemente as propriedades fotocatalíticas. De 

forma geral os óxidos com menor desordem estrutural SrZr0,50Sn0,50O3 apresentaram menor 

performance e necessitaram de maior tempo ou maior massa de óxido para alcançar melhores 

níveis de porcentagem de degradação. 

Os gráficos de contorno da Figura 33, mostram que tempos intermediários levam a 

baixos valores de porcentagem de degradação, enquanto, tempos mínimos e máximo conduzem 

a porcentagens de degradação em níveis superiores a 40% para as três composições dos óxidos 

estudados, utilizando massas nos níveis intermediários ou máximo, principalmente. Neste 

trabalho não foi possível entender esse fenômeno. 
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Figura 33 – Gráfico de contorno em função da estequiometria do óxido e do tempo para a massa de (a) 0,1g 

(mínima), (b) 0,2g (intermediária) e (c) 0,3g (máxima) Resíduo médio quadrático = 1,782771. 

(a) 

(b) 

(c) 

Fonte: Autor (2019) 



83 

5.2.2 Avaliação da citotoxicidade das soluções após a fotocatálise (testes de atividade 

hemolítica) 

 

 A fim de avaliar a citotoxicidade das soluções contendo MC-LR após passarem pelos 

experimentos de fotocatálise, ou seja, o produto da reação fotocatalítica entre a MC-LR e o 

óxido modificado, foram realizados os experimentos definidos na tabela 12. A relação entre as 

variáveis independentes e a variável dependente foi definida por um modelo que considerou os 

fatores lineares e quadráticos separadamente, bem como suas interações. O coeficiente de 

determinação para este modelo foi R2=0,99919 e R2
ajustado=0,99434, indicando que apenas 

0,081% da variação total não foi explicada pelo modelo. Pode-se observar que os valores de 

R2
ajustado e R2 são concordantes. (YETILMEZSOY et al., 2009). O alto valor de R2 demonstra a 

alta significância do modelo e a boa relação entre as variáveis dependentes e independentes. 

 A análise estatística dos valores da porcentagem de hemólise obtidos por meio dos 

experimentos realizados (Tabela 12) permitiu determinar quais fatores e/ou interações eram 

significativos para o modelo. A Tabela 15 mostra a estimativa dos efeitos e do erro puro para a 

porcentagem de hemólise. 

 

 Tabela 15 – Estimativa dos efeitos e erro padrão para a porcentagem de hemólise. Resíduo médio quadrático = 

0,308651. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

 A estimativa dos efeitos (Tabela 15) e o gráfico de Pareto (Figura 34) mostram, em 

relação aos efeitos principais, que a massa linear, o tempo quadrático, a estequiometria 

quadrática, bem como todas as interações lineares e quadráticas dos efeitos principais foram 

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

 
Fonte: Autor (2019) 

 

 De acordo com a Tabela 15, a equação para o modelo ajustado contendo apenas os 

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*X2
2) + 11,53(X2

1*X2) + 5,55(X1*X3) + 9,86(X2
1*X3) + 4,17(X2* X3), 

onde: Y é a resposta avaliada e X1, X2 e X3 representam as variáveis independentes: massa, 

tempo e estequiometria, respectivamente. 

 A Tabela 16 apresenta a análise de variância (ANOVA) para a porcentagem de 

hemólise. A partir da ANOVA pode-se comparar a variação entre os grupos, bem como dentro 

deles, as quais são denominados de fatores. Esta variação é representada na tabela como a Soma 

Quadrática (SS) e a Média Quadrática (MQ), sendo esta última a soma da variação 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 consideração a taxa de duas amostras de variância, já o 

segundo é a probabilidade de as variáveis ou suas interações serem significativas dentro do 

nível de significância considerado (α=0,05). 
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Tabela 16 – Análise de variância para a resposta de porcentagem de hemólise.  

ANOVA; Var.:%Hemólise; R-qua=,99919; Aju:,99434 (projeto Box-Benhken de 3 fatores, 

1 bloco, 15 ensaio. 3 fatores e 3 níveis, 1 Bloco, 15 Ensaios; Erro Puro da MS=,308651    

DV: %Hemólise 

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 nível de significância 

de 0,05, a massa linear, o tempo quadrático, a estequiometria quadrática, separadamente, bem 

como todas as interações lineares e quadráticas dos efeitos principais influenciaram na 

performance do sistema modificado SrZrxSn1-xO3, quanto a degradação da MC-LR, o qual levou 

a uma maior diminuição na citotoxicidade da solução contendo MC-LR após a reação de 

fotocatálise com o óxido. Assumindo que os erros seguem uma distribuição normal, pode-se 

utilizar as médias quadráticas para testar a significância da equação de regressão, a partir do 

teste F. O F calculado (Fcalculado) é dado pela razão entre a média quadrática da regressão (MQR 

= 763,11) e a média quadrática dos resíduos (MQr = 0,3087). O valor de Fcalculado é comparado 

com o valor de FCrítico(1, n-2) para os graus de liberdade adequado, no nível de confiança desejado. 

Caso MQR/MQr > FCrítico tem-se evidencias estatísticas para acreditar que existe uma relação 

entre as variáveis independentes e a variável dependente. Quanto mais alto o valor de 

MQR/MQr mais alta nossa confiança nesta afirmação. Para o modelo construído neste trabalho 

MQR/MQr = 2472,00 > F(1,13 )= 4,67, a 95% de confiança, o que mostra que existe uma relação 

entre as variáveis estudadas e consequentemente a significância do modelo construído.  

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

modelo e a Figura 36 mostra uma distribuição aleatória dos resíduos. 
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Figura 35 – Gráfico dos valores observados versus os preditos para a % de hemólise. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

Figura 36 – Gráfico dos valores preditos versus os residuais para a % de hemólise. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

De forma geral, pode-se observar que os óxidos que apresentaram melhor performance 

fotocatalítica foram aqueles modificados com a maior variação na proporção zircônia:estanho 

em sua composição (níveis máximo e mínimo), em especial o SrZr0,75Sn0,25O3 que apresentou 
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uma porcentagem de hemólise de 13,89%, utilizando 0,2000 g de óxido por 5 horas de reação 

fotocatalítica.  

Os gráficos de contorno das figuras 37, 38 e 39 nas quais são fixados a estequiometria, 

massa e tempo, respectivamente, mostram as condições onde são obtidas as menores %hemólise 

(área em verde). De forma geral é possível observar que os menores valores de hemólise foram 

obtidos para os óxidos nos níveis mínimo e máximo (ou seja, mais modificados). As melhores 

condições, uma maior área de baixas porcentagem de hemólise, foram obtidas para o óxido 

SrZr0,75Sn0,25O3 utilizando-se uma massa intermediária e tempo no nível mínimo a 

intermediário. No entanto para esse óxido baixos valores de hemólise foram alcançados para 

todos os níveis de tempo de exposição estudados e utilizando massa de 0,1g até no máximo 

0,25g. As condições que forneceram uma menor área de baixos valores de hemólise foi quando 

se utilizou o tempo em nível máximo, qualquer nível de massa. 

Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com os obtidos por Klafke (2016), 

que demonstrou que a atividade fotocatalítica dos óxidos modificados estudados está 

relacionada com a sua desordem estrutural que favorece a migração dos elétrons na rede 

cristalina e consequentemente a formação do par elétron/buraco na superfície do catalisador, 

favorecendo suas propriedades fotocatalíticas. De fato, de acordo com a literatura (ZANG, 

TANG, YE, 2006; MOUNTSTEVENS, ATTFIELD, REDFERN, 2003), a maior competição 

simultânea entre os diferentes cátions B nos sítios octaedros, que promoveram diferentes níveis 

de polarizabilidade eletrônica na estrutura ortorrômbica do óxido, conforme comprovado pelas 

análises de espectroscopia Raman. De fato, os óxidos que apresentaram mais altas porcentagem 

de degradação e de hemólise foram aqueles com maior modificação estrutural. 
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Figura 37 – Gráfico de contorno em função da massa do óxido e do tempo para a estequiometria (a) 

SrZr0,75Sn0,25O3, (b) SrZr0,50Sn0,50O3 e (c) SrZr0,25Sn0,75O3. Resíduo médio quadrático = 0,308651. 

(a) 

(b) 

(c) 
Fonte: Autor (2019) 
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Figura 38 – Gráfico de contorno em função da estequiometria do óxido e do tempo para a massa de (a) 0,1g, (b) 

0,2g e (c) 0,3g. Resíduo médio quadrático = 0,308651. 

(a) 

(b) 

(c) 
Fonte: Autor (2019) 
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Figura 39 – Gráfico de contorno em função da estequiometria e massa do óxido para o tempo de (a) 5h, (b) 9h e 

(c) 16h. Resíduo médio quadrático = 0,308651. 

(a)  

(b) 

(c) 

Fonte: Autor (2019) 
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5.3 Estudo dos subprodutos após a fotodegradação 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 degradação e porcentagem de hemólise. 

Neles foram identificados, os fragmentos com razão 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 variações, em 

todos os três experimentos investigados. Estes fragmentos são característicos 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 Referência 

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–C3H6O] Domínguez-Pérez et al., 2017 
Fonte: Autor (2019) 

 

 De acordo com Silva (2015), a estrutura da microcistina-LR é composta por diversos 

aminoácidos, sendo uma molécula relativamente grande, caracterizada por vários grupos 

funcionais em diferentes posições, os quais são suscetíveis ao rompimento das ligações e levam 

a formação de subprodutos da degradação. As clivagens dessas ligações peptídicas geram 

fragmentos que correspondem a diferença entre a m/z do íon molecular (995) e os radicais dos 

peptídeos rompidos (SONG et al., 2009).  

 Lobón e colaboradores (2017) utilizaram eletrodos de carbono acoplado ao TiO2 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 eficiência 

da degradação da molécula em questão. 

 O fragmento com m/z 135 é característico da clivagem do aminoácido Adda que é 

responsável por grande parte da toxicidade da molécula. A ruptura da ligação nesta parte da 

estrutura da MC-LR foi detectada a partir de sua oxidação (m/z 134) nos experimentos 02, 09 e 

11 avaliados. A Figura 40 apresenta o espectro de massas obtido na fotodegradação do ensaio 

09 que apresentou uma maior degradação, conforme revelou os dados da HLPC-MS. 
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Figura 40 – Espectro de massas da MC-LR obtido no experimento 09 após a fotodegradação. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

 Observa-se no espectro da Figura 40, que no experimento 09 o íon molecular foi de 996,8 

[M+H]+ e a primeira perda foi do fragmento Adda [M–Fenil–C3H6O + H]+, gerando um íon de 

m/z de 862,8; seguido da liberação da outra parte do mesmo aminoácido [M–C11H17NO + H]+, 

gerando um íon de m/z 683,7. Em seguida, ocorreu a ruptura do Glu [M–C5H5NO3 + H]+, 

gerando o íon de m/z 555,0 e do Arg [M–C6H14O + H]+, detectando um íon com m/z 397,1. Na 

sequência houve o rompimento da ligação e a liberação do MeAsp [M–C5H7NO3 + H]+, com 

posterior clivagem no Leucina [M–C3H7 + H]+, a qual resultou no pico base, isto é, o pico de 

maior intensidade (m/z 224,9) com fórmula molecular de [C13H21N3O3 + H]+, sendo a perda da 

outra parte resultante desta ruptura [M–C3H4NO3 + H]+ ocasionada em seguida, gerando um 

íon de m/z 155,0 referente ao fragmento [Mdha-Ala +H]+. 

 A degradação fotocatalítica que resulta na diminuição da concentração da MC-LR em 

solução, bem como na diminuição da citotoxicidade da mesma, relacionadas a eficiência dos 

óxidos modificados estudados, depende do par elétron-buraco formado na superfície do 

fotocatalisador SrZrXSn1-XO3 a partir da excitação da banda de condução e valência, dando ao 

material propriedade catalítica. Assim, este começa a servir como fontes redox, por exemplo, 

podendo reagir com a água adsorvida e gerar radicais hidroxilas que começam a desencadear 

diversas reações internas, inicialmente na estrutura cíclica da MC-LR (QIAO et al., 2005). 

 Segundo Albuquerque (2017), o processo de degradação da microcistina-LR mediado 

pelo radical hidroxila, inicia-se por meio da incorporação deste radical nas ligações 2, 3 ou 4 

da porção Adda da estrutura da toxina. Em seguida, observa-se rearranjos na estrutura, os quais 

m/z 313,4 

m/z 129,1 m/z 83,1 

m/z 156,2 
m/z 129,1 

m/z 113,2 

m/z 71,1 
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ocasionam a eliminação de grupos mais lábeis, como por exemplo o Adda, bem como reações 

de ciclização molecular que levam a formação de ciclos com menor massa molar. Na figura 41 

é proposta uma possível rota de fotodegradação da MC-LR pelo óxido modificado em solução 

aquosa. 
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Figura 41 – Possível rota de fragmentação da MC-LR. 
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Na Figura 41, o local de início da degradação da microcistina-LR, são as duplas 

conjugadas no anel aromático 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 ligações 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 

lábeis da molécula leva a produção de muitos tipos de produtos intermediários, os quais podem 

ser degradados também pelo mesmo radical mencionado. Foi observado que os intermediários 

identificados no presente trabalho possuíam a estrutura cíclica intacta, sendo linearizada no 

decorrer da degradação. Vale salientar ainda que, os peptídeos de massas menores foram 

verificados pela quebra dos aminoácidos L-Arg e L-Leu, conforme verificado por Silva (2015) 

e Albuquerque (2017). Em estudos realizados por Sui et al., (2014) foi constatada três principais 

rotas de degradação da MC-LR, a hidroxilação do anel aromático e das ligações diênicas do 

Adda, bem como as interações internas na estrutura cíclica da cianobactéria. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 De acordo com as técnicas de caracterização utilizadas, espectroscopia Raman e 

difratogramas de Raio X, foi possível confirmar a presença das fases cristalinas através da 

indexação dos picos utilizando as fichas cristalográficas ICDD 00-044-0161 (SnZrO3) e 01-

077-1798 (SrSnO3). Deste modo pode-se afirmar que a perovskita SrZrxSn1-xO3 foi obtida com 

êxito pelo método dos precursores poliméricos, baseado no método de Pechini.  

 A performance dos óxidos sintetizados quanto a degradação da microcistina LR em água 

foi avaliada utilizando um planejamento Box Behnken onde variou-se três fatores em três 

níveis. A utilização deste tipo de planejamento trouxe como vantagem a utilização de um 

número reduzido de experimentos (15 experimentos) e a possibilidade de variar os parâmetros 

de interesse nos níveis mínimo, intermediário e máximo. E a partir deste foi possível avaliar 

quais as melhores condições experimentais para a aplicação investigada. Os fatores estudados 

(variáveis independentes) foram massa, tempo de exposição à radiação UVC e estequiometria 

das composições do óxido. E as variáveis dependentes a porcentagem de degradação e 

porcentagem de hemólise. Neste sentido, de acordo com as análises estatísticas, foi verificado 

que para a primeira resposta estudada (porcentagem de degradação) os fatores individuais 

tempo quadrático e estequiometria quadrática, bem como a interação entre a massa linear e 

tempo quadrático e a interação entre massa linear e tempo linear foram significativos para a 

performance fotocatalítica dos óxidos modificados estudados. Para a porcentagem de hemólise, 

os fatores individuais massa linear, tempo quadrático, estequiometria quadrática, bem como 

todas as interações lineares e quadráticas dos efeitos principais afetaram a resposta estudada. 

 De acordo com as avaliações estatísticas e gráficos de superfície de resposta, o óxido 

que apresentou a melhor performance fotocatalítica foi o que possui o maior grau de assimetria, 

perovskita SrZr0,75Sn0,25O3 proporcionando uma degradação de quase 39,9% da concentração 

inicial de MC-LR e porcentagem de hemólise de 13,89% (experimento 9 da Tabela 12). Esses 

resultados foram obtidos utilizando 0,2000 g de óxido (para 30 mL de solução aquosa contendo 

MC-LR na concentração de 2,5 µg.L-1 e um tempo de exposição de 5h.  

Diante do exposto pode-se afirmar que os óxidos investigados, em especial o 

SrZr0,25Sn0,75O3 e SrZr0,75Sn0,75O3, apresentam potencial para a remoção da MC-LR em águas 

e que o produto de degradação possui uma toxicidade menor que 14%. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

✓ Estudar a influência de fatores como pH e presença de eletrólitos na performance dos 

óxidos modificados estudados; 

✓ Avaliar a capacidade fotocatalítica dos óxidos estudados para soluções mais 

concentradas; 

✓ Investigar a performance do óxido modificado para remoção de MC-LR em águas 

residuais; 

✓ Realizar testes de atividade hemolítica com outras tipagens sanguíneas. 
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APÊNDICE A – ESPECTROS DE MASSAS 
 

Figura 42 – Espectro de massas após a fotodegradação obtido no experimento 02. 

 
 

Figura 43 – Espectro de massas após a fotodegradação obtido no experimento 09. 

 

 

Figura 44 - Espectro de massas após a fotodegradação obtido no experimento 11. 

 


