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RESUMO

ROCHA, Cyntia Cristina da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.
Degradagdo do brometo de etidio em solugao aquosa via ozonizagao.
Orientador: André Fernando de Oliveira. Co-orientadores: Maria Eliana Lopes
Ribeiro de Queiroz e Antdnio Augusto Neves.

O brometo de etidio € um composto comumente utilizado em laboratérios de biologia
molecular como marcador para visualizagdo de DNA. Apresenta riscos potenciais de
toxicidade e mutagenicidade, sendo necessario o tratamento dos seus residuos
antes do descarte. Na tentativa de evitar riscos de contaminacido ambiental, a
ozonizagao tem se mostrado uma técnica promissora devido o seu elevado potencial
oxidante. Embora o uso de 0zbnio para degradagdo de compostos organicos venha
se tornando cada vez mais comum, ainda pouco se sabe sobre os intermediarios de
reagcao e produtos formados durante a ozonizacdo de efluentes. Dessa forma, é
preciso garantir que esses produtos de degradagao nao sejam toxicos. Para tanto se
faz necessaria aplicagcado de estudos toxicolégicos. Esse trabalho estudou a cinética
de degradacgédo do brometo de etidio e a eficiéncia de degradagdo do corante em
solugdo aquosa na presencga e auséncia dos catalisadores ZnO, Al,O3 e resina XAD-
7, além de identificar o carater toxico dos produtos de degradagao. Na aplicagcao da
0zonizagao, observou-se que a cinética de degradagao do composto é favorecida
em meio acido, sendo dependente também da concentragdo de ozbnio. A eficiéncia
de degradacéo € dependente do pH do meio e apresenta melhores resultados em
meio basico, com cerca de 96% de remocéao do corante. Nessa técnica, os produtos
de degradagao, tanto para meio acido, quanto para meio basico, apresentaram
toxicidade. A ozonizagao catalitica apresentou aumento da eficiéncia de degradacéo
do brometo de etidio na presenca do catalisador ZnO em meio acido, em uma
dosagem de 0,5 g L™, aumentando o percentual de degradacdo de 75,3% para
95,5%, nessa condicdao. O Al,O3 e a XAD-7 ndo apresentaram atividade catalitica
significativa. Os testes de toxicidade realizados para os produtos de degradagéao via
ozonizagao catalitica se apresentaram atdéxicos quando comparados aos resultados

da ozonizacado sem a presenca de catalisadores.
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ABSTRACT

ROCHA, Cyntia Cristina da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Degradation of ethidium bromide in aqueous solution via ozonation. Advisor:
Andre Fernando de Oliveira. Co-advisors: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz
and Antbnio Augusto Neves.

Ethidium bromide is a compound commonly used in molecular biology laboratories
as a marker for visualization of DNA. Presents potential risks of toxicity and
mutagenicity, the treatment of their waste before disposal is required. In an attempt
to prevent environmental contamination, ozonation has shown a promising technique
due to its high oxidizing potential. Although the use of ozone for degradation of
organic compounds come becoming increasingly common, little is known about the
reaction intermediates and products formed during the ozonation of wastewater.
Thus, it must ensure that these degradation products are not toxic. So is necessary
the application of toxicological studies. This study investigated the kinetics of
degradation of ethidium bromide and the efficiency degradation of the dye in
aqueous solution in the presence and absence of catalysts ZnO, Al,O3 and XAD -7
resin and identify the nature of toxic degradation products. In the application of
ozonization, it was observed that the degradation of the compound is favored in
acidic environment, which also depends on the concentration of ozone. The
efficiency of degradation is dependent on the pH and the best results are in basic
medium, with approximately 95% removal of the dye. In this technique, the
degradation products in acidic and basic medium showed toxicity. The catalytic
ozonation showed an increase in the degradation efficiency of ethidium bromide in
the presence of ZnO catalyst in acid medium, at a dosage of 0.5 g L™ , increasing the
rate of degradation of 75.3% to 95.5 %, in that condition. The Al,O3; and XAD-7
showed no significant catalytic activity . The toxicity tests performed for degradation
products via catalytic ozonation presented nontoxic when compared to the results of

ozonization without the presence of catalysts.



INTRODUGAO GERAL

A poluicdo ambiental tem sido um assunto de interesse nas ultimas décadas
em todo o mundo. Tanto paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento tém se
preocupado com as questdes ambientais e buscado alternativas capazes de
solucionar e evitar problemas que comprometam seriamente a manutengao de um
ecossistema saudavel. Cada vez mais féruns de discussao e pesquisas sobre o
tema tém reunido esforgcos para conscientizar a sociedade civil dos riscos de

contaminagao do meio ambiente.

A poluicdo aquatica tem sido uma das questdbes ambientais que tem
provocado preocupacao devido aos riscos diretos a saude humana e ao
ecossistema, causando desequilibrios naturais e doencas. Um dos grandes
causadores dessa poluicdo sao as aguas residuarias, provenientes muitas vezes de
industrias e laboratérios de pesquisa que, por falta de planejamento e fiscalizagao,
acabam promovendo o descarte dos seus residuos diretamente nos mananciais sem
os devidos tratamentos. Dessa maneira, o tratamento de efluentes téxicos € um
assunto de interesse devido a relevancia dos impactos ambientais que sao

causados quando ocorrem manejo e gerenciamento inadequados.

Dentre os contaminantes do sistema aquatico, a remogdo de compostos
organicos tem sido responsavel por um grande numero de pesquisas e também se
tornando um desafio tecnolégico, uma vez que os tratamentos convencionais néo
sdo suficientemente eficientes e outras vezes esbarram em dificuldades
operacionais e de custos elevados, principalmente quando aplicados em escala

industrial.

O controle da contaminagédo causada por compostos organicos € de grande
importancia devido a toxicidade associada a muitos desses compostos. Os efeitos
adversos dessa contaminagdo podem colocar em risco ndao so6 o equilibrio natural do
meio ambiente, como também a saude humana pelo consumo de fontes
contaminadas e acumulo de substancias toxicas. Diante disso, tem crescido a busca

por novas tecnologias aplicaveis ao tratamento de efluentes que sejam mais



modernas, atendendo as reais necessidades de descontaminagdo e que tenham

menor custo, garantindo uma aplicagdo mais viavel.



CAPITULO I: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Brometo de Etidio (EtBr)

O brometo de etidio (EtBr) € um corante ainda muito utilizado como marcador
nao-radioativo para identificacdo e visualizagdo de acidos nucleicos em métodos
analiticos, como a eletroforese. No entanto, a sua capacidade de se intercalar aos
pares de bases do DNA acaba também |he conferindo caracteristicas perigosas,
como a mutagénese e a carcinogénese (FAISAL et al., 2007; CARBAJO et al., 2011,
ZHANG et al., 2012).

O brometo de etidio (Figura 1) € um composto aromatico da classe da
fenantridina. E um sodlido vermelho escuro, cristalino, ndo volatil, soltivel em agua,
que fluoresce sob luz ultravioleta numa coloragdo alaranjada, sendo estavel em

condi¢gdes normais de temperatura e pressao (NTP, 1994).

Figura 1: Estrutura molecular do Brometo de Etidio. Fonte: NTP (1994).

Em solugdes aquosas, o EtBr apresenta absor¢cdo maxima na regido do
espectro eletromagnético do ultravioleta (UV) em 210 nm e 285 nm. Sua excitagao
permite emissdes de fluorescéncia na banda de 605 nm (Figura 2) (NTP, 1994,
SABNIS, 2010).
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Figura 2: Espectros de excitagdo e emissdo do brometo de etidio.
Fonte NTP (1994).

O brometo de etidio surgiu em 1950 como uma droga anti-tripanossoma para
o tratamento de bovinos contaminados por Trypanossoma brucei (espécie de
protozoario) na Africa, desenvolvido por quimicos do Boot Pure Drug Co., Ltd, em
Nottingham, Reino Unido. Seu uso veterinario consiste na sua capacidade de
promover perda do genoma mitocondrial dos protozoarios, chamado DNA do
cinetoplasto (kDNA, semelhante em estrutura e fungcdo genética ao DNA
mitocondrial nos eucariontes), a partir da inibicdo da replicagdo do kDNA, sendo

esse 0 mecanismo mais provavel para a morte do tripanossoma (ROY et al., 2010).

E largamente utilizado em laboratérios de biologia molecular e bioquimica
como agente para visualizagdo de acidos nucleicos devido a sua capacidade de se
intercalar aos pares das bases do DNA. Um grande numero de técnicas faz uso do
EtBr, tais como: eletroforese, fluorimetria, espectrofotometria e amplificacdo da
reacado de polimerase em cadeia (PCR) (NTP, 1994). Sua utilidade é diversificada
nessas areas podendo ser usado para coloragdo de acidos nucléicos em estudos de
microscopia de fluorescéncia para diversas drogas; caracterizagao e quantificagao
de DNA; como um reagente analitico para monitoramento continuo de niveis de
medicamentos anticancerigenos em fluidos biolégicos, como sangue, soro e urina,
através dos niveis de dosagem critica de ligagdo do DNA (Miller & Hirschfeld, 1992,
apud (NTP, 1994)).

Ao se intercalar ao DNA, a fluorescéncia do brometo de etidio aumenta cerca
de 20 vezes, o que o torna bastante util para visualizagdo do DNA. A razao para
essa fluorescéncia intensa apos a ligacdo € o meio hidrofébico encontrado entre os



pares de bases ao se mover para esse ambiente, além do aumento da rigidez da
molécula, atenuando efeitos intermoleculares que causam a diminuicdo da
fluorescéncia (quenching), por exemplo, pelo ambiente isento de agua, que € um
agente supressor de fluorescéncia altamente eficiente. Com a intercalagdo, o
brometo de etidio deforma a estrutura do DNA localmente, removendo as moléculas
de agua (Figura 3) (OLMSTED; KEARNS, 1977).

Agente intercalador

Agente intercalador entre
os pares de bases do DNA

Figura 3: llustragao do processo de intercalagdo em dupla hélice de DNA.
Fonte: Carbajo et al (2011).

Sua capacidade de se intercalar as fitas duplas de DNA também torna o EtBr
perigoso a salde humana, tornando-o como um suspeito agente genotéxico'
(HUSSEN; NTP, 1994; SABNIS, 2010), devido a deformagao da cadeia dupla de
DNA, impedindo a acdo da DNA polimerase e assim comprometendo processos

biolégicos como a transcricéo e a replicagdo do DNA.

N&o ha dados referentes aos valores de toxicidade (LDsy) do brometo de
etidio em humanos (NTP, 1994). Testes realizados apresentaram mutagenicidade?

para bactérias Salmonella typhimurium, mas somente apds o tratamento com

! Agente genotoxico € aquele que interage com o DNA produzindo alteragdes em sua estrutura ou
fungéo causando efeitos toxicos sobre o material genético (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006)

2 Mutagenicidade é a propriedade que tem um agente, substéncia ou fendmeno em ser capaz de
induzir ou aumentar a frequéncia de mutagdes num organismo.



homogeneizado de figado, que simula a degradagcdo metabdlica da molécula a ser
testada. A auséncia de mutagenicidade sem a presenga do homogeneizado de
figado indica que o EtBr ndo é diretamente mutagénico, entretanto seus metabdlitos
sdo (MCCANN; AMES, 1975). Segundo o National Toxicology Program (1994),
estudos em ratos e camundongos nao indicaram um potencial mutagénico do
composto; tais estudos avaliaram a carcinogenicidade subcrbnica e a
desmielinizacdo induzida do nervo ciatico em ratos (RIET-CORREA et al., 2002).
Outros estudos ainda avaliam a utilizagao do brometo de etidio como quimioterapico
antitumoral (KRAMER; GRUNBERG, 1973; WURMB-SCHWARK, VON et al., 2006;
GENTRY et al., 2011) por atuar como um veneno de topoisomerase |, tal como
outras drogas anticancer utilizadas em seres humanos. Tais estudos se apoiam na
ideia de que o EtBr ndo € um agente mutagénico potente em seres humanos, no

entanto indicam que ele pode ser téxico em altas concentragoes.

2. Processos Oxidativos Avangcados (POA)

Os processos oxidativos avangados tém se mostrado como uma importante
alternativa no tratamento de aguas superficiais e subterraneas, bem como de aguas
residuarias devido a variedade de mecanismo de atuacdo, podendo ser aplicados

tanto para a degradagao de compostos organicos quanto inorganicos.

Os POA sao uma tecnologia muito utilizada atualmente, especialmente para o
tratamento e desinfeccdo das aguas. O primeiro trabalho utilizando o0zdnio como
desinfetante foi realizado em 1886 por De Meritens (GUNTEN, VON, 2003;
SANCHES et al., 2003). Entretanto, sé a partir de 1973 o termo Tecnologia de
Oxidacdo Avancada passou a ser incorporado. A partir da década de 90 é que
surgiu um grande numero de estudos relacionados a degradagdo de compostos
organicos devido a crescente preocupacado da sociedade com o meio ambiente,
promovendo grandes debates em torno da aplicagao, da eficiéncia e das limitacdes
da técnica (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Essa tecnologia envolve a formagao de espécies altamente reativas, como
radicais hidroperoxila (HO2*), radicais superéxido (O2™) e, principalmente, os radicais

hidroxila (OH*), que sao altamente oxidativos e nao seletivos (ANDREOZZI et al.,



1999; PERKOWSKI; KOS, 2003). Esse processo gera uma quantidade suficiente de
especies reativas transitérias capazes de provocar a mineralizagao total da matéria
organica a diéxido de carbono, agua e ions inorganicos, dentre outros (TEIXEIRA;
JARDIM, 2004). A taxa de geracdo e concentracdo dos radicais influencia
diretamente no poder oxidativo (MASTEN; DAVIES, 1994; MARTINS, 2011). Os
POA podem ser usados para destruir compostos organicos tanto em fase aquosa,
como em fase gasosa ou adsorvidos numa matriz sdlida; além disso, séo

considerados processos limpos e nao seletivos (STASINAKIS, 2008).

A Tabela 1 lista os potenciais de reducdo de alguns oxidantes importantes. O
radical hidroxila apresenta alto poder oxidante, superando o permanganato e o

peroxido de hidrogénio, por exemplo.

Tabela 1: Potencial elétrico padrao de reducao de alguns agentes oxidantes.

Espécie E°/V
Gas fluor 3,03
Radical hidroxila 2,80
Oz6nio 2,08
Per6xido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,68
Dioxido de cloro 1,57
Gas cloro 1,36
Gas iodo 0,54

Fonte: Teixeira, Jardim, 2004.

2.1. Sistemas tipicos de Processos Oxidativos Avangados

Os radicais hidroxila podem ser gerados a partir de reagdes que envolvem
oxidantes fortes, como o0zb6nio e peréxido de hidrogénio, além de semicondutores e
irradiacdo ultravioleta (VIANNA; TORRES, 2008; MARTINS, 2011). Os processos
que utilizam catalisadores solidos sdo chamados de heterogéneos, e os demais séo

chamados homogéneos.



2.1.1. Sistemas homogéneos

Em sistemas homogéneos, a degradagédo pode ocorrer por dois mecanismos

distintos: a fotélise direta com ultravioleta e a geracao de radical hidroxila.

e Fotdlise direta com ultravioleta: a fotdlise pode promover reagdes de
oxidacao/redugdo se a energia eletromagnética fornecida for igual a energia
necessaria para promover os elétrons do estado fundamental para o estado
excitado (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; MARTINS, 2011). A maioria dos estudos
envolve sua aplicagdo conjunta com outros processos oxidativos, como
H,0,/UV, O3/UV, H,0,/03/ UV. No sistema, O3/UV, por exemplo, o ozbnio
absorve radiagao ultravioleta, sofrendo fotdlise e se convertendo a H;O,,
formando radicais hidroxila subsequentemente.

e Geragao de radical hidroxila: nesse mecanismo, os radicais hidroxila podem
ser gerados a partir da presenca de oxidantes fortes, com ou sem a presenca
de irradiagdo, bem como por métodos como: oxidagdo eletroquimica,

radiolise, feixe de elétrons e ultrassom.

A oxidagao eletroquimica baseia-se na aplicagdo de corrente elétrica, por
meio de um reator eletroquimico, entre dois eletrodos em solucdo aquosa. Reacdes
de oxidacdo e reducao ocorrem na superficie do eletrodo formando radicais

hidroxila.

Na radidlise e feixe de elétrons, sdo formadas espécies altamente reativas

quando se irradia agua com um feixe de elétrons de alta energia produzidos por um

acelerador de elétrons. O processo provoca a formacdo de OHe e radicais de

hidrogénio (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; MARTINS, 2011).

O ultrassom promove a formacdo, o crescimento € o rompimento de bolhas
de gas em uma matriz liquida. A compressao adiabatica (chamada de implosao)
dessas bolhas é causada por altas temperaturas (de 4.000 °C a 10.000 °C) e alta
pressao (de 1.000 atm a 10.000 atm), promovendo a cavitagdo. Nessas condigdes, a

sonicagado da agua leva a dissociagcado térmica do vapor de agua em atomos de



hidrogénio e radicais (CARVALHO et al., 1995; ZHANG et al., 2006; ZHOU et al.,
2012).

Na geracdo de radicais hidroxila pelo uso de oxidantes fortes, os mais
comuns s&o o peréxido de hidrogénio, Fenton e 0zdnio, com ou sem a presencga de

irradiagéo ultravioleta.

O peréxido de hidrogénio, quando combinado com a técnica de irradiagao
ultravioleta, produz radicais hidroxila através da quebra da molécula, que gera um
rendimento de dois OH. para cada molécula de H,O, (TEIXEIRA; JARDIM, 2004,

CARBAJO et al., 2011).

HZOZ(aq) +hd -5 20H- Equacgao 1

(aq)

O processo Fenton € um método simples que ocorre pela reacdo de ions
ferrosos com H,O, em meio acido, independente da presenca de luz, promovendo a

formacao de radicais hidroxila (Equacéo 2).

H,0, + Fe?* — Fe3* + OH™ + OH - Equagéo 2

Os radicais hidroxila podem ser consumidos reagindo com Fe?* ou peroxido
de hidrogénio. Enquanto o Fe*" formado pode reagir com o H,O, promovendo a

regeneracdo do Fe?*, criando um ciclo fotocatalitico (GUIMARAES, 2012).

Diversas variagdes do método Fenton classico tém sido pesquisadas,
apresentando inclusive melhores resultados, como é o caso da técnica foto-Fenton,
que combina o reagente de Fenton com a radiagcdo ultravioleta, melhorando
significativamente sua eficiéncia e a velocidade de degradagdo (MARTINS, 2011;
GUIMARAES, 2012).

2.1.2. Sistemas heterogéneos

No sistema heterogéneo ocorre a presenga de semicondutores, também
chamados de catalisadores (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; VIANNA; TORRES, 2008).
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Em técnicas que fazem uso de catalisadores, os semicondutores sdo expostos a
radiagdo ultravioleta. Quando um féton é absorvido com energia suficiente para
promover um elétron de uma banda de menor energia para uma de maior energia,
ocorre a formacdo de uma lacuna em uma de suas bandas, que irdo apresentar
potenciais positivos, suficientes para gerar radicais hidroxila provenientes de
moléculas de agua adsorvidas na superficie do semicondutor (GUIMARAES, 2012).
O diéxido de titanio tem sido o fotocatalisador mais empregado na degradacao de
compostos organicos (ADAN et al., 2007), no entanto, outros catalisadores também
séo relatados na literatura, ZnO, Fe;O3 caolinita, SiO, e Al,03 (GAO et al., 2009;
ZHANG, J. et al., 2009; CARBAJO et al., 2011; YILDIRIM et al., 2011).

2.2. Aplicagcao dos Processos Oxidativos Avangados na degradacidao de

compostos organicos

Estudos mais recentes tém explorado técnicas envolvendo processos
oxidativos avangados na degradagdo de compostos orgénicos, obtendo-se bons

resultados, além de baixo custo.

O reagente de Fenton tem apresentado resultados satisfatorios na
degradagdo de corantes como contaminantes de efluentes e aguas residuarias
(HAMMAMI et al., 2007; CHEN; LIN, 2009; HAMEED; LEE, 2009; ZHANG, H. et al.,
2009; FU et al., 2010; Jl et al., 2011).

O uso do ozbnio esta bastante estabelecido na literatura como um potente
agente oxidante de compostos organicos, especialmente de corantes. Por exemplo,
os trabalhos envolvendo a degradagdo de azocorantes e corantes catidnicos via
ozonizagao (ZHANG, J. et al., 2009; KUSVURAN et al., 2011; YILDIRIM et al., 2011),
e também via ozonizacdo combinada com outros métodos, como o uso assistido de
ultrassom (DESTAILLATS et al., 2000; LALL et al., 2003; MARTINS et al., 2006;
ZHANG et al., 2006; SONG et al., 2007; ZHOU et al., 2012), ou de catalisadores
para melhorar a eficiéncia do processo (GAO et al., 2009; YILDIRIM et al., 2011).
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2.2.1. Alternativas para remocao/degradagdo do brometo de etidio em

efluentes

Normas ou diretrizes ndo foram definidas quanto a exposicdo humana aos
niveis ambientais seguros para esse composto, no entanto, seu potencial risco a
saude incentiva pesquisas que busquem seu tratamento e descarte adequados,
evitando a contaminagdo por um composto de alto risco. Na tentativa de
descontaminar solugbes aquosas de brometo de etidio, muitas técnicas ja foram

aplicadas para a degradagao e/ou remogéao do composto.

Dentre esses procedimentos, podem ser citados os métodos baseados na sua
adsorcdo, buscando a retencdo do EtBr sobre a superficie de um adsorvente. A
adsorcdo em carvao ativado foi relacionada como alternativa em literatura das
décadas de 80 e 90 (QUILLARDET; HOFNUNG, 1988; HENGEN, 1994). Oliveira et
al. (2009) estudaram o uso de resinas poliméricas como a XAD-7 para pré-
concentracdo do brometo de etidio, para posterior degradagdo. O problema
envolvido na utilizagdo de técnicas adsortivas é a transferéncia de fase do
contaminante, que sai do meio aquoso e fica retido em uma matriz sdlida, que
normalmente tem que ser incinerada. A incineragdo € um dos métodos mais antigos
de tratamento de residuos, porém esbarra em desvantagens como o uso de altas
temperaturas (acima de 850 °C), requerimento de energias muito elevadas para
tratamento de residuos liquidos, além de possibilitarem a formacao de compostos

mais toxicos que os iniciais (MUNTER, 2001).

Outros protocolos utilizam a degradagdo com agentes oxidantes, como
permanganato de potassio e hipoclorito de sodio, todavia, estudos de toxicidade
indicaram que os produtos de degradacao envolvendo tais oxidantes podem ser
ainda mais toxicos do que o proprio EtBr, ndo se mostrando como uma maneira

completamente segura para degradacdo (SANSONE; LUNN, 1987).

Zhang et al. (2012) realizaram pesquisas para a degradagao do brometo de
etidio via oxidacdo anddica em eletrodo de diamante dopado com boro,
considerando a técnica promissora, especialmente se combinada com outras

metodologias, como a fotocatalise.
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O uso de didéxido de titanio tém sido bastante explorado também para a
degradagao catalitica do EtBr. Estudos como os mostrados por Faisal et al. (2007) e
Adan et al. (2007) avaliaram a composicéo do TiO; (rutilo ou anatase) que apresenta

melhores resultados de eficiéncia de degradacéo.

Carbajo et al. (2011) utilizaram catalisadores de TiO, dopados com particulas
nanoméricas de ferro para degradacao fotocatalitica do brometo de etidio com
auxilio de oxigénio. A técnica mostrou elevada eficiéncia de remoc¢ao de carga
organica, apesar de necessitar de um longo periodo de exposi¢cdo. Swetha et al.
(2011), por sua vez, fizeram uso de -catalisadores de TiO, dopados com
nanoparticulas de zircébnio em um estudo de degradacdo com luz solar. Seus
resultados apresentaram uma descoloragao total do brometo de etidio sobre luz

solar e a perda de suas propriedades mutagénicas.

A maior parte dos estudos que avaliam a degradacao do brometo de etidio
sao, na verdade, estudos de descoloragao do composto, pois acompanham somente
o decaimento da absorbancia associada a coloracdo. Poucos estudos realizaram
testes de toxicidade para observar o comportamento dos produtos de degradagéo

formados.

3. Ozoénio

O ozbnio (O3) é um gas incolor a baixas concentracdes, de odor caracteristico

e irritante. E um agente oxidante poderoso (Eq = 2,08 V,Tabela 1).

O ozobnio foi identificado pela primeira vez em 1886 pelo quimico aleméao C. F.
Schonbein, quando percebeu um odor caracteristico produzido durante a geragao de
uma faisca elétrica. Seu nome é derivado do grego, ozein, cheiro. O 0zbnio é uma

molécula triatdmica alétropa do oxigénio e sua formacgao € endotérmica (Equacéo 3).

30, ©20;  AH; = +284,4 k] mol L™* Equagéo 3

As propriedades fisico-quimicas do ozénio sao listadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas do ozbnio

Propriedades

Férmula quimica O;

Massa molar 48 g mol”

Ponto de fusdo (1 atm) -192,5 °C

Ponto de ebulicdo (1atm) -111,9 °C

Massa especifica do gas (CNTP) 2,14 gL
Solubilidade em agua 1,05gL" (0 °C)
Solubilidade Muito soltvel em CCl,4, H,SO,

O ozbnio é um agente eficiente contra microorganismos e bactérias, sendo
atualmente aplicado no tratamento de aguas como substituto do cloro, por nao
formar organoclorados apdés o tratamento (GUNTEN, VON, 2003; SANCHES et al.,
2003).

Devido as suas propriedades fortemente oxidantes, o ozbnio € irritante,
afetando principalmente os olhos e o sistema respiratorio, podendo ser perigoso
mesmo em baixas concentragdes. Sua concentracdo maxima segura € da ordem de
0,1 mg L™ no ambiente da ozonizagao (CHERNICHARO et al., 2001). A gravidade

da lesao depende tanto da concentragcéo do ozénio quanto do tempo de exposicao.

A Figura 4 representa a tolerancia do ser humano a exposi¢gao ao ozénio.
Sintomas como secura na boca e garganta, dores no peito, perda de habilidade
mental, dificuldade de coordenagéo e articulagao, tosse e perda de cerca de 13% da
capacidade vital comegam a aparecer em exposi¢des de duas h ao ozénio com uma
concentragdo de 2 mg L' (BERNARDO, 1993).
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Figura 4: Tolerancia do ser humano a exposi¢gao ao ozénio. Fonte: Bernardo, 1993.

3.1. Estabilidade do oz6nio em agua

A transferéncia do oz6nio gasoso para a agua acontece pela dispersao do
gas na fase liquida e, em seguida, incorporado a massa liquida através da interface
gas-liquido (BERNARDO, 1993; KUSVURAN et al., 2011). A concentragao do ozbnio
em agua é dependente da solubilidade do gas. A solubilidade do ozdnio é descrita
pela Lei de Henry, indicando que a concentracdo da saturacdo € proporcional a

pressao parcial do ozénio a uma determinada temperatura (Equagao 4).

p(03) Equacio 4
[05] = 22 auas
H

Em que [O3] é a concentragdo de ozbnio; Ky € a constante de Henry (2,027
mol atm™, a 25 °C); e p(O3) é a sua pressao parcial.

O ozbnio decompdbe-se naturalmente de maneira rapida em agua, sendo o
radical hidroxila e o oxigénio os principais produtos da sua decomposi¢do. Durante

sua decomposicao, incialmente ocorre uma diminuicdo rapida da concentracdo do
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ozobnio e, em seguida, a diminuigdo da concentragdo passa a seguir uma cinética de
primeira ordem (GUNTEN, VON, 2003).

Sua estabilidade em solugdes aquosas € mais complexa do que em agua
pura e depende de fatores como o pH, tipo do composto a ser degradado e outros
compostos concomitantes (MASTEN; DAVIES, 1994). Em relagcdo ao pH, os ions
hidroxido iniciam a decomposi¢cdo do ozénio até a formagao dos radicais hidroxila.
Ja o tipo do composto pode influenciar a estabilidade de duas maneiras: o composto
pode (i) reagir diretamente com o ozbénio (Equagado 5) ou (ii) afetar indiretamente a
sua estabilidade através da eliminagdo de radicais (Equacédo 6) (STAEHELIN;
HOLGNE, 1982; SEHESTED et al., 1984)

O3 + ORG - ORG,yiq Equacéao 5

O3+ ORG - ORG*+-03 Equacao 6

3.2. Geragao do Ozénio

Devido a sua meia-vida relativamente curta, o ozdnio precisa ser gerado no
local onde vai ser usado. Qualquer método de geragcdo de ozbénio depende da
energia aplicada na quebra das ligagdes de oxigénio molecular, permitindo a sua
ruptura homolitica e em seguida, a formacao do ozénio. A energia aplicada atua de
forma aleatéria, gerando uma produgao pouco eficiente do gas e com grande

liberagao de calor residual.

Atualmente, os principais métodos usados na produg¢ao de ozdnio envolvem o
processo corona € a radiacao ultravioleta. O processo corona € o mais comum pelas

suas vantagens.

3.2.1. Processo corona

A descarga corona € uma condigao criada quando o O, gasoso passa por
uma descarga elétrica de alta tensdo. Nesse caso, a descarga elétrica transfere
energia para a quebra da molécula de O,, permitindo a formagdo da molécula

triatdmica — o ozénio. Um dielétrico € usado para manter e controlar a descarga
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elétrica, enquanto o calor excessivo dos eletrodos € frequentemente resfriado por

agua ou pelo ar (BARLOW, 1994).

A Figura 5 mostra um esquema do principio do funcionamento de um gerador

2 CALOR

de ozbnio do tipo corona.

—— ELETRODO
—— DIELETRICO
DESCARGA
" ! —Pp 0
02 ELETRICA =
— ELETRODO

3 CALOR

Figura 5: Esquema do principio de funcionamento de um gerador de ozénio tipo
corona. Fonte: Barlow, 1994.

A quantidade de ozénio gerada esta diretamente relacionada com alguns
fatores como: a qualidade do gas de alimentacdo (O, ou ar), a quantidade de

energia aplicada pelos eletrodos e o resfriamento do sistema.

Os geradores de ozébnio tipo corona sao normalmente de baixo custo e nao
requerem uma fonte de oxigénio que nao seja o ar ambiente. As flutuagdes no ar
ambiente, devido a umidade podem causar variacdes na producdo de ozénio. No
entanto, um secador de ar pode eliminar o excesso de vapor d’agua e aumentar a

produgao do gas.

3.2.2. Radiagao ultravioleta

Como a formagao de ozdnio a partir do oxigénio € uma reagao endotérmica e,
portanto, requer energia, quando exposta a radiagao ultravioleta, a molécula de O3
absorve a energia da radiacdo e se dissocia, reagindo em seguida com outras

moléculas de oxigénio e formando o 0z6nio. O rendimento dessa reagéo € maior em
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comprimentos de onda inferiores a 200 nm. No entanto, o ozénio também absorve
radiacao podendo sofrer fotdlise, que ocorre na faixa de comprimento de onda de
200 a 308 nm. Devido o seu baixo rendimento e elevado consumo energético, esse

meétodo nao é aplicado industrialmente.

3.3. Ozonizagao como técnica de degradagao de compostos organicos

O ozbnio apresenta grandes vantagens quando usado em técnicas de
degradagao de compostos contaminantes uma vez que (i) € um processo rapido; (ii)
seus produtos de degradacédo s&o radicais hidroxila ou gas oxigénio; (iii) € gerado no
local da utilizagdo, evitando transporte e estoque (MUNTER, 2001; ASSALIN;
DURAN, 2007). Atualmente, o baixo custo envolvido para a producdo do ozénio tem

sido também uma vantagem para a aplicagao e popularizagao do método.

Embora a producdo de ozbnio apresente custos reduzidos, se tornando um
atrativo para a aplicagdo da técnica em sistemas de descontaminagdo ambiental,
sua baixa solubilidade e estabilidade ainda sao pontos negativos para sua aplicagéao
como agente oxidante na degradagdo de compostos, além de baixas taxas de
reducdo de carga organica, devido a pouca seletividade do ion hidroxila, ainda se
apresentarem como problemas a serem resolvidos na técnica (MASTEN; DAVIES,
1994; ASSALIN; DURAN, 2007).

Mesmo com suas limitacdes, a ozonizagdo tem sido um dos métodos mais
amplamente estudados e empregados para a descoloracdo de efluentes e
degradacao de compostos orgéanicos e inorganicos. Varios trabalhos que envolvem a
degradagao de matéria organica fazem uso da técnica de ozonizagdo, observando
as condicoes de ataque direto do ozbnio ou via radicalar, dependendo do analito a

ser degradado.

Gilbert (2002) analisou em seu trabalho a influéncia do ozénio na degradacéo
de compostos organicos como glioxal e acido toluenossulfénico, obtendo bons
resultados com a diminuicdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) apds o
processo. Gao et al. (2009) também obtiveram resultados satisfatérios de baixa DQO
em seu estudo sobre a degradacdo do corante azul de metileno via ozonizagao

assistida. Zhang et al. (2006) estudaram a descoloragdo do azo corante laranja de
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metila, apresentando bons resultados para a descoloracdo, mas baixa remocio de

matéria organica.

Kusvuran et al. (2011) observaram a descoloragdo do corante verde
malaquita e a inibicdo de sua atividade antibacteriana apds processo de ozonizagao.
Yildirim et al. (2011) obtiveram bons resultados de mineralizagdo com o azo corante

RR194, a partir do acompanhamento de carbono organico total (COT).

3.3.1. Ozonio / Radical hidroxila

A eficiéncia de remogdo da carga organica € dependente de varios
parametros importantes como: tempo do tratamento, concentracdo do ozdnio, tipo
do substrato e pH (ROSENFELDT et al., 2006; ASSALIN; DURAN, 2007). Como o
pH influencia na concentracédo do ion hidroxila, esse parametro acaba influenciando
diretamente na decomposi¢gdo do ozdénio (MASTEN; DAVIES, 1994; LEGUBE;
LEITNER, 1999; KUSVURAN et al., 2011).

Em solugcdo aquosa em meio acido (pH < 3), a decomposi¢gao do ozbénio é
pouco afetada devido a baixa concentracdo de ions hidroxila no meio; assim, a
oxidagdo é favorecida por uma reagao direta do ozbénio molecular (ASSALIN;
DURAN, 2007). Nessa condicéo, o mecanismo atualmente aceito & o proposto por
Rudolf Criegee em 1953, em que o 0zbnio reage seletivamente nas duplas liga¢des
(centro nucleofilico) do composto, ligando os oxigénios que constituem o O3 aos
carbonos da dupla ligacdo, através de uma cicloadicdo 1,3, formando um
intermediario instavel, chamado molozonideo. O processo leva a formagao de
rearranjos espontaneos de compostos conhecidos como ozoneto (SOLOMONS;
FRYHLE, 2013). A agua, por sua vez, reduz o ozoneto formando outros compostos
carbonilicos (SANTOS; MAGALHAES, 1992; TEIXEIRA; JARDIM, 2004; ASSALIN;
DURAN, 2007; SOLOMONS; FRYHLE, 2013). A Figura 6 apresenta o mecanismo da

reacao direta do ozénio com a matéria organica.
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Figura 6: Mecanismo de reacgao via ataque direto do 0zénio molecular a matéria
organica em meio acido (Mecanismo de Criegee). Fonte: Solomons, 2013.

O ataque eletrofilico pode ocorrer em atomos que carregam cargas negativas
(como N, P, O ou carbonos nucleofilicos). Em compostos aromaticos substituidos
com grupos doadores de elétrons ( —OH, ou —NH), os carbonos nas posi¢cdes —orto
e —para em relagdo ao grupo doador de elétrons tém alta densidade eletrénica, o
que favorece o ataque do ozbnio a essas posi¢cdes (LANGLAIS et al., 1991;
MASTEN; DAVIES, 1994).

Em meio basico (pH>10), a reagao indireta ou radicalar é favorecida devido o
aumento da concentracdo de ions hidroxila, que proporciona a decomposi¢cao do
ozbnio. A reagédo entre o ozbnio e o OH~ desencadeia uma série de reagdes
radicalares e levam a formagéo do radical hidroxila (OH¢). Nesse caso, as reagdes
de oxidagdo sdo muito energéticas e néo seletivas (MAHMOUND; FREIRE, 2007,
KUSVURAN et al., 2011; YILDIRIM et al., 2011; GUIMARAES, 2012).

O mecanismo de decomposi¢cdo do ozbnio via reacao radicalar pode ser

dividido em duas etapas importantes: iniciacéo e propaga¢ao (GUNTEN, VON, 2003;
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MAHMOUND; FREIRE, 2007). Na iniciagdo, o ion hidroxila inicia a decomposi¢céo do
ozénio formando o radical hidroperoxila (¢ HO,) e o anion radical superéxido (e 0;)

(Equacdes 7 e 8).

03+ 0H™ —eHO, + 0, Equacgao 7

eHO, = 0, +H* Equacao 8

Em seguida, na propagacao, o radical superéxido (e 0,), em uma série de
reacgdes continuas, reage com mais ozdénio formando o anion radical ozonideo (e« 03)
(Equagéo 9). Por fim, o ion (¢ 0;) se decompde formando radicais hidroxila

(Equagao 11).

O3 +¢0, - 035 + 0, Equacao 9
05 +H" = «HO, Equacgao 10
*HO3 -+ 0H + 0, Equacéao 11

O mecanismo de degradacéo via indireta (ou radicalar) apresenta uma rapida
cinética de reagao. Além disso, a sua baixa seletividade permite a degradacao de
uma vasta gama de compostos (MAHMOUND; FREIRE, 2007).

No entanto, apesar de ser mais enérgica, nem sempre os resultados de
remogao de carga organica sao satisfatérios, devido a complexidade da matriz.
Somado a isso, a presenca de compostos sequestradores do radical hidroxila podem
causar uma diminuicdo na eficiéncia do processo, resultando em desaproveitamento
de energia do sistema. Exemplos desses compostos sequestradores sao:
substancias humicas, HCOs, CO,, CI, S* (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; ASSALIN;
DURAN, 2007), que reagem com o radical hidroxila e formam radicais secundarios
que ndo produzem 0, / « HO, (Equacdes 12 e 13), inibindo as reagbes em

cadeia descritas anteriormente:

*OH +C0, - OH™ +(C03 Equacéao 12

eOH + HCO; = OH™ + ¢ HCO;4 Equacao 13
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Em pH neutro (em torno de 7,0), ambos os mecanismos podem proporcionar
a degradagao dos compostos; nesse caso, outros fatores como o tipo do composto
alvo e a presencga de metais de transicao contribuirdo para definir a atuagao de cada
mecanismo (MAHMOUND; FREIRE, 2007).

3.3.2. Ozdénio/UV

Na ozonizacdo assistida por radiagao ultravioleta, a geracdo de radicais
hidroxila ocorre a partir da quebra do 0zénio em oxigénio molecular e atdmico, esse
ultimo reagindo com agua e formando peréxido de hidrogénio. A partir dai, o ion
hidroperoxido (HO;) pode reagir com o ozdnio para formar O3 e radicais hidroxila
(TEIXEIRA; JARDIM, 2004; GUIMARAES, 2012).

A Equacdo 14 indica uma forma simplificada de representar a reacéao

envolvida:

O3 +H,0 +hd -2 «0H + 0, Equacgao 14

3.3.3. Ozonizagao catalitica

A reagado do ozonio com matéria organica normalmente leva a formagéao de
aldeidos e acidos carboxilicos que nao reagem com o0 ozbnio. Desse modo, a
ozonizagao por si s6 ndo é capaz de atingir a completa remogao de carga organica
do meio (NAWROCKI; KASPRZYK-HORDERN, 2010). Devido a essa limitacdo do
processo convencional, a ozonizacdo catalitica aparece como uma das técnicas
mais promissoras aplicadas ao processo de descontaminagao ambiental, uma vez
que controla a geragao de radicais e melhora a eficiéncia do consumo do 0zénio
(MASTEN; DAVIES, 1994; ROSENFELDT et al., 2006). Essa técnica pode ser

realizada de dois modos: homogénea e heterogénea.

Basicamente, a ozonizagdo catalitica homogénea utiliza ions metalicos
dissolvidos como catalisadores, enquanto que a heterogénea faz uso de uma

variedade de soélidos, como 6xidos metalicos, zedlitas, etc.
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Na ozonizagao catalitica homogénea, uma série de metais de transigdo, como
Fe (I1), Mn (11), Zn (I) (ASSALIN; DURAN, 2007) tém sido utilizados no tratamento de

aguas e efluentes por ozénio, melhorando a degradacgao da carga organica do meio.

Os mecanismos de reagcdo podem ser relacionados a decomposi¢cao do
ozbnio pelos ions metalicos levando a geragdo de radicais livres ou entdo pela
formacdo de complexo entre a molécula organica e o catalisador, seguido da
oxidagdo do complexo (NAWROCKI; KASPRZYK-HORDERN, 2010). A via de
degradagao depende da natureza do ion metalico, influenciando especialmente a

seletividade do processo.

O método homogéneo apresenta uma melhora na remogao de carga organica
do sistema, quando comparado a ozonizagao convencional, devido provavelmente a
maior formagao de radicais hidroxila no meio e a minimizagédo da interferéncia dos
sequestrantes de hidroxila, devido a formagao de complexo entre o ion metalico e o
contaminante (ASSALIN; DURAN, 2007; NAWROCKI, 2013).

Na ozonizagao catalitica heterogénea, a oxidacdo de compostos organicos
faz uso de catalisadores solidos no processo, combinando as propriedades
oxidativas do o0z6nio com as propriedades adsortivas e oxidativas dos catalisadores
em fase sélida, o que leva a melhora dos resultados referentes a mineralizagdo dos
contaminantes organicos (ASSALIN; DURAN, 2007). Dentre os principais
catalisadores heterogéneos encontram-se: alguns o6xidos metalicos (MnO;, TiOy,
Al;O3, ZnO, dentre outros); ions metalicos (Cu, Ru, Pt, Co) em suportes (SiO;, Al,Os,
TiO,); zedlitas e carvdo ativado (ASSALIN; DURAN, 2007; NAWROCKI;
KASPRZYK-HORDERN, 2010).

De maneira geral, o0 mecanismo de degradagdo envolve a adsor¢ao ou do
ozénio, ou da molécula organica, ou ainda de ambos, na superficie do catalisador
(Figura 7). Quando essa adsor¢gao nao ocorre com nenhum desses componentes,
nao é observado um efeito catalitico (NAWROCKI, 2013). Assim, a reagdo pode

prosseguir na agua ou na superficie do catalisador.
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Figura 7: Possiveis mecanismos de degradacao via ozonizagdo catalitica
heterogénea. Fonte: Nawrocki, 2013.

A ozonizacado é considerada catalitica quando a eficiéncia de ozonizagao é

maior na presenca do catalisador do que na auséncia, considerando o mesmo pH.

As propriedades da superficie do catalisador, o pH da solugdo, bem como as
reacoes de decomposi¢cao do ozénio em solugcdo aquosa sao os principais fatores
capazes de influenciar a eficiéncia do processo catalitico (ASSALIN & DURAN,
2006). As caracteristicas quimicas da superficie dos 6xidos sdo bastante similares:
podendo estar cobertas por hidroxilas favorecendo o processo de troca idnica e se
tornando o principal centro de adsorcao; podem ter também sitios hidrofébicos que
permitam uma afinidade com moléculas organicas menos polares; além de ser

possivel também a presencga de centros de Lewis (NAWROCKI, 2013).

Dessa forma, as propriedades da superficie dos 6xidos sao influenciadas pelo
pH, como por exemplo a sua carga, o que tem efeito direto sobre a capacidade de
adsorcdo de moléculas organicas sobre os O6xidos metalicos (NAWROCKI;
KASPRZYK-HORDERN, 2010). A polaridade do composto organico também

apresenta influéncia sobre a sua adsor¢ao, de modo que compostos polares podem
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ficar adsorvidos na superficie, enquanto compostos nao polares precisam de sitios

hidrofobicos para garantir a adsorgéo.

Estudos de revisdo como os de Legube & Karpel Vel Leitner (1999) e Assalin
& Duran (2007) mostram a utilizagdo de 6xidos metalicos na mineralizagdo de varios
compostos organicos, como ozonizagao de fenol na presenga de Fe(lll)/AlOs3;
benzeno, 1-4-dioxina, antrazina e acido oxalico na presenga de MnOy; acido fulvico,
acido oxalico, nitrobenzeno catalisados por TiO,; acido oxalico e clorofenol na

presenca de Al,Os.

Embora o uso de ozbnio para degradagao de compostos organicos venha se
tornando cada vez mais comum, ainda pouco se sabe sobre os intermediarios de
reacao e produtos formados durante a ozonizagao de efluentes (WANG et al., 2003).
E importante estudar os produtos de degradacéo gerados no processo e avaliar sua

toxicidade para garantir que esses ndo sejam toxicos..

4. Planejamento e otimizagao de experimentos

O planejamento e a otimizacdo dos experimentos a serem realizados
especialmente em pesquisa sdo uma das etapas mais criticas do trabalho cientifico,
uma vez que a sua correta aplicagao implica em uma analise mais clara, completa e
abrangente dos resultados, além de um menor custo e tempo na realizagdo da

pesquisa.

Questdes como: quantas variaveis sao relevantes, ou quais valores devem
ser ensaiados, ou qual melhor resposta a ser analisada devem ser levadas em

consideragao para se obter resultados eficientes (NETO et al., 1995).

Segundo Araujo (2012), o delineamento (ou planejamento) experimental pode

ser definido como:

0 processo racional de planejamento de experimentos com suficiente poder
estatistico, tamanho da amostra e tipo adequados de dados a fim de
fornecer o maximo de informagdes a partir de dados quimicos e responder

de forma eficaz aos desafios propostos pela pesquisa.
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Em geral, dois grupos de métodos de planejamento e otimizagdo vém sendo
utilizados para extrair o maximo de informacgdes uteis do sistema, séo eles: o método

univariado e os métodos multivariados.

4.1. Planejamento univariado

O planejamento univariado € um meétodo classico de pesquisa em que se
fixam os fatores estudados em um certo nivel, exceto um deles. Este ultimo fator é
entdo variado até se obter a melhor resposta para o sistema em estudo. Em uma
variagéo, os niveis dos fatores s&o alterados e novamente o ultimo fator € avaliado.
Em seguida, esse fator passa a ser fixo, enquanto outro fator passa a variar. Todos

os fatores sao testados a fim de obter a melhor resposta.

Entretanto, esse método ndo garante a localizagcdo da regido 6tima real do
sistema analitico em estudo, pois além da interdependéncia dos fatores ndo ser
facilmente avaliada nessa metodologia, a dependéncia dos valores iniciais das
variaveis também interfere na determinagao. Além disso, exige um grande numero
de experimentos, uma vez que deve-se realizar tantos ciclos quantos forem
necessarios até se observar que ndo ocorre melhora no resultado da otimizagao
(EIRAS et al., 2000; PERALTA-ZAMORA et al., 2005).

Desse modo, o método de planejamento univariado se apresenta seguro
apenas em sistemas em que as variaveis otimizadas sao independentes (EIRAS et

al., 2000) ou quando o objetivo € compreender a relagao entre diversas variaveis.

4.2. Planejamento multivariado

Nos ultimos anos, os sistemas multivariados de otimizagdo tém ganhado
muita forga e apresentado bastante versatilidade em sua aplicagcdo nos campos de
conhecimento. Sua caracteristica principal € permitir a avaliacdo dos efeitos
sinérgicos e antagdnicos proporcionados pela forte dependéncia estatistica entre as
variaveis de interesse. Dentre as varias alternativas existentes, destaca-se o

planejamento fatorial e 0 método de superficie de resposta.
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4.2.1. Método do planejamento fatorial

Esse método permite a avaliagdo simultanea do efeito de um grande numero
de variaveis, com um numero reduzido de ensaios experimentais. Para realizar um
planejamento fatorial, escolhem-se as diferentes variaveis (fatores) a serem
estudadas e em seguida, efetuam-se experimentos em diferentes valores dos
fatores. Por ultimo, sdo realizados experimentos para todas as combinacdes
possiveis dos niveis (EIRAS et al., 2000; PERALTA-ZAMORA et al., 2005).

Segundo Neto et al. (1995), planejamentos desse tipo sdo bastante uteis em
investigacdes preliminares, quando se deseja saber se determinados fatores
exercem influéncia sobre o sistema ou n&o, sem detalhar sobre a descricido dessa

influéncia, sendo entdo vantajoso na triagem inicial dos fatores.

Para executar um planejamento fatorial é necessario especificar os niveis em
que cada condigdo sera estudada, ou seja, os valores dos fatores. O numero de
ensaios a serem realizados € uma relagao entre o numero de niveis e de fatores em
estudo. Ao variar um fator e observar a variacdo de seus resultados é possivel
estudar o efeito do fator sobre a resposta (MARINHO; CASTRO, 2005).

Uma grande desvantagem desse método € o uso de apenas dois niveis da
variavel. Embora mais niveis possam ser usados, o numero de experimentos (N)
aumenta de maneira acentuada com o numero de niveis (A) e o numero de fatores
(K) (Equacgao 15).

N = AK Equacgao 15

4.2.2. Metodologia de Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta € um método matematico e
estatistico que modela e analisa problemas em que uma resposta experimental sofre

a influéncia de varias variaveis e tem como objetivo a otimizagcdo da resposta,
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determinando a sensibilidade da variavel resposta as mudancgas dos niveis dos
fatores de interesse (MONTGOMERY, 2005).

A resposta observada y € uma fungcdo f dos niveis das variaveis
independentes x e normalmente é desconhecida, no entanto, pode-se aproximar
esta fungdo por uma relagdo polinomial. Normalmente, um modelo polinomial de
baixa ordem é inicialmente usado para descrever a funcdo f que descreve a
superficie de resposta. Se a superficie de resposta puder ser definida como uma
funcéao linear das variaveis independentes, entdo a fungdo aproximada € um modelo
de primeira-ordem (FERREIRA et al., 2004). Um modelo de primeira ordem com

duas variaveis independentes pode ser expresso por:

y=¢+a(A)+b(B) Equacgao 16

Se a superficie de resposta apresentar curvatura, entdo um modelo polinomial
de maior grau deve ser utilizado. A fungado (y) € chamada de modelo de segunda

ordem quando existe, pelo menos, um termo quadratico.

y = a(Ad) +b(B) +c(A)*+d(B)*+e(A)B)+f Equacéao 17

Onde a, b, ¢, d, e, f sédo os coeficientes da regressdo. Apds a coleta dos
dados, um modelo de regressao multipla € usado para estimar os coeficientes dos
polinbmios. Geralmente, as superficies de resposta podem ser visualizadas
graficamente, através de graficos tridimensionais ou superficies de contorno (quando
ha apenas duas variaveis independentes), permitindo a visualizagdo de pontos
importantes, como ponto de maximo, minimo ou ponto de sela (Figura 8). Para mais
variaveis, nao é possivel observar o comportamento de todas em um mesmo grafico,

pois a hipersuperficie obtida n3o é visivel no espaco R®.
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(@) (b)

Figura 8: Esquema de graficos de superficie de resposta. (a) grafico tridimensional;
(b) superficie de contorno. Fonte: Montgomery, 2005.

4.2.3. Matriz de Doehlert

Os planejamentos de superficie baseados nas matrizes de Doehlert
(chamados de matrizes de Doehlert ou designs de Doehlert) sdo uma alternativa
recente bastante util na otimizagdo de variaveis em planejamentos de modelos de
segunda ordem. Apresenta como vantagens um menor numero de experimentos a
serem realizados e sdo mais eficientes (FERREIRA et al., 2004). Sdo conhecidos
também como “designs de escudo uniforme”, devido a distribuicdo dos pontos
experimentais de forma regular sobre uma superficie de casca esférica, conferindo a
esse modelo caracteristicas interessantes (FERREIRA et al., 2004; ARAUJO;
JANAGAP, 2012).

Matrizes de Doehlert para k variaves (k>3) sdo gerados a partir da distribuigao
dos pontos experimentais sobre a superficie de uma esfera. Para duas ou trés
variaveis, por exemplo, os pontos experimentais sdo circunscritos a um circulo e a
uma esfera, respectivamente, com de raio igual a unidade (Figura 9). Para duas
variaveis, o projeto consiste de um ponto central e seis pontos formando um
hexagono regular sobre um circulo. Enquanto que para trés variaveis, a distribuicao
dos pontos esta localizada nos vértices de um cuboctaedro, com um ponto central
(FERREIRA et al., 2004; ARAUJO & JANAGAP, 2012).
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Figura 9: Distribuicdo espacial dos pontos experimentais em um design Doehlert
para 2 (pontos 1 a 7) e 3 (pontos 1 a 13) variaveis. Fonte: Araujo & Janagap, 2012.

O numero de experimentos necessarios pode ser determinado pela

expressao:

N=k*+k+C, Equacgio 18

Em que k é o numero de variaveis estudadas e C, € 0 numero de pontos
centrais. Dessa forma, estudos com duas e trés variaveis necessitam de 7 e 13
experimentos, respectivamente. Sdo realizados ensaios em duplicata a fim de
validar o modelo por meio de uma estimativa de variancia experimental (FERREIRA
et al., 2004).

Cada projeto € definido considerando-se o niumero de variaveis em estudo e
seus valores codificados (Ci) da matriz experimental. A relacdo entre os valores

codificados e reais é dada pela Equacéo 21.

Ci=SX;—X%+¢° Equagdo 19
S _ (CMax - CMln) Equagéo 20
XMax - XMin
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yi c;— Y N Equacao 21
[ =——

XO
S
Em que Ci é o valor do codigo para o nivel do fator i em um experimento, X; é

o valor real, X° é o valor real em relagdo ao ponto central, C° & valor do cbédigo em

relagdo ao ponto central

A matriz de Doehlert apresenta uma caracteristica diferente dos demais
planejamentos multivariados, nele o numero de niveis ndo € o mesmo para todas as
variaveis (FERREIRA et al., 2004), por exemplo, para um estudo envolvendo trés
variaveis, um fator é estudado em trés niveis, outro em cinco e o outro em sete
niveis. Essa propriedade permite a livre escolha das variaveis a serem atribuidas
aos diferentes niveis. Critérios diferentes podem ser utilizados para designar os
fatores, no entanto, quando o sistema nao apresenta influencia significativa nos
fatores, comumente a atribuicdo aos niveis pode ser feita de acordo com a
magnitude do efeito da variavel. Assim, o maior efeito de uma variavel relativa a
resposta experimental € atribuido ao maior nivel (FERREIRA et al., 2004; ARAUJO;
JANAGAP, 2012).

Outra caracteristica dos designs Doehlert € o seu eficiente mapeamento
espacial, uma vez que a formagdo de hexagonos regulares promove um

preenchimento mais eficiente e completo dos espacos, sem sobreposicao.

5. Testes ecotoxicolégicos

Embora tenham sido desenvolvidas varias metodologias para degradagao de
compostos organicos, ainda pouco se sabe sobre os intermediarios de reacéo e
produtos formados (WANG et al., 2003). Dessa forma, € preciso garantir que esses
produtos de degradacao nao sejam toxicos. Nesse sentido, os estudos de toxicidade
sdo uma ferramenta importante para avaliagdo dos produtos de degradagao

formados.

Assim sendo, a ecotoxicologia aparece como uma alternativa para esse tipo
de avaliagdo toxicologica. A ecotoxicologia nasceu como ferramenta de

monitoramento ambiental, baseada na resposta de organismos vivos a estressores
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quimicos (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Seu objetivo, segundo Chapman
et al. (1992), é entender e prever efeitos de substancias quimicas em seres vivos e

comunidades naturais que constituem a biosfera.

Essa area da ciéncia é baseada em testes de toxicidade com organismos
vivos, integrantes de um ecossistema definido, que também s&o chamados de
bioensaios. Esses testes sdo de grande importancia uma vez que permitem avaliar
os danos ocorridos nos diversos ecossistemas apos a contaminacao e ainda prever
impactos futuros (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

A alteragdo no comportamento dos bioindicadores® é considerada um alerta
para um dano ou estresse sofrido, uma vez que, segundo Magalhdes (2008), o
comportamento € uma resposta toxicolégica que reflete o efeito de todos os niveis
do organismo e representa a interagcdo de processos fisiologicos com estimulos

ambientais.

Os testes ecotoxicologicos sao realizados com organismos indicadores
(bioindicadores) que, devido as suas caracteristicas de pequeno limite de tolerancia
ecoldgica a determinadas substancia quimicas, apresentam algumas alteragoes,
sejam elas morfoldgicas, fisiologicas ou comportamentais quando expostas a alguns
poluentes (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008; CHARLES et al., 2011).

A principal vantagem dos testes ecotoxicologicos € que a deteccdo de
compostos téxicos € realizada com base na atividade biologica, n&do sendo
necessario um conhecimento quimico prévio sobre o agente toxico para identificar a
sua presenca. Além disso, os sistemas biolégicos podem reagir a concentragcdes de
substancias abaixo dos limites de deteccdo de varios métodos analiticos
(CHAPMAN et al., 1992; KNIE; LOPES, 2004).

Em testes ecotoxicoldgicos, alguns procedimentos sao importantes para que
os resultados sejam considerados validos, como séries de diluicdo, controle negativo
e controle positivo. A série de diluicdo € um indicativo de qual concentracdo o
material testado apresenta toxicidade sobre uma populagdo. Com esse indicador é

possivel avaliar os limites de tolerancia do individuo estudado. O controle negativo

® Bioindicador é uma espécie ou grupo de espécies que reflete o estado bidtico ou abidtico de um
meio ambiente, o impacto produzido sobre um habitat, comunidade ou ecossistema (RIBEIRO et al.).
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ajuda a eliminar possiveis outros contaminantes que possam causar danos. O
controle positivo é usado para garantir que o organismo responde apropriadamente
a um contaminante (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

5.1. Organismos-teste

Uma vez que os processos metabodlicos de cada espécie respondem de
maneira diferente aos contaminantes, € recomendada a utilizacdo de diferentes
espécies de organismos nas caracterizagdes ecotoxicolégicas (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).

Uma grande variedade de espécies tem sido empregada em testes de
toxicidade, destacando-se: fitoplanctons (algas), microcrustaceos (zooplanctons),
peixes e bactérias. Algumas plantas superiores também s&o sensiveis a substancias
toéxicas e podem ser utilizadas como bioindicadores, como é o caso do pepino,
agriao, alface e soja (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

A espécie Daphnia similis (Figura 10), vulgarmente conhecida como pulga
d’agua, € um microcrustaceo zooplancténico amplamente distribuido nos corpos de
agua doce (ABNT, 2009). E um consumidor primario da cadeia alimentar e fonte de
alimento para os consumidores secundarios. Essa espécie apresenta sensibilidade a
diversas classes de compostos quimicos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Figura 10: Microcrustaceo Daphnia similis. Fonte: (IPEN, 2013).
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Para a realizacdo dos testes com a Daphnia similis € preciso observar
condigbes de temperatura, luminosidade, qualidade da agua de -cultivo e

alimentagao, como descreve a norma NBR 12713 ( 2009).

O teste de toxicidade em plantas superiores apresenta algumas vantagens: é
simples, rapido e confiavel; as plantas podem ser mais sensiveis ao estresse
ambiental do que outros organismos; sao faceis de manipular e armazenar, além de
ser uma alternativa de baixo custo e boa correlacdo (CHARLES et al., 2011). A
fitotoxicidade* pode ser determinada, por exemplo, pelas caracteristicas da
germinacdo de sementes, comprimento da raiz e taxa de crescimento da muda
(GREENE et al.; CHARLES et al., 2011).

A germinagdo de sementes e o comprimento da raiz podem ser aplicados
para identificagdo de toxicidade aguda causada por contaminantes a partir de um
teste rapido, de 120 h. Os resultados sao baseados nos efeitos negativos
observados em relagcdo as fungdes bioquimicas e fisiolégicos dos organismos
testados e o parametro a ser avaliado € a inibicdo da germinagéo e do comprimento

da raiz quando comparada aos controles (LOPEZ et al., 2008).

* Fitotoxicidade ¢ a alteracado no desenvolvimento de uma planta causado por efeito toxico de certas
substancias.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Degradagao do brometo de etidio em solugdo aquosa usando o0zénio como

meétodo oxidativo e avaliagdo ecotoxicoldgica dos produtos de degradagéo gerados.

Objetivos Especificos

o Avaliacdo dos parametros que influenciam o processo de ozonizagao
na degradacao do brometo de etidio e sua otimizagao;

o Avaliagado do processo de degradacéo da solugao de brometo de etidio
a partir dos métodos de ozonizagao cataliticos (ZnO, Al,O3 e XAD-7);

o Estudo ecotoxicolégico dos produtos de degradagdo do brometo de

etidio em solugao aquosa.
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CAPITULO 2: OZONIZAGAO DO BROMETO DE ETIDIO LIVRE EM
SOLUGAO AQUOSA

1. Materiais e métodos
1.1. Reagentes e solugoes

Foi preparada uma solugdo de brometo de etidio (EtBr) (Merck) com
concentracdo de 1,25 x 10 mol L™ para ser utilizada como solugao estoque. As
solugdes utilizadas nos experimentos foram preparadas a partir da diluicdo desta

matriz.

Solugédo tampao universal foi preparada a partir de compostos inorganicos
contendo fosfato de sédio dibasico, Na,HPO4 (0,01 mol L.'1), carbonato de sddio,
Na,COs3 (0,01 mol L) e acido bérico, HsBO3 (0,01 mol L™). O pH foi ajustado com
solucdes de HNO; (1,0 mol L") e NaOH (1,0 mol L) conforme a necessidade. A
forga idnica foi corrigida com solugdo aquosa de NaCl (2,0 mol L) para se manter

constante em 0,2 mol L™

Agua destilada foi utilizada no preparo e diluigdo de todas as solugdes.

1.2. Instrumentagao

Para realizacdo das medidas de absorbancia e analise dos espectros de
absorcao foi utilizado um espectrofotometro UV-visivel duplo feixe Femto Cirrus

60ST, cubeta de quartzo em fluxo com caminho 6tico de 10,0 mm.

O ozbnio foi gerado por um gerador de ozénio da marca Ozone & Life a partir

de oxigénio puro com uma vazao de 0,5 L min™.

Para os experimentos de ozonizagdo foi utilizado um reator de vidro Pyrex®
em formato cbnico com entrada e saida para dispersdo do gas ozdénio, encamisado
com mangueiras para circulagdo de agua, auxiliando na manutengdo da

temperatura, capacidade de 0,250 L (Figura 11).
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Espectrofotémetro

Banho Térmico

Figura 11: Esquema da montagem do experimento de ozonizagao. Fonte: Autor

1.3. Procedimento experimental

A fim de estudar a cinética de degradacao do brometo de etidio em solugao
aquosa por processos oxidativos avangados com uso de ozdnio e a sua eficiéncia de
degradagdo, foi necessario avaliar a influéncia de algumas variaveis no

comportamento do sistema durante o processo de ozonizagao.

Para determinar as melhores condi¢gdes para realizagao dos experimentos de
degradagao do brometo de etidio, foram analisadas a influéncia do pH, temperatura
do meio e concentracdo de 0z6nio gasoso. A concentragdo do brometo de etidio foi
mantida constante a 1,27 x 10° mol L™ ou 0,500 mg L™, a partir da diluigdo da
solugao estoque para um volume de 250 mL. Os valores de pH variaram entre 2,0 e
11,0; a temperatura entre 10 °C e 30 °C; e a concentragao de ozénio entre 1,0 e 3,0
mg L,



1.3.1. Planejamento experimental

A Matriz de Doehlert foi escolhida como método de planejamento e
otimizagcdo experimental por permitir a avalicdo da interagdo entre as variaveis, além

da escolha de diferentes niveis dos fatores, o que garante um maior detalhamento

das influéncias dos parametros avaliados.

Foram planejados 13 experimentos com trés variaveis experimentais (pH,

concentracado de o0zOnio e temperatura) e um ponto central.

O fator de maior nivel escolhido foi o pH (sete variagdes), seguido pela temperatura
(cinco variagdes), e concentragdo de ozdnio (trés variagdes). Os experimentos foram

realizados em triplicata. Os dados para realizagcdo do experimento em Matriz de

Doehlert sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores reais e cédigos das variaveis experimentais analisadas para montagem

do planejamento experimental via Matriz de Doehlert.

Valores reais

Cédigo das variaveis experimentais

Ensaios Temp / Concentragao Temp oH Concentragao

°C de O;/(mg L") de O;
1 20,0 6,5 2,0 0,000 0,000 0,000
2 30,0 6,5 2,0 1,000 0,000 0,000
3 25,0 11,0 2,0 0,500 0,866 0,000
4 25,0 8,0 3,0 0,500 0,289 0,817
5 10,0 6,5 2,0 -1,000 0,000 0,000
6 15,0 2,0 2,0 -0,500 -0,866 0,000
7 15,0 5,0 1,0 -0,500 -0,289 -0,817
8 25,0 2,0 2,0 0,500 -0,866 0,000
9 25,0 5,0 1,0 0,500 -0,289 -0,817
10 15,0 11,0 2,0 -0,500 0,866 0,000
11 20,0 9,5 1,0 0,000 0,577 -0,817
12 15,0 8,0 3,0 -0,500 0,289 0,817
13 20,0 3,5 3,0 0,000 -0,577 0,817
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O sistema composto pela solugdo de brometo de etidio em tamp&o universal
nas condi¢gdes determinadas segundo a Matriz de Doehlert foi ozonizada durante 30
min, em cada experimento. A absorbéancia foi medida no maximo de absor¢ao do
composto a cada minuto. Uma curva analitica para o brometo de etidio foi obtida no

comprimento de onda de 295 nm em pH 9,5.

1.3.2. Determinagao da concentrag¢ao do ozénio

A concentragdo de ozbénio no meio gasoso e em solugao foi determinada a
partir de titulacdo iodométrica indireta, em que o oxidante foi determinado fazendo-
se reagir com excesso de ions iodeto e determinando-se o iodo liberado com um

redutor padréo.

Para a determinacdo da concentragcdo no gas, borbulhou-se ozénio em 50,0
mL de solugdo de iodeto de potassio (KI) 20,0 g L™, por 2 min. Em seguida, a
solugao foi acidificada com 2,5 mL de acido sulfurico (H,SO4) 0,5 mol L™ e titulada
com solugdo padronizada de tiossulfato de sodio (Na.S;03) 0,1 molL™" até a
descoloracao da mistura em um tom de amarelo palido. Adicionou-se 1,0 mL de
solugdo de amido 1,0% e prosseguiu-se com a titulacdo até o desaparecimento da

cor azul. A concentragao do 0zénio gasoso € dada pela equagao Equagao 22:

Nay$,05 X fNays,05 X VNa,s,0, X MM, Equacao 22

c
¢(05)(mg L%) = e

Em que ca,s,040 fNays,0; © Via,s,o0, S0 @ concentragao, o fator de correcéo e
o volume gasto de tiossulfato de sédio; MM,,, € a massa molecular do ozénio; @, € o

fluxo do gas e t é o tempo de borbulhamento.

Para a determinacdo da concentragdo em solugdo, ao invés de borbulhar
ozénio em solugcdo de iodeto de potassio, adicionou-se a solugdo aquosa ja
ozonizada por 10 min a solucdo de iodeto e prosseguiu-se com O mesmo

procedimento anterior.



39

1.3.3. Monitoramento dos produtos de degradacgao

Foram obtidos os espectros UV-visivel, na faixa de 190 a 800 nm da solucéo
inicial e final de cada experimento de degradacdo. O sistema de monitoramento

continuo da absorbancia foi realizado com cubeta de fluxo a 3,3 mL min".

1.3.4. Determinagao das constantes de velocidade e eficiéncia do processo de

degradacao

A cinética de degradacdo do brometo de etidio em solugdo aquosa na
ozonizagao foi estudada avaliando-se o modelo nao-linear de pseudo-primeira
ordem (Equagdes 23 a 25), e a forma linearizada do modelo de pseudo-segunda

ordem (Equagdes 26 a 28).

—dcC =
ditBr =K' . Cpepr Equacao 23
cA t
f _ 40 _ j k'dt Equagéao 24
CA CA 0
Ca= Cy.e™t Equagéo 25
ACeepr ., Equaciao 26
~ar — K- Cisr
¢4 dc ¢ Equacgio 27
f — A0 f k' dt qtas
ca, Ca 0
1 1 a
ot e Equacao 28
Ca Cao

—d CEtBr

Em ambos os modelos, o termo ”

representa a taxa de decomposigao

do corante; k’ é a constante de velocidade; e Cgpr € a concentragdo do corante no

instante .



40

A eficiéncia da degradacdo (ou descoloragdo) do brometo de etidio foi

determinada a partir da Equacao 29.

Coegr —C Equagéo 29
% degradacao = EtB(r:O—EtBrxlOO qauag
EtBr
Em que Clp. € a concentragdo inicial do brometo de etidio, antes do

processo de ozonizagao; e Cgam;, @ concentracao final, apds 30 min de ozonizagao.

1.3.5. Testes de toxicidade dos produtos de degradagao

Para avaliar se os produtos da degradagao do brometo de etidio em solugao
aquosa via ozonizagdo sdo seguros para descarte, testes ecotoxicolégicos foram

realizados, observando especialmente caracteristicas de toxicidade do produto final.

Foram realizados dois testes de toxicidade aguda com organismos de
diferentes niveis troficos: o microcrustaceo Daphnia similis, e sementes de alface

(Lactuca sativa).

Para os testes de toxicidade aguda com D. similis foram seguidas as
indicagdes especificadas na norma NBR 12713 (ABNT, 2009), através da exposi¢cao
de organismos jovens, de 6 a 24 h de idade, a amostras dos produtos de

degradacao por 48 h, sem nenhuma diluigao.

Os resultados obtidos foram dicotdmicos, ou seja, expressaram a ocorréncia
ou nao da toxicidade. Os testes foram realizados em quatro repetigdes com cinco
organismos em cada repeticdo e 10,0 mL de amostra. O controle foi realizado na
agua de cultivo dos organismos. Foi feito um ajuste de pH das amostras dos
produtos de degradagéo antes da exposigao para uma faixa entre 7,0 e 8,0, que é a
faixa de sobrevivéncia dos organismos-teste. O ensaio foi mantido a 22 °C, com
fotoperiodo de 16 h, sem qualquer alimentacdo. Apos 48 h, foi registrado o niumero

de organismos imoveis.

Foram ainda realizados testes de germinagao da semente de alface (Lactuca

sativa) variedade Manteiga, e seu comprimento de raiz segundo as indicagdes de



41

Sobrero e Ronco (2004). As sementes utilizadas foram obtidas comercialmente,

sem tratamento quimico.

Nesse teste, as sementes foram expostas ao produto de degradacao por 120
h, com duas repeti¢cées, sem diluigdo. Os ensaios foram realizados em placas de
Petri de 10,0 cm de diametro forradas com papel de filtro qualitativo embebido em
4,0 mL de amostra. Em seguida, 20 sementes de alface foram dispostas sobre o
papel de filtro e a placa coberta com filme plastico de PVC para evitar a
desidratacdo. O periodo de incubacgao foi de 5 dias a 22 °C, sem iluminacao. Foi

utilizada agua destilada como controle negativo.

No final do teste, os parametros observados foram o percentual de inibicao da
germinagao das sementes e o comprimento da raiz. A Figura 12 ilustra o método
utilizado para avaliar a fitotoxicidade dos produtos de degradacdo em sementes de

alface.
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Figura 12: Esquema geral do procedimento realizado para teste de toxicidade com
semente de alface (Lactuca sativa). Fonte: Sobrero, Ronco, 2004.

2. Resultados e Discussao
2.1. Caracterizagdo da amostra

O espectro de absorg¢ao na regido do ultravioleta-visivel de EtBr 8,0 x 10 mol
L™ em agua é apresentado na Figura 13. O etidio é capaz de absorver radiaco
devido a presenca de grupos cromoforos em sua estrutura molecular, fornecendo
orbitais 1 conjugados, permitindo as transicbes entre os niveis de energia.
Apresenta também elétrons nao-ligantes que sdo capazes de se excitar a outros

niveis energéticos.
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Seu espectro de absorgcdo apresenta maximos na regido UV em 217 nm e
295 nm e na regido do visivel em 483 nm. O monitoramento da degradacdo do

composto foi realizado no maximo comprimento de onda do EtBr, isto €, em 295 nm.
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Figura 13: Espectro de absorgao de solugdo aquosa de EtBr 8,0 umol L.

Foi realizada também uma analise espectrofotométrica dos componentes do
tampao universal para verificar se apresentavam absorcdo na mesma regido do
analito de interesse, ainda que a solugcao de tampé&o universal em cada valor de pH
estudado tenha sido usada como branco nos experimentos de degradagéo. A Figura
14 mostra os espectros de absorcdo de solucdes 0,01 mol L™ (sem ajuste de pH) de
Na,COs3 (pH 11,10), Na,HPO4 (9,36) e H3BO3 (6,37), além do espectro de absorgao

do tampao universal (pH 10,2), apds a mistura dos componentes inorganicos.
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Figura 14: Espectros de absor¢do em solugdo aquosa para (m) Na,CO3 0,01 mol L;
(8) Na;HPO,4 0,01 mol L™, (o) H3BO3 0,01 mol L™"; (A) tampao universal, usando
agua como branco

O carbonato e o fosfato apresentam absorg¢ao na regidao do ultravioleta devido
a presencga de elétrons nao-ligantes que sao capazes de absorver radiacdo, sendo
excitados a niveis de maior energia. Entretanto, ndo ocorre superposi¢cao de bandas

de absor¢cao com o brometo de etidio em 295 nm ou em 483 nm.

A absortividade molar das outras espécies dos sistemas acido base presentes
no tampao universal sao distintos entre si, de maneira que o espectro dessa solu¢ao
depende do pH. Por exemplo, em meio acido, o sistema carbonato € o principal
componente que altera o perfil do tampao universal (Figura 15). E interessante
lembrar que, em valores de pH abaixo de 6,4, predomina a espécie H,C05; acima
desse valor, até pH 10,3 predomina o bicarbonato (HCO3’) e, em valores acima de
10,3 predomina o carbonato (C0O3~) e cada espécie apresenta diferente espectro de

absorcgao.
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Na,CO03y = 2 Nalygy + CO3™ (aq) Equacéo 30
HyCO3,, = H* (qq) + HCO3 (4 pK; = 6,37 Equacao 31
HCO3 oy S H* (ag) + CO5™ 40y pK, = 10,32 Equagéo 32
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Figura 15: Espectro de absor¢ao do tampéo universal e Na,CO3 0,01 mol L', ambos
em pH 2,0.

Apesar das espécies no equilibrio acido-base envolvendo o H3BOj; e fosfato
também sofrerem alteracdo dependendo do pH, os espectros de absor¢do nao

provocaram sobreposi¢cao na regido de interesse para determinagao do EtBr.

A curva analitica em 295 nm foi obtida entre 0,25 e 4,0 umol L'1, obtendo-se
uma absortividade molar de 6,96.10* L mol'ecm™ (Figura 16), similar ao observado
por Oliveira et al. (2009). Uma vez que as concentragdes estudadas nos
experimentos de degradagao estavam dentro da faixa analitica, pode ser realizado o
monitoramento continuo sem etapas de diluicdo. O limite de detegao (LOD) e de
quantificacdo foram respectivamente iguais a 0,0135 e 0,045, obtidos a partir do

modelo da curva analitica considerando 3 e 10 vezes o desvio padrao do branco.
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Figura 16: Curva analitica obtida da absor¢ao maxima em 295 nm de solugdes
aquosas do EtBr entre 0,25 e 4,00 umol L™, em pH 2,0.

2.2. Estudo da cinética de degradagcao do brometo de etidio

Os estudos de degradacgédo foram realizados em uma concentragao similar
aquela utilizada em banhos para revelagao de géis de eletroforese. Como esse valor
€ inferior ao limite de quantificacdo de analisadores de carbono (TOC), foi realizado
apenas o0 monitoramento espectrofotométrico da degradacdo. Dessa maneira, foi
avaliada a descoloragao do etidio, ou seja, pelo menos a quebra de ligagbes que
determinam a formagao dos croméforos. Neste texto, o termo descoloragdao e
degradacao serdo usados como sindbnimos, a menos que explicitamente descrito o

contrario.

O comportamento da degradagao do brometo de etidio durante a ozonizagao
pode ser exemplificado pela Figura 17, que representa o processo em ftrés
condi¢cdes experimentais distintas.
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Figura 17: Comportamento da dgradagéo do brometo de etidio 1,27 x 10® mol L™ via
ozonizagdo a 25 °C, pH 11,0 e ¢(03)=2,0 mg L™

2.2.1. Selecao do modelo cinético

Foram analisados os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-
segunda ordem para avaliar o comportamento da degradag¢do do brometo de etidio.
E interessante lembrar que os modelos cinéticos chamados “pseudo” consideram
que apenas um dos reagentes influencia a cinética da reagdo, mantendo a
concentragdo dos outros reagentes constante, podendo entdo inclui-la na constante
de taxa, k’ (ou constante de velocidade). Nesse estudo, foram avaliados os efeitos
da cinética e da eficiéncia de degradacao referentes a concentracao de brometo de
etidio, considerando a concentragao de ozénio constante, devido 0 seu excesso em
relagdo ao corante (concentracdo de 2 a 6 vezes maior, dependendo dos

experimentos).

Foi ajustado um modelo n&o-linear de cinética de pseudo-primeira ordem na

forma integrada (Equacéo 25, pagina 3939).

A comparagao dos graficos de residuos dos modelos de regressao foi
realizada (Figura 18). Os graficos de residuos permitem a verificagdo subjetiva da

independéncia, da variancia constante e da média nula dos erros, que sao
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pressupostos necessarios para os modelos de regressdo. Além disso, a menor
variancia (ou mesmo a estimativa do desvio-padrao dos residuos) permite selecionar
o melhor modelo. Assim, para confirmar tais pressupostos, os pontos do grafico
devem distribuir-se de forma aleatéria, sem seguir nenhum padrao, indicando que
nenhuma variavel “extra” tenha influenciado nos resultados dos experimentos,

tampouco ha a existéncia de outliers.

0,02

0,00

Residuo
Residuo
{=]

0,02 1

0 2 4 6 0 2 4 & 8
Ordem de coleta Ordem de coleta

(a) (b)

Figura 18: Graficos de residuo versus ordem de coleta para os ajustes de (a)
pseudo-primeira ordem e (b) pseudo-segunda ordem.

A fim de avaliar a normalidade da distribuicao de frequéncia dos residuos, foi
empregado o teste estatistico Kolmogorov-Smirnov, com auxilio do software
Action®. Este teste indicou que, para ambos os modelos, os erros apresentaram

distribuicdo normal com p-valores maiores que 0,77.

O teste Kolmogorov-Smirnov observa a maxima diferenca entre a distribuicdo
acumulada assumida para os dados, no caso a normal e a funcdo de distribuicao
empirica, obtida experimentalmente. Como critério, compara-se essa diferenga com
um valor critico para um dado nivel de significancia ou verifica-se se a probabilidade
(p-valor) de aceitar que nao ha diferenga significativa (hipétese nula) entre as
distribuicbes é maior que o nivel de significAncia. Desse modo, tal teste para um
nivel de significancia de 5% (probabilidade de erro ao rejeitar a hipétese nula)

considera a hipotese nula do teste para p-valor acima de 0,05, ou seja, considera



49

que os residuos observados apresentam uma distribuicdo normal, que € um quesito

para a obtengédo dos modelos de regressao paramétricos.

Em relagcdo a qualidade dos ajustes, os modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem apresentaram um bom ajuste, definido pelos valores
elevados de R?, assim como o p-valor foi maior que 0,05. Tal resultado significa a

existéncia de um ajuste, comparado a auséncia do ajuste.

No entanto, o fator R? indicou que os dados apresentam melhor correlagdo
com o modelo de pseudo-primeira ordem (Tabela 4:), indicando que esse modelo
explica mais satisfatoriamente o comportamento do brometo de etidio no processo
de degradacdo, além de apresentar também menor desvio padrao dos residuos.
Dessa forma, esse modelo descreve melhor a degradacao do EtBr e foi o escolhido
para a determinagdo da constante de velocidade nos experimentos de degradagao

do corante.

Tabela 4: Valores da constate de velocidade de degradacédo do brometo de etidio
e parametros estatisticos para ajuste dos dados aos modelos de pseudo-primeira
order1n e pseudo-segunda ordem para a condicdo 30 °C, pH 6,5 e c(03) = 2,0
mgL"".

k/ Desvio padrao

Modelo dos Residuos R?
(mol L™ min") e

Pseudo-primeira ordem 1,302 + 0,022 0,017 0,996
Pseudo-segunda ordem 3,601 £ 0,387 1,869 0,934

2.2.2. Avaliagao da influéncia de parametros na cinética de degradacao via

Matriz de Doehlert

A influéncia dos parametros pH, temperatura e concentracido de oz6nio na
velocidade de degradacao do EtBr em solugao aquosa foi estudada considerando-se
a constante de velocidade de pseudo-primeira ordem (k') como resposta, calculada

para as trés repeticdes dos dados cinéticos.
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Para avaliar a presenca de outliers no conjunto de dados obtidos, ou seja,
dados que difiram excessivamente de seu conjunto, foi aplicado o Teste de Grubbs a
95% para decidir sobre a rejeicdo. O Teste de Grubbs relaciona o valor do dado
suspeito com a média e o desvio-padrdo do conjunto (Equagdo 33), obtendo-se

assim um valor Qcaiculado-

Xn— X Equacio 33

calculado S

Em que x,, é o valor suspeito; x € a média do conjunto; e s é o desvio-padrao
dos dados. Assim, se o valor de Q calculado (Q¢) for maior que o tabelado (Q),

pode-se concluir que o valor suspeito € um outlier.

A Tabela 5 mostra os valores criticos calculados para o Teste de Grubbs para

um conjunto de 3 a 8 dados amostrais.

Tabela 5: Valores criticos para o Teste de Grubbs a 95%, para um conjunto com N

dados amostrais.

N 3 4 5 6 7 8

Q. 1,155 1,481 1,715 1,887 2,020 2,126

A Tabela 1Tabela 6 mostra os resultados das constantes de velocidade para
cada ensaio planejado pela Matriz de Doehlert, com a indicagcdo dos dados

rejeitados pelo Teste de Grubbs.
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Tabela 6: Condicbes experimentais de temperatura, pH e concentracdo de o0zbnio
planejada segundo Matriz de Doehlert e respectivas constantes de velocidade para cada

experimento.

Valores reais k’
Ensaios Temp/ oH Conc O;/ Repeticao Repeticao Repeticao
°C (mg L") 1 2 3
1 20,0 6,5 2,0 1,011 1,022 1,545*
2 30,0 6,5 2,0 1,302 1,302 1,346*
3 25,0 11,0 2,0 1,118 1,157 1,216
4 25,0 8,0 3,0 1,566 1,707 1,896
5 10,0 6,5 2,0 1,01 1,633 1,699
6 15,0 2,0 2,0 1,355 1,902 3,179
7 15,0 5,0 1,0 0,644 0,774 0,983
8 25,0 2,0 2,0 0,931* 2,275 2,439
9 25,0 5,0 1,0 0,555 0,678 0,988
10 15,0 11,0 2,0 1,198 1,248 1,972
11 20,0 9,5 1,0 0,763 0,773 1,068*
12 15,0 8,0 3,0 1,576* 219 2,394
13 20,0 3,5 3,0 1,784* 2,051 2,051

* outlier de acordo com teste de Grubbs

ApoOs a exclusao dos outliers foram obtidos os modelos de regressao multipla
para explicar a influéncia da temperatura, da concentracdo de ozénio e do pH do
meio sobre a constante de velocidade de degradagdo do brometo de etidio

(Equacéao 34).

k' =a+b(T) + c(pH) + d(cO3) + e(T?) + f(pH?) + g(c05”) + h(T * pH) Equacgio 34
+ i(T * cO3) + j(pH * c03)

Em que Kk’ € a resposta experimental a ser otimizada; a € o termo
independente (branco); b, ¢ e d, s&o os coeficientes dos termos lineares; e, fe g sao
os coeficientes dos termos quadraticos; h, i e j sdo os termos das interagdes entre os

trés fatores.

Para cada modelo obtido foi realizada uma analise estatistica dos residuos
dos dados calculados da constante de velocidade para avaliar caracteristicas

importantes do conjunto. A analise de normalidade a partir do teste Kolmogorov-
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Smirnov apresentou um p-valor de 0,454, indicando a normalidade dos dados pelo

Teste de Kolmogorov-Smirnov ao nivel de 5% de significancia.

O grafico de residuo obtido para os dados ajustados a Matriz de Doehlert para
a constante de velocidade (Figura 19) da a indicagdo de que os residuos se
distribuem aleatoriamente em torno do zero, e n&do foi observada
heterocedasticidade (diferenca de variancia ao longo do grafico), ou seja, que a

variancia constante, a meédia nula e a independéncia dos erros s&o pressupostos

validos.
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Figura 19: Grafico de residuos dos dados ajustados a Matriz de Doehlert versus
ordem de coleta.

A determinacdo dos coeficientes do modelo e a selecdo das variaveis
importantes foi realizada a partir de uma analise de regressdo Stepwise, que € um
modelo baseado na inclusdo e exclusao de variaveis através de uma regra de
decisdo. A importancia da variavel é definida em termos de significancia estatistica
do coeficiente associado a ela. Foi utilizado um teste t para avaliar a diferencga

significativa do coeficiente em relagao ao zero (95% de confianga).

coeficiente Equacgao 35
estimativa do desvio padrao do coeficiente

teale =
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A partir da analise de regressao Stepwise, os dados obtidos pelo
planejamento via Matriz de Doehlert geraram um modelo de regressao descrito pela

Equacéo 36. Os coeficientes podem ser comparados mais facilmente na Figura 20.

k=179 +0,11 — (0,960 + 0,19)pH + (1,49 £+ 0,20)c04 Equacéao 36
—(2,75 1+ 0,49) pH * cO;

Coeficiente da regressao

Parametros

Figura 20: Coeficientes determinados por regressao Stepwise para os parametros avaliados e suas
interagodes.

Por esse modelo, observa-se que a constante de velocidade (k) aumenta com
a diminuicdo do pH e pelo aumento da concentracédo de ozénio. Esse resultado
também pode ser visto nos graficos de superficie de resposta e de contorno (Figura
21).

A temperatura nao afetou significativamente a constante de velocidade. Ainda
que o abaixamento da temperatura aumente a solubilidade do ozénio em agua,
usualmente as constantes cinéticas também diminuem. Nesse caso, aparentemente

os efeitos se anularam.
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Figura 21: (a) Superficie de resposta e (b) Superficie de contorno obtidas a partir da

Matriz de Doehlert tendo a constante de velocidade como resposta analitica.
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A influéncia do pH na constante de velocidade demonstra a relagao existente
entre 0 mecanismo da degradagao e a cinética do processo. O modelo indica que
em valores mais baixos de pH a cinética de degradagao é favorecida. Desse modo,
o0 ataque direto do ozbnio as duplas ligagbes € o mecanismo pelo qual a
descoloragao do brometo de etidio ocorreu de maneira mais rapida e, portanto, com

maior constante de velocidade.

A interacéo entre o pH e a concentragao de ozbénio também atua na cinética
da degradagéao, especialmente em meio acido, em que o aumento da concentragcéo
de ozbnio favorece uma cinética mais rapida. Nesse caso, o aumento da
concentracdo do ozbnio molecular na solugao aquosa pode permitir um maior
numero de “ataques” ao brometo de etidio, tornando o processo mais rapido. No
caso do ataque direto, como o ozbnio ataca seletivamente as duplas ligagbes da
molécula, ou seja, a concentragédo de ozénio influencia na velocidade da degradagao
de tal modo que quanto menos moléculas de ozbnio estiverem disponiveis para o
ataque as duplas ligagdes, mais lento sera o processo. Desse modo, € possivel que

0 mecanismo cinético do processo de degradacao envolva a molécula de ozbnio.

Por outro lado, em meio com pH acima de 8,0, a concentragéo de 0zénio nao
parece alterar a constante de velocidade de maneira significativa. Dessa forma, os
radicais hidroxila formados, mesmo em maior quantidade com o aumento da
concentragdo de ozbnio, ndo promovem uma melhora na cinética de degradagao.
Tal fato pode estar relacionado com a eficiéncia na geragao dos radicais € o seu
ataque nao seletivo. O ataque nao seletivo pode levar ao consumo dos radicais
hidroxila para quebrar ligagdes néo ligadas diretamente aos grupos cromoforos,
assim como reagdes paralelas com outras espécies no meio (como com carbonato e
bicarbonato), promovendo um mecanismo de degradacéao cineticamente mais lento,

devido a competi¢cao de atuagao do oxidante.
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2.3. Estudo do percentual de degradacao do brometo de etidio via Matriz de

Doehlert

A degradacgéo do EtBr foi monitorada pela medida de absorbéancia em 295 nm
€ a concentragdo na solugao calculada com auxilio da curva analitica obtida nesse
comprimento de onda. A comparagao dos espectros obtidos no inicio e no final dos
experimentos indicam a degradagao do composto inicial e formacgao de produtos de
degradagao, devido o surgimento de picos na regido de baixo comprimento de onda,
sugerindo a formagado de compostos organicos, por exemplo, aromaticos ou com

duplas ligagdes, como mostrado na Figura 22.
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Figura 22: Espectros de absorgédo molecular do brometo de etidio (1,27x10° mol L)
antes e apos procedimento de ozonizacao sob diferentes condi¢cdes experimentais.

O percentual de degradacdo do brometo de etidio em solugdo aquosa foi
avaliado segundo a influéncia dos mesmos parametros da constante de velocidade a
partir da Matriz de Doehlert. Foram realizadas analises nos min iniciais do processo
de ozonizacao (2 min) e no final (30 min). A excluséo de outliers foi baseada no teste

de Grubbs. Os dados para a eficiéncia de degradacao do EtBr estao relacionados na
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Tabela 7. Foram ainda realizadas as analises de residuo para confirmar a

normalidade e independéncia dos erros.

Tabela 7: Condi¢gdes experimentais de temperatura, pH e concentracdo de ozbnio

planejadas segundo Matriz de Doehlert e respectivos percentual de degradacgéo para cada

experimento

% degradacao (2 min)

% degradagéao (30 min)

Ensaio Repeticdo Repeticdo Repeticdo Repeticdo Repeticdo Repeticdo
1 2 3 1 2 3
1 60,00 68,90 69,90 84,97 87,33 90,67
2 60,60* 68,40 68,40 77,30* 88,36 88,36
3 48,20* 68,40 74,60 54,91* 95,90 96,82
4 66,60 72,10 72,60 82,00 84,09 85,21
5 61,00* 69,90 69,90 83,28 84,15 87,53
6 58,90 62,50 67,30 64,57 73,20 76,90
7 50,90 55,30 59,70 83,43* 86,54 86,55
8 50,00 66,00 67,30 67,98 73,06 84,76
9 39,30 54,50 66,70 86,87 90,53 91,65
10 59,40 62,50 71,20 40,59* 85,50 93,21
11 53,30 56,40 59,40 79,99 83,60 88,70
12 66,10 66,10 76,10 74,16 74,16 79,07
13 73,10 81,10 84,80 79,33 80,61 83,03

* outlier segundo teste de Grubbs

O grafico de residuos apresentou uma distribuicdo aleatdria dos pontos

indicando a independéncia dos erros. A normalidade da analise de residuos foi

confirmada através do teste de Kolmogorov-Smirnov (p-valor de 0,414) para ambos

os tempos de ozonizagao.

O tratamento dos dados segundo o modelo de regresséo Stepwise gerou uma

equacao que relaciona os parametros importantes para a condi¢cdo do percentual de

degradagao com a variavel resposta (percentual de degradacéo).

Apdés 2 min de ozonizagao, a eficiéncia de degradacdo € influenciada

basicamente pelo efeito direto da concentragdo de ozénio (Equacédo 37), de modo
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que o aumento dessa concentracao favorece um melhor rendimento na eficiéncia de
degradagdo do brometo de etidio nos min iniciais do processo. Nenhum outro

parametro demonstrou uma influéncia significativa.

Eficiéncia degradagao; = 0,68 + 0,01 + (0,12 + 0,01) cO5 Equacéao 37

No final do processo de ozonizagdo, o percentual de degradagao foi
dependente apenas do pH (Equacgao 38), melhorando a eficiéncia na degradacéao a

medida que o pH do meio se torna mais basico.

Eficiéncia degradagdos = 0,85 £ 0,01 + (0,07 £ 0,02) pH  Equacéo 38

Observando o comportamento diferenciado das variaveis que influenciam as
condigdes inicial e final do tratamento, os dados em 3, 5 e 10 min de ozonizagao
também foram analisados para detalhar a influéncia dos parametros estudados no

decorrer do tempo.

Nos primeiros quatro min de ozonizagdo ha influéncia da concentragéo de
ozénio, que decai com o tempo, e também do pH, cujo coeficiente aumenta e se
mantém estavel até o final do processo (Figura 23). Esse resultado sugere a
alteracdo do mecanismo da reagao ao longo do tempo, onde inicialmente ha varias
regides que podem ser atacadas por qualquer mecanismo (em meio acido ou
basico), mas no final, o ataque n&o seletivo radicalar € mais eficiente de maneira
que o pH do meio se torna importante. Além disso, deve-se considerar a cinética de

dissolugcédo do ozbdnio nos primeiros min do experimento, até sua saturacgao.
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Figura 23: Coeficientes de regresséao para a influéncia do (m ) pH e (o) concentragao
de ozbnio.

Os melhores resultados para a degradagao do corante aconteceram em meio
basico (pH 11,0), chegando a uma média de eficiéncia de degradacao de 96,4%.

Enquanto que em meio acido (pH 2,0), a média foi de 75,3%.

2.4. Testes ecotoxicolégicos

Foram realizados dois testes de toxicidade aguda com (i) Daphnia similis e (ii)
Lactuca sativa, a fim de observar um possivel comportamento toxico dos produtos

de degradacgao da ozonizagao do brometo de etidio.

2.4.1. Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os testes de toxicidade aguda com Daphnia similis foram inicialmente
realizados com amostras do tampao universal a fim de observar se 0s organismos
apresentavam sensibilidade a sua composigédo. Este teste é qualitativo, ou seja,
apenas para classificar a amostra como téxica (ou ndo), através da observagao da

mortalidade ou auséncia da mobilidade dos organismos-teste.
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ApOs a exposigao dos organismos ao tampao universal (sem diluicdo) por 48
h, foi observada a morte de todos os microcrustaceos, indicando a toxicidade da

amostra.

Foram ainda realizados testes com diluigdo do tampao universal a 75%, 50%,
25% e 10% e também com os componentes individuais do tampao (Na;COs;,
Na;HPO,4, H3BO3; e NaCl) a fim de encontrar uma faixa em que nao apresentasse
toxicidade. Os testes indicaram toxicidade a todos os componentes do tampao,

exceto para o acido bérico com diluicdo a 10% (Tabela 8).

E relatado que a espécie Daphnia magna (foi utilizado D. similis nos
experimentos), apresenta sensibilidade para concentragdes de NaCl acima de 0,286
g L' (5 mmol L) e para o H3BOs, concentracdes acima de 0,133 g L™ (JMGS,
2012). Nas condi¢cdes experimentais tais concentragdes foram cerca de 20 vezes

maior no caso do NaCl e 4 vezes no H3BOs;.

Para viabilizar a aplicacdo do teste com microcrustaceos, foram feitas novas
ozonizagdes, sem a presenga do tampao, em duas condi¢cdes que apresentaram os
melhores resultados de degradagcdo, uma em meio acido (pH 2,0) e outra em meio
basico (pH 11,0). A retirada do tampao néo influenciou a eficiéncia de degradagao

do brometo de etidio nos valores de pH escolhidos.

Foram entao realizados testes com (i) brometo de etidio (sem diluicao e outra
diluida 20 vezes (5% da solugao original)), a fim de avaliar se 0 composto é toxico
na concentragao inicial e na concentragdo estimada apds a ozonizagao; (ii) solugao
ozonizada A (pH 2,0) e (iii) solugdo ozonizada B (pH 11,0). O teste apresentou como

resultado que todas as amostras avaliadas foram toxicas (Tabela 8).
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Tabela 8: Resultados qualitativos do teste de toxicidade aguda com D. similis para
amostras da composig¢do do tampao universal, do brometo de etidio e dos produtos

de degradacgao para diluigdes sucessivas, a partir da solugao original.

Sem Diluigoes
Amostra
diluicao 75% 50% 25% 10% 5%
Tampao universal Toxico Toxico Toxico Toxico Toxico *
Na,CO; Toxico Toxico Toxico Toxico Toxico *
Na,HPO, Toxico Toxico Toxico Toxico Toxico *
H;BO; Toxico Toxico Toxico Toxico  Nao toxico *
NaCl Toxico Toxico Toxico Toxico Toxico *
EtBr Toxico * * * * Toxico

Solugao ozonizada A  Toxico * * * * *
Solugao ozonizada B Toxico * * * * *

* condigdes nao aplicadas ao teste.

2.4.2. Teste de toxicidade aguda com semente de Lactuca sativa

O teste com semente de alface (Lactuca sativa) foi realizado com as mesmas
amostras do teste agudo com Daphnia similis. A diferenca entre os testes é a
possibilidade de acompanhar os niveis de toxicidade das amostras através do
comprimento da raiz e da taxa de germinagdo, ou seja, os resultados sao

quantitativos.

O primeiro teste foi realizado com o tampao universal, colocando as sementes
de alface em contato com a amostra por 120 h. Como resultado, a presenca do
tampao causou uma inibicdo completa da germinacdo das sementes (Figura 24)
confirmando a toxicidade da sua composicao. Essa toxidez pode estar associada a

uma pressao osmotica elevada devido a concentragdo do tampao.
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(a) (b)

Figura 24: Resultado do teste agudo com semente de alface (a) controle negativo (b)
inibicdo da germinacao das sementes.

Os testes subsequentes foram entao realizados sem a presenca de tampao.

A embalagem das sementes adquiridas comercialmente indicou um
percentual de germinagao acima de 80%. Desse modo, o branco pode ser validado

por apresentar um percentual de germinagao acima do minimo indicado (Tabela 9).

As amostras dos produtos da ozonizaggo A e B (pH 2,0 e 11,0,
respectivamente) apresentaram menor percentual de germinagdo do que o branco,

como mostrado na Tabela 9.

Tabela 9: Taxa de germinagcdo das sementes de alface apds exposi¢cdo aos
produtos de degradagao em pH 2,0 (A) e em pH 11,0 (B) por 120 h.

Amostra Sementes Germinadas % Germinagao
Branco 35 87,5
Prod. Ozonizagao A 28 70,0
Prod. Ozoniza¢ao B 31 77,5

Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA), mostrando nao haver

diferenca significativa entre os niveis de germinagao (p-valor igual a 0,2178) com
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auxilio do software Action®. Ou seja, os produtos de degradagdo A e B nao

apresentaram significativa inibicdo da germinagao das sementes.

Intervalos de Confianga (95%)

L 3

B-A- |

Branco-A - f . |

Branco-B - } : - i

£.2 0.0 02 0.4

Diferenga entre as médias dos niveis do fator

Figura 25: Intervalos de confianga da ANOVA para o percentual de germinagao do
branco, do produto de degradacao A e produto de degradacéo B.

O comprimento da raiz das sementes de alface foi medido e os dados foram
avaliados pelo mesmo teste estatistico a fim de observar se ocorreriam variagbes

significativas no crescimento para diferentes condigbes de ozonizagao.

Para o teste realizado com branco de agua destilada, o crescimento médio da
raiz foi de 12,4 mm, enquanto que para os produtos de degradacao A e B foi de 6,9

mm e 10,3 mm, respectivamente (Figura 26).
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Figura 26: Comparacao do comprimento da raiz de semente de alface exposta a
agua destilada, ao produto de degradacao A e ao produto de degradacéo B.

Os dados do comprimento da raiz apresentaram diferenca significativa
(ANOVA, p valor igual a 7,23 x 107, ou seja, as diferentes condi¢des de pH durante
a ozonizagdo resultam em produtos de degradagdo com toxicidade
significativamente diferentes, e diferentes do controle. O teste post hoc de Tukey
mostrou que ambos o0s produtos de degradacdo apresentam toxicidade
significativamente maior que o controle negativo, no entanto, o produto de
degradagao em meio acido (produto A) € mais téxico para o comprimento da raiz do
que o produto degradagdo em meio basico (produto B), apresentando uma variagao

no crescimento da raiz 44,4% menor em relagao ao controle negativo.

O Teste de Tukey € um teste exato em que, para a familia de todas as
comparagées duas a duas, a taxa de erro da familia dos testes € exatamente a (no
caso, a = 0,05). O teste utiliza a amplitude da distribuigdo studentizada e tem como

hipétese nula a igualdade entre os niveis.

O comportamento observado no comprimento das raizes pode indicar a
influéncia do mecanismo de degradagdo da molécula organica pelo ozbénio na
formacado de produtos de degradacao diferentes, uma vez que os mecanismos de

atuacao do oxidante é fungédo do pH do meio.

Assim, nao foi obtida uma condigdo experimental onde seja possivel degradar
o brometo de etidio a espécies nado-toxicas pela agdo do ozdnio em solugdo na

auséncia de catalisadores.
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Optou-se, entdo, ao estudo da influéncia de catalisadores heterogéneos sobre
a eficiéncia de degradacdo e a toxicidade dos produtos de degradagdo na

ozonizacao do brometo de etidio.
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CAPITULO 3: OZONIZAGCAO CATALITICA DO BROMETO DE ETIiDIO
EM SOLUCAO AQUOSA

Como alternativa para a obtencdo de produtos de degradagdo nao-téxicos da
degradagdo do brometo de etidio, foram realizados experimentos de ozonizagao
catalitica heterogénea com alguns solidos metalicos que apresentam atividade
catalitica na degradagao de outros compostos, como o oxido de zinco (ZnO) e o
oxido de aluminio (Al,O3). além da resina macroporosa nao-iénica XAD-7 Amberlite,

que permite a adsorgéo do EtBr na sua superficie.

1. Procedimento experimental

O procedimento realizado foi similar aquele descrito no Capitulo 2.

Foi preparado 250 mL de solugdo aquosa de brometo de etidio (1,27 pmol L)
a partir da diluicdo da solugdo estoque, sem a presenca de tampao. Foram
adicionados em cada experimento os catalisadores heterogéneos ZnO (Synth),
Al,O3 (Synth) e XAD-7 (Sigma-Aldrich) a solugdo do corante em duas dosagens: 0,1
e 0,5 g L', com agitacdo magnética constante para manter os sodlidos em

suspensao.

1.1. Planejamento experimental

Os experimentos de ozonizagao catalitica foram realizados a partir de um
planejamento univariado baseado nos resultados de otimizagdo da Matriz de
Doehlert para a eficiéncia de degradagdo, em que apenas a variagdo do pH
apresentou influéncia significativa na degradagdo durante o tempo de ozonizagao

avaliado.

O pH foi variado em trés niveis: 2, 7 e 11, enquanto que a temperatura foi
mantida constante & 25 °C e a concentragdo de ozdnio a em 2,0 mg L. Os

experimentos foram realizados em duplicata.
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1.2. Monitoramento dos produtos de degradagao

Foram retiradas aliquotas de 3,0 mL inicialmente a cada minuto (até o tempo de
cinco min), seguida posteriormente por coletas a cada cinco min (até o tempo de 30
min), com o auxilio de uma seringa acoplada ao reator. As amostras retiradas foram
centrifugadas a 2000 rpm (Centrifuga Excelsa Il, modelo 206 MP, FANEM) por cinco
min e a absorbancia da solucdo sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 295 nm.

2. Resultados e Discussao

A solucdo de brometo de etidio foi preparada sem a presenca de tampao
devido a toxicidade da sua composi¢céo, observada durante a realizagao dos testes
ecotoxicoldgicos (Cap.2). O pH do meio foi ajustado apds a adigdo do catalisador na
solucdo aquosa, uma vez que a auséncia de tampao facilita a alteracdo do pH do

sistema.

Foram realizados testes de adsorgao do brometo de etidio sobre a superficie
dos catalisadores em cada situacdo experimental, mantendo-se a mistura em
agitacado constante por 30 min. Foram coletadas amostras antes e depois da adigéo
do catalisador a solugao de EtBr, podendo-se estimar a adsor¢ao do catalisador pela
comparacgao dos resultados de absorbancia antes e apés sua adigdo. O brometo de
etidio apresentou adsorgao somente sobre a superficie da resina XAD-7. Para fins
de calculos da eficiéncia de degradagdo, néo foi considerada a concentragdo de
EtBr adsorvida sobre a superficie da resina. Essa aproximacao foi razoavel uma vez
que, ao final da ozonizagdo, a resina inicialmente de cor avermelhada devido a

adsorg¢ao do brometo de etidio, ficou novamente branca ao final da ozonizagao.
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2.1. Estudo da eficiéncia de degradacao via ozonizagao catalitica

A influéncia de catalisadores na eficiéncia de degradagdo do corante via
ozonizagdo catalitica heterogénea foi avaliada a partir de um planejamento
univariado. A eficiéncia de degradacado obtida em diferentes valores de pH e

diferentes sélidos na dosagem de 0,1 g L podem ser observados nas Figura 27.

i200
o <.
~ o e 3

m 9 @ n A= -

B Y ),
o 1000 - o ® & ®
) m Ty
— mM x m‘ o
8 U U
o
g 80,0 - N Sem catalisador
©
9
g’ O0Zn0O
T 60,0 - EAI203
Q
2 EIXAD-7
©
-
et
c
(-]
(&
|
@
o

20,0 -

C,0 -

pH 7 pH 11

Figura 27: Eficiéncia de degradacao do brometo de etidio na presenca e auséncia de
catalisador com dosagem de 0,1 g L™, variando o pH do sistema. Temperatura igual
a 25 °C e concentracdo de oz6nio igual 2,0 mg L™

Para os experimentos com dosagem de sélidos igual a 0,5 g L™, as eficiéncias

de degradacgao séo apresentadas na Figura 28.
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Figura 28: Eficiéncia de degradacdo do brometo de etidio na presenca e auséncia de
catalisador com dosagem de 0,5 g.L™, variando o pH do sistema. Temperatura igual
a 25 °C e concentracdo de ozonio igual 2,0 mg L™

Foi realizada ANOVA com dois critérios e com teste post hoc de Tukey para
as condicbes estudadas a fim de avaliar se as diferengas observadas nos
percentuais de degradagado sao significativas estatisticamente. O teste foi aplicado

para cada condi¢ao do planejamento univariado.

Em meio acido, para os ensaios realizados em baixa dosagem dos
catalisadores (0,1 g L), o pH n&o influenciou significativamente o percentual de
degradagao do composto, de modo que os resultados obtidos ao final do processo
na presencga do ZnO, Al,O; e XAD-7, sao estatisticamente iguais ao resultado sem a

presenca dos catalisadores.

No entanto, na dosagem mais alta (0,5 g L™), a presenca do ZnO melhorou
efetivamente a eficiéncia da degradacdo do brometo de etidio em meio acido,
obtendo um resultado de percentual de degradacao de 95,5%, aumentando em

26,8% quando comparado a auséncia do catalisador (Figura 29).
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Figura 29: Intervalo de confianga do Teste post hoc de Tukey a 95% para o
percentual de degradacéo do brometo de etidio via ozonizag&o catalitica
heterogénea com dosagem dos catalisadores a 0,5 g L™ e pH 2,0.

Em meio neutro e em meio basico, a presenga dos catalisadores néao
apresentou diferenga significativa em relacdo a eficiéncia da degradacao,
independentemente das dosagens utilizadas nos experimentos, ou seja, nédo foi
observada atividade catalitica dos catalisadores estudados, uma vez que ndo se
observou melhora significativa da eficiéncia de degradacdo quando comparado ao

processo de ozonizagao sem catalise (Tabela 10).

Tabela 10: Condi¢des de atividade catalitica observadas para os catalisadores ZnO e Al,O;
e resina XAD-7.

Catalisador Atividade pH Dosagem
Catalitica (gL
ZnO Sim 2,0 0,5
Al,O3 Nao Nenhum Nenhuma
XAD-7 Nao Nenhum Nenhuma

Dessa forma, foi possivel aumentar a eficiéncia de degradag¢ao do brometo de

etidio em meios com baixo valor de pH a partir do procedimento de ozonizacao
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catalitica na presenca de ZnO, com dosagem de 0,5 g L™, aproximando o resultado

obtido daqueles realizados em meio basico.

A observacgao da atividade catalitica de alguns sdlidos tem sido questionada
por alguns pesquisadores (NAWROCKI; KASPRZYK-HORDERN, 2010;
NAWROCKI, 2013), que atribuem muitas vezes tal caracteristica a erros
experimentais que acabam mascarando o resultado, dando a falsa impressao de
que a presenga do solido promoveu a catalise de processo. Para tanto, alguns
cuidados experimentais devem ser observados, como (i) o ajuste do pH do meio,
que deve ser realizado apos a adicao do catalisador, uma vez que a adi¢gao do sélido
pode influenciar o pH, alterando o comportamento da decomposi¢cédo do ozénio, que
é fortemente dependente dessa variavel; (ii) escolha de uma dosagem adequada,
pois 0 excesso do catalisador pode aumentar a quantidade de impurezas presentes
em solucdo, mascarando o resultado obtido. Com base nessas observagdes, pode-
se concluir que o ZnO apresentou atividade catalitica, melhorando significativamente
a eficiéncia de degradacao do brometo de etidio, uma vez que as observacdes

citadas foram cuidadosamente atendidas no desenvolvimento do experimento.

Em relagdo ao mecanismo envolvido no processo catalitico, considera-se
atualmente que, para que ocorra atividade catalitica, € necessario que ao menos um
dos reagentes (ou ambos) sejam adsorvidos na superficie do catalisador. Como néo
foi observada a adsor¢cao de brometo de etidio sobre o 6xido de zinco ou sobre a
alumina, pode-se concluir que ocorra a adsor¢gao do ozénio, seguindo 0 mecanismo
sugerido pela literatura (LEGUBE; LEITNER, 1999; ASSALIN; DURAN, 2007;
MAHMOUND; FREIRE, 2007; YILDIRIM et al., 2011). Entretanto, nesse mecanismo,
0 ozbnio sofre decomposigado gerando radicais hidroxila, em uma reagcéo que ocorre
em valores de pH elevado, uma vez que necessita de ions hidroxila para que ocorra.
Como foi no meio acido que ocorreu a atividade catalitica, outros radicais podem ser
formados (como superoxidos) ou até mesmo a agéo do proprio ozénio, por estar em
uma condigdo estericamente favoravel na superficie do soélido. Além disso, a
hipotese de geragéo de radicais hidroxila mesmo em baixos valores de pH tem sido

questionada por autores como Nawrocki (2013).

Outro mecanismo possivel envolve a adsorcao tanto do oz6nio quanto de um
produto intermediario na degradacdo do etidio auxiliando no processo de
degradacgao. Nessa condi¢cdo, ao se adsorver sobre a superficie do catalisador, o
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composto organico pode manter uma conformagdo que seja mais suscetivel ao

ataque do oz6nio molecular, que também pode estar adsorvido.

Devido a conhecida capacidade de adsor¢cdo do brometo de etidio sobre a
superficie da XAD-7 descrita na literatura (OLIVEIRA et al., 2009), essa resina foi
escolhida para a realizagdo dos experimentos e avaliagcdo da sua potencial atividade
catalitica. Apesar de apresentar uma visivel descoloragdo da superficie da resina
apés o processo de ozonizagdo, seus resultados referentes a eficiéncia de
degradagdo do corante ndo apresentaram significancia estatistica. Foram ainda
observados os cuidados em avaliar o percentual de degradacado sem considerar a
quantidade de corante ja adsorvido pela superficie do catalisador, o que poderia

tornar o resultado do efeito catalitico controverso.

Dessa forma, apesar da resina ter a capacidade de adsor¢ao do brometo de
etidio, atuando como forma de pré-concentracdo do corante, esse mecanismo nao
garantiu um ataque mais eficiente do o0zdnio molecular e, consequentemente, a

melhora na eficiéncia de degradacgéo foi inexpressiva.

2.2. Testes de toxicidade

Para os ensaios de ozonizagdo na presenca de catalisadores, a toxicidade
dos produtos de degradagao foi avaliada no teste agudo com sementes de alface,
observando o seu efeito na germinagcdo das sementes e no comprimento da raiz.
Foram estudadas amostras dos ensaios realizados na dosagem de 0,5 g L'1,

variando o tipo do catalisador e o pH do meio.

2.2.1. Germinagao da semente de alface

Na avaliagdo da germinagdo das sementes, nenhum dos produtos de
degradagdo estudados apresentou influéncia significativa para a inibicdo da
germinagao. O valor médio do percentual de germinagao foi maior do que 70 (Tabela
11). Nessa avaliacao, todos os ensaios se apresentaram significativamente iguais ao

controle negativo.
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Tabela 11: Condi¢cbes experimentais e percentual de germinacdo de sementes de
alface apos exposi¢ao aos produtos de degradacdo do brometo de etidio via
ozonizagao catalitica.

Cédigo do Germinacao /
Catalisador pH inicial
experimento %
(S] Controle negativo 7.0 88,0
J ZnO 2,0 80,0
K ZnO 7,0 75,0
L ZnO 11,0 80,0
M Al,O, 2,0 85,0
N Al,O4 7,0 80,0
@) Al,O, 11,0 90,0
P XAD-7 2,0 90,0
Q XAD-7 7,0 90,0
R XAD-7 11,0 85,0

2.2.2. Comprimento da raiz de alface

Para o teste que avalia o comprimento da raiz, o comprimento médio do
controle negativo foi em torno de 12,4 mm. As maiores diferengas observadas foram
no produto de degradacéao obtido a partir da ozonizacdo com Al,O3 em pH 2,0, com
reducdo no crescimento da raiz de 26,6%, e no produto de degradacdo a partir do
XAD-7 em pH 11,0, com aumento do crescimento da raiz em 29,1% (Figura 30). A
Figura 31 mostra o comparativo do comprimento da raiz apds exposicao a diferentes
produtos de degradagdo. Os resultados medidos apresentaram diferencas
significativas em relagdo ao controle negativo somente para os ensaios com Al,O3
em pH 2,0 e 7,0 (ensaios M e N) e XAD-7 em pH 11,0 (ensaio R).
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Figura 30: Comprimento médio da raiz de sementes de alface apds exposicéo a
diferentes produtos de degradacéo do brometo de etidio. (*) Ensaios que
apresentaram diferenca significativa segundo Teste post hoc de Tukey a 95%.
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- Branco

(b)

(c)

Figura 31: Comparagao do comprimento da raiz de semente de alface exposta a
agua destilada (branco) e aos produtos de degradagédo do brometo de etidio via
ozonizagao catalitica na presenca de (a) ZnO, (b) Al;O3, (c) XAD-7.

Foram considerados “ndo téxicos” os produtos de degradagdo que nao
apresentaram diferenga significativa de taxa de germinagcédo e comprimento da raiz

quando comparados ao controle negativo (Tabela 12).
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Tabela 12: Resultado da toxicidade dos produtos de degradagdo do brometo de
etidio via ozonizagdo catalitica heterogénea com teste agudo com sementes de
alface.

Cédigo dos Condicgao pH Toxicidade
experimentos experimental

J Zn0O 2,0 Nao téxico
K Zn0O 7,0 Nao téxico
L Zn0O 11,0 Nao téxico
M Al,O4 2,0 Toéxico*
N Al,O4 7,0 Toéxico™
0] Al,O4 11,0 Nao téxico
P XAD-7 2,0 Nao téxico
Q XAD-7 7,0 Nao téxico
R XAD-7 11,0 Toxico**

* crescimento da raiz menor do que o controle negativo

** crescimento da raiz maior do que o controle negativo

O resultado obtido indica a auséncia de toxicidade de alguns produtos de
degradacao no processo de ozonizagao catalitica, uma vez que o comprimento da

raiz e a germinagao nao apresentaram alteragao significativa.

Ao comparar os resultados de comprimento da raiz para os produtos de
degradacao na auséncia e presenga de catalisadores e nas mesmas condigdes de
pH (para aquelas condigdes que nao apresentaram toxicidade), observou-se
aumento no comprimento médio da raiz de 39,4% em meio acido e 26,2% em meio

basico (Figura 32).
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Figura 32: Comparagao do comprimento médio da raiz de sementes de alface em
meio acido e meio basico, na auséncia e presenca de diferentes catalisadores.

Os resultados de toxicidade indicam que, além de melhorar a eficiéncia de
degradacdo em meio acido, a presenca de catalisadores altera 0 mecanismo de
atuacao do ozb6nio e dos radicais hidroxila de tal forma que os produtos finais nao
sao os mesmos daqueles obtidos via ozonizacdo simples, tendo como resultado um

produto de degradagéo nao téxico.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Algumas analises podem ser feitas para complementar os resultados e ajudar
na compreensdo do comportamento da degradagdo do brometo de etidio. Nesse
sentido, a realizagdo de analises por cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotbmetro de massa permitira a identificacdo e quantificacdo dos produtos
de degradacdo formados em cada procedimento de ozonizagdo, permitindo a

avaliacdo da melhor técnica a ser utilizada.

Além disso, na ozonizacdo catalitica faz-se necessario um estudo mais
aprofundado do comportamento de adsor¢cdo dos compostos organicos sobre a
superficie dos catalisadores, especialmente no caso da resina XAD-7 para avaliar se
apds a ozonizagdo ainda permanecem moléculas do corante adsorvidas sobre a

superficie. Para tanto, sugere-se o uso da técnica de reflectancia difusa.

Um estudo envolvendo o DNA e a sua ligagdo com brometo de etidio,

avaliando se o aduto formado influencia na cinética e degradagao do corante.
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CONCLUSAO

A ozonizagao do corante brometo de etidio apresentou maiores constantes de
velocidade quando realizada em meio acido, favorecendo o mecanismo de
degradagdo de ataque direto do ozbnio sobre as duplas ligagdes do composto
organico. Na determinagao da constante de velocidade, sdo parametros importantes
que influenciam diretamente a velocidade da reagao: o pH do meio, a concentragao

de ozbnio e a interacao entre esses fatores.

Em relacdo a eficiéncia de degradagcao, a ozonizagao realizada em meio
basico apresentou melhores resultados, chegando a um percentual de remogao do
EtBr de aproximadamente 96%, enquanto em meio acido o percentual médio foi de
aproximadamente 75%. Ambas as condi¢cdes apresentaram produtos de degradagéo
téxicos diante de testes de toxicidade aguda com Daphnia similis e sementes de

alface (Lactuca sativa).

Com a realizagdo da ozonizagdo catalitica, apenas o ZnO (0,5 g L™
apresentou atividade catalitica na condigdo de meio acido aumentando a eficiéncia
de degradacdo nessa condigcdo de pH para 95,5%, se aproximando aos bons
resultados obtidos em meio basico. Apesar de em outras condigdes nao ter havido
uma melhora significativa em relagédo a remog¢ao do corante, os teste de toxicidade
indicaram que os produtos de degradacao produzidos na ozonizagdo catalitica na
presenca de ZnO, Al,O3 (em pH 11,0) e XAD-7 (em pH 2,0 e 7,0) nao foram toxicos.
Além disso, comparando os produtos de degradagcdo em meio acido e meio basico
para as duas condi¢des de ozonizacdo, a ozonizacao catalitica eliminou a toxicidade

apresentada pelos produtos da ozonizagao comum.

Dessa forma, deve-se ressaltar a importancia da realizacdo de testes de
toxicidade para avaliar os produtos de degradacao formados via ozonizagdo, uma
vez que o0 acompanhamento da descoloragdo do corante ndo garante a auséncia da
toxicidade. A ozonizagao catalitica se apresentou como uma boa alternativa para o
aumento da eficiéncia de degradagao em meios acidos e também na formacgéo de

produtos de degradagao seguros para descarte.
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