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Resumo

Substancias perigosas sdo freqientemente utilizadas em
laboratdrios de ensino e pesquisa das Universidades. Até pouco tempo
nao existia preocupacdo com o destino destas substancias apos o uso.
Tinha-se a falsa idéia de que como a Universidade utiliza poucas
quantidades, de diferentes produtos, seu efeito ao ambiente era
irrelevante. Felizmente atualmente este cendrio é outro e as
Universidades estdao implementando programas de gerenciamento e em
alguns poucos casos, de tratamento de residuos. Diferentemente de
agentes bioldgicos, substancias quimicas ndao possuem um procedimento
de degradacao que seja eficaz as diferentes classes e é necessario o
desenvolvimento de diferentes métodos para diferentes produtos. Este
trabalho adaptou métodos degradativos apresentados na literatura a
trés substancias, escolhidas por sua toxicidade e pelo volume gerado
anualmente das mesmas: brometo de etideo (BE), formaldeido e fenol.
A degradacao do BE foi monitorada por fluorescéncia e pela
concentracao de Carbono Organico Total (COT), como BE é mutagénico
seu produto de degradacao foi submetido ao teste de mutacdo génica
com Salmonella thiphimurium (teste de Ames) utilizando as linhagens
TA97a, TA98 e TA100, para avaliar se havia perdido esta caracteristica.
Observou-se que embora todos os tratamentos apresentassem a mesma
resposta quanto a fluorescéncia, o ensaio mutagénico mostrou que
apenas dois procedimentos poderiam ser realmente empregados. Os
demais residuos (fenol e formaldeido) tiveram seus produtos de
degradacao avaliados por COT e segundo as premissas da legislagao
estadual para efluentes em ambos os casos os residuos apresentaram
uma boa reducdo da carga organica. A toxicidade dos produtos
formados foi avaliada por testes ecotoxicoldgicos (Daphna magna) e
como todo formaldeido e fenol foram oxidados essa propriedade foi
efetivamente eliminada. Ainda assim os resultados obtidos mostraram
que tais procedimentos sao simples, podem ser aplicados por seus
proprios geradores e in situ, bastando para isso seguir os procedimentos
apresentados neste trabalho. Os protocolos de degradagao baseados nos
estudos efetuados serdo transformados em uma cartilha que sera
distribuida a todas as unidades da UNESP que possuam cursos na area
bioldgica.

Palavras-chaves: degradacdao, residuo de laboratdrio, brometo de
etideo, fenol, formaldeido.



Abstract

Hazardous substances often have been wused in university
teaching and researching laboratories as well. Few years ago there was
not the concern about the destiny of these substances after their
application. There was the wrong concept as the university use a few
quantities of different kind of products, the behavior of these products in
the environment were insignificant. Fortunately, nowadays the context
has changed and the universities have established management
programs of waste treatment. Distinctly of biological agents, chemicals
substances do not have a model is better (or pattern) of destruction
efficient to so many categories or types. So it is necessary the
development of different methods for different products. This present
work adjusted degradative methods presented on the literature for three
different substances, chosen by their toxicity and quantity yearly
storage: ethidium bromide (EB); formaldehyde and phenol. The
degradation of EB was observed by fluorescence and by total carbon
organic concentration, as BE is mutagenic, its degradation product was
submitted to mutagenicity test with Salmonella thiphimurium (Ames
test) using TA97a, TA98 and TA100, for evaluate original characteristics.
The obtained data shown that although all of treatments presented the
same answer for the fluorescence, the mutagenic assay has shown that
just two methods could be efficiently used. The another products
(phenol and formaldehyde) have had yours degradatives products
evaluated by TOC according the supposition from the state legislation
for wastewater, in both cases the results data shown reduction organic
The toxicity of products in this case were evaluated by ecotoxicological
tests (Daphnia magna), as all formaldehyde and phenol have been
oxidized the toxicity was banished. Even tough the results obtained
shown that methods are simple and could be applied for own creators in
situ, just follow the methods shown in these work. The results will be
joining in a book witch each UNESP biology campus will receive.

Keyworlds: degradation, ethidium bromide, laboratory waste,

formaldehyde, phenol.
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Introducéo: A universidade e a geracao de residuos

Durante as Ultimas décadas a populacdo mundial vem despertando
para a necessidade de criar mecanismos onde os residuos gerados pelos
mais diferentes segmentos sejam tratados de maneira eficaz. Seja por
cobranca dos 6rgdos fiscalizadores ou constatacdo da necessidade de
manutencao do ambiente. O fato é que atualmente existem politicas que
controlam o descarte de residuos e o lancamento de poluentes nos
diversos compartimentos ambientais sem serem prévia e corretamente
tratados vém diminuindo. = Como existem dérgaos governamentais que
fiscalizam regularmente as indUstrias, estas ja tomam as providéncias
necessarias para o descarte correto de seus residuos ha anos. As
instituicoes de ensino, embora ndo estejam sujeitas a fiscalizagdo, tém
buscado fazer sua parte. Projetos de gerenciamento de residuos de
laboratério tém sido implementados nas grandes universidades como
UNICAMP (JARDIM, 1998), UFRGS (AMARAL, 2000), UFPR (CUNHA,
2001), USP - Sao Carlos (ALBERGUINI, 2003) e UNESP.

Residuos quimicos de diversas procedéncias sao gerados em
laboratérios de pesquisa e ensino das diversas areas como bioldgicas,
farmacéuticas, veterinarias, etc, visto que muitas substancias toxicas
sao empregadas. Diferente dos agentes bioldgicos que podem ser

destruidos por formaldeido, alcool 70%, ciclos de autoclavagem etc.,
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nao existe nenhuma regra geral para a degradacdo de agentes
guimicos.

Um levantamento inicial feito em um dos campi da Universidade
Estadual Paulista (Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas -
IBILCE - S3o José do Rio Preto) mostrou que laboratérios bioldgicos
produzem residuos das mais variadas classes: toxicos, carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos. Estes residuos tém, normalmente, dois
destinos: sdao acumulados nos préprios laboratérios sem destinacao
adequada, expondo funcionarios, docentes e alunos cotidianamente, ou
sdao descartados sem qualquer tratamento na rede de esgoto,
representando um problema de exposicao e contaminagao ainda maior.
Além disso, o uso destas substdncias nem sempre ¢é feito por
profissionais com formacao adequada para manusear e descartar tais
insumos quimicos.

Até pouco tempo atras ndo existia nas universidades brasileiras a
preocupacao com o destino destas substancias apos seu uso. Como
esses estabelecimentos utilizam pequenas quantidades, tinha-se a falsa
idéia de que seu efeito ao ambiente era irrelevante. Outro fator
agravante € que sao geradas pequenas quantidades de diferentes tipos
de residuos, conseqliientemente, buscar alternativas para tratar cada um

deles de maneira adequada é muito dificil, além de dispendioso.
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Mas, felizmente, algumas medidas vém sendo tomadas como a
implementacao de programas de gerenciamento de residuos (JARDIM,
1998; AMARAL, et al, 2000; ALBERGUINI et al, 2003). Porém estes
programas tratam muitas vezes apenas da segregacao e em alguns
casos da neutralizacao de alguns residuos, sem aplicacao de processos
de degradacao efetiva dos residuos gerados.

Outro passo importante vem sendo dado: buscar alternativas de
tratamento para os residuos, em substituicdo a incineracdo ou ao
simples descarte na rede de esgoto sem qualquer forma de tratamento.
Entretanto, ainda sao poucos os procedimentos de degradacao validados
gue sao capazes de formar produtos menos téxicos (BAREK, 1986;
LUNN e SANSONE, 1987, 1990).

Visando contribuir para a melhora deste cenario este trabalho tem
como objetivo a adaptacao de métodos que viabilizem a degradacgao
e/ou o tratamento de residuos gerados em laboratorios da area de
Ciéncias Bioldgicas dos campi da UNESP. De acordo com a toxicidade ou
volume gerado quatro substancias foram escolhidas para este estudo:
brometo de etideo (BE), fenol, formaldeido e diaminobenzidina, porém
esta Ultima deixou de ser empregada e, portanto sua degradagao nao foi
estudada.

Revendo a literatura verificou-se que a degradacao destes

produtos pode ser feita ndao apenas por meios quimicos convencionais,
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mas utilizando processos oxidativos avancados como boa alternativa e
de aceitavel eficiéncia. Os procedimentos empregados para cada uma
das substancias foram descritos detalhadamente nos capitulos

seguintes.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho é adaptar métodos apresentados na
literatura a realidade dos laboratdrios biolégicos dos campi da UNESP e
recomendar sua implementacao, tornando possivel a degradacao dos
residuos pelos préprios geradores. Foram escolhidos para este estudo

residuos de brometo de etidio, formaldeido e fenol.



Capitulo 1

Estudo da degradacao de Brometo de Etideo (BE) empregando
diversos agentes oxidantes
1.1 Introducédo - Brometo de Etideo (BE)

O Brometo de 3,8-diamino-5-etil-

6-fenilfenantridio ou comumente H
. , i e P
conhecido Brometo de Etideo (Figura |
1.1) é um sdlido vermelho, de grande i s
potencial mutagénico e apesar de ‘ +
H fo A /”}N ",
comportamento citotdxico é considerado 2 CH,
B
pela literatura como possuindo toxicidade ‘ = '
moderada (LUNN e SANSONE, 1994). i
Isso porque na maioria das vezes a Figura 1.1. Estrutura do BE.

toxicidade de uma substancia quimica
estd associada aos efeitos agudos que
pode causar sua DLsg ou CLso’.
O brometo de etideo é um corante muito empregado por detectar

diretamente acidos nucléicos em gel de eletroforese. Este composto é

1[0] DLso — Dose Letal cinqtienta : é a dose calculada de um agente num meio que
causa mortalidade em cinqlienta por cento (50%) da populagdo animal em condicdes
bem definidas, por qualquer via de administragcao, exceto por inalagao.

CLso - Concentracdo Letal cinguenta: é a concentracdo de um agente num meio
gue causa mortalidade em cinqlienta por cento (50%) da populacdao exposta, durante
um determinado periodo de tempo CROMPTOM, (1997).
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largamente usado em laboratdrios de biologia molecular, por ser um
corante fluorescente. Porém ao se intercalar entre as bases de DNA tem
essa propriedade aumentada de 20-25 vezes (SINGER et al, 1999), o
que permite a visualizacdo do Acid o Desoxirribonucleico (DNA), pois a
luz absorvida é reemitida no espectro visivel na regido de 570 nm
(LUNN e SANSONE, 1994).

Normalmente usado em solucdo tamp&o de TEB (Tris 0,09 mol L,
EDTA 0,002 mol L, Acido Bérico 0,09 mol L), o BE pode ser usado
tanto em banho para corar o gel como diretamente incorporado antes
que o mesmo se solidifique. As solugdes empregadas tém concentracao
de 0,5 ou 1,0 ng mL™* e sdo utilizadas até que n3o seja possivel corar
mais os géis com eficiéncia. Na maioria dos casos a solucao é entdo
descartada na rede de esgoto, em outros é armazenada primeiramente
nos laboratérios e em seguida enviada para o entreposto de residuos da

Instituicao sem ter uma destinagao final adequada.

1.1.2 Tratamentos para Brometo de Etideo

Por meio de um levantamento feito junto a algumas unidades da
UNESP foi verificado que nos laboratoérios, principalmente de Biologia
Molecular, sao gerados residuos de BE e muitas vezes ndo se tem

conhecimento de como destina-los.
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Algumas universidades oferecem em seus sites planos de
gerenciamento, protocolos de degradacao e de neutralizagao de
substancias perigosas baseados em trabalhos da literatura. A
Universidade do Estado de Michigan, por exemplo, orienta o descarte de
solucdo de brometo de etideo na rede de esgoto desde que a
concentracdo seja menor ou igual a 5 ppm ou mg L. J4 a Universidade
de Minesota indica o protocolo de LUNN e SANSONE (1994) que
emprega acido hipofosforoso e nitrito de sédio para tratamento de
solucdes diluidas e para descontaminagcao de equipamentos, um dos

procedimentos investigados neste estudo.

No Brasil existem algumas universidades que também dao
orientacbes de como descartar solugcdbes e gel de acrilamida
contaminados com BE. No IBILCE-UNESP, por exemplo, adotam as
seguintes instrugdes: solugdes de concentragdo menor que 10 mg mL™*
€ indicado o descarte na pia. Para concentracdes superiores deve-se
adsorver em carvao ativado (1 mg mL!) e o carvdo contaminado deve
ser encaminhado para o entreposto de residuos quimicos. O mesmo
deve ser feito para solugdbes ndao aquosas de BE, em ambos 0s casos o
filtrado pode ser descartado na pia. Ja os géis devem ser descartados
junto com o lixo bioldgico/hospitalar (BROMETO..., 2006a). O site da
Unicamp (GEL..., 2006) apresenta destino apenas para os géis de

acrilamida: a incineracdo. A UFRGS preconiza que sé deve ser
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descartado na pia solugdes aquosas com concentragdes iguais ou
inferiores a 0,5 mg mL! apds serem exposta & luz por 3 semanas
(BROMETO..., 2006b). Ha ainda instituicdes que indicam a neutralizacao
do BE com hipoclorito de sbédio (agua sanitaria comercial) BROMETO...,
2006c). Contudo era preciso avaliar se as praticas de descarte eram
pouco impactantes ao ambiente e se poderiam ser adotadas.

Foi feita uma pesquisa para se avaliar qual era o destino deste
residuo nos campi da UNESP (ambiente onde este trabalho foi
desenvolvido) e verificou-se que existiam dois destinos: a solucao era
descartada na pia ou armazenada nos laboratdrios e em seguida
enviada para o entreposto. Porém em nenhum dos casos recebia

destinagao final adequada.

Assim este trabalho utilizou as informagdes existentes na literatura
(LUNN e SANSONE, 1987; QUILLARDET e HOFNUNG, 1988) que
empregam agentes oxidantes como acido hipofosforoso e permanganato
de potassio no tratamento do BE. Fez adaptacdes aos métodos como os
apresentados por LUNN e SANSONE (1994) onde H,0, 1% e oz06nio sao
utilizados. Além de verificar se praticas comuns aos laboratérios sao
realmente eficazes, como no caso da utilizacdo de hipoclorito de sédio

2%.

Como a literatura (CASERO, 1997) mostra o emprego eficiente do

reagente de Fenton (apéndice 1) na oxidacao total (mineralizagao) ou
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parcial (formacdao de produtos insoliveis) de algumas aminas
aromaticas, este trabalho também aplicou este processo na degradacao
do brometo de etideo.

O amplo emprego do BE em biologia molecular se da justamente
por apresentar carater mutagénico, assim nao bastava trata-lo
guimicamente, era preciso averiguar se o produto de degradacgao

deixava de apresentar esta caracteristica.

1.1.3 Mutagenicidade e o teste de Ames

Mutagenicidade é a propriedade que confere a uma substancia o
potencial de alterar ou mutar o DNA, mudando suas caracteristicas
genéticas. Embora mutacdo seja um processo natural que ocorre na
auséncia de substancias xenobidticas, a maioria das mutagdes é
prejudicial (RIBEIRO, 2003).

Como danos mutagénicos podem ser desencadeados por
substancias quimicas, era preciso avaliar a mutagenicidade do produto
formado pelos processos degradativos antes do descarte, para isso foi
empregado o teste de Ames.

O teste de Ames é considerado a metodologia de triagem mais
utilizada para detectar substancias carcinogénicas genotdxicas?®

(UMBUZEIRO e VARGAS, 2003) e estudar a degradacao de produtos

2 Propriedade de romper o DNA.
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quimicos como pesticidas (TANAKA, 1996). Além de estar
frequentemente relacionada a investigacdes de aminas aromaticas
(WATANABE, 1989) e de ser empregada como ferramenta para estudos
de poluentes ambientais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(BIONKOVA et al, 2003).

O teste emprega linhagens de Salmonella typhimurium derivadas
da parental LT2, auxotréficas® para histidina, apresentando diferentes
mutacdes no operon deste aminoacido, sendo construidas para detectar
mutacoes do tipo deslocamento no quadro de leitura ou substituicao de
pares de base no DNA. Estas linhagens sao incapazes de crescer em
meio de cultura minimo, sem histidina a menos que ocorram mutacdes
que restaurem a sua capacidade de sintese.

Aliado aos testes classicos € recomendado que se faca teste de
Ames utilizando a fragao S9. Que consiste no teste de mutagenicidade
com sistema de ativacdo metabdlica, realizado com a fracao
microssomal S9 (S9 mix), preparada a partir do homogeneizado de
figado de ratos Sprague Dawley, previamente tratado com Arocloror
1254, adquiridos sob a forma liofilizada (MARON e AMES, 1983). Este
teste deve ser realizado empregando a fragcao S9, pois algumas
substancias precisam ser metabolizadas para que seu carater

mutagénico seja despertado.

*Uma linhagem auxotrofica € aquela que precisa de metabdlitos complexos para sobreviver,
portanto dificiimente sobrevive fora dos meios de cultura.
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O resultado é expresso em numero de revertentes, que é o
numero de colonias que crescem em meio minimo, apds exposicao de
uma populacdo de células a substancia a ser testada (UMBUZEIRO e

VARGAS, 2003).

1.2 Materiais e métodos

1.2.1 Agentes oxidantes empregados

1) Acido Hipofosforoso a 5% e nitrito de sédio 0,5 mol L™ foram
empregados para tratar BE em meio aquoso ou tamponado. A
concentragdo inicial de BE deve ser igual ou inferior a 0,5 mg.mL* e o
tempo de reacdo preconizado por LUNN e SANSONE (1987) é de 24

horas.

2) Permanganato de Potassio 1,0 mol L' e Acido Cloridrico 2,5
mol L. Os reagentes devem ser empregados na proporcdo de 1:1:1
(KMnO4:HCI:BE). O tempo de reagao ndo é bem definido. (QUILLARDET

e HOFNUNG, 1988).



30

3) Per6xido de Hidrogénio — 5,0 mol L'}, neste procedimento o uso
do oz6nio foi extinto, aplicando-se apenas o perdéxido de hidrogénio,

visto que este é um agente fortemente oxidante (MATTQOS, 2003).

4) Hipoclorito de Sddio 2% ¢é usado na proporcao 1:1 (NaClO:BE),
que de acordo com a literatura (HAZARDOUS Laboratory Chemicals

Disposal Guide, 1996), degrada BE formando 2-carboxibenzofenfona.

5) Reagente de Fenton (perdéxido de hidrogénio e ions ferro
produzindo radical hidroxila) - foram realizados experimentos
empregando sulfato de ferro (II) na concentracdo de 1,8 mmol L7,
peréxido de hidrogénio 0,05 mol L' como indicado por CASERO e

colaboradores (1997).

Todos os reagentes utilizados foram grau p.a. da marca Synth,
exceto o acido hipofosforoso que era da Vetec Quimica Fina LTDA,
ambas as marcas de procedéncia nacional.

Como nao existem informagodes consistentes quanto ao periodo de
incubacao das reacoes, foram feitos testes apés 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 15 e
30 dias de degradacao para todos os agentes oxidantes empregados,
exceto quando reagente de Fenton foi empregado, neste caso a

degradacao foi monitorada apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas.
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1.2.2 Analises quimicas

O desempenho obtido pelos processos de degradacao foi
acompanhado por determinagoes de fluorescéncia, utilizando o espectro
fluorimetro Fluorescence Espectrophotometer F4500 Hitachi, com
excitacao em 540 nm e emissao em 570 nm.

O acompanhamento do processo degradativo empregando
processo oxidativo avancado foi feito também por um analisador de
carbono TOC 5000A - Shimadzu. Para a determinagao de carbono total
(CT), a amostra injetada é carregada para um tubo de combustdo a
680°C e passa por uma oxidacao catalitica a CO,. Para a determinacao
de carbono inorganico a amostra injetada reage com o acido fosférico
25% (reagente para carbono inorganico). Desta forma todo carbono
inorganico (CI) convertido a CO, é detectado por absorcdao no

infravermelho nao dispersivo. O COT é dado pela subtracdo de CT e CI.

1.2.3 Analise toxicoldgica: Teste de Ames

Apdés o término deste ciclo de experimentos os produtos de
degradacao formados foram submetidos a testes de mutagenicidade. Foi
empregado o teste de AMES (1973) por ser o indicado na literatura
basica utilizada (LUNN e SANSONE, 1987). Uma descricao detalhada

deste teste pode ser vista no Apéndice B.
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Para o ensaio foram utilizadas as cepas TA97a, TA98 e TA100 de S.
thyphimurium. Os experimentos foram realizados no laboratério de
microbiologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP -
Araraquara. Essas cepas sao algumas das recomendadas pela literatura
(LUNN e SANSONE, 1994). As cepas TA98 e TA100 sdo consideradas
classicas em estudos de triagem, mostrando eficiéncia na deteccdo de
grande numero de agentes mutagénicos (MARON e AMES, 1983). A
TA97a responde bem em baixas concentracdes como descrito por
SINGER e colaboradores (1999).

As cepas sao armazenadas em freezer a - 80°C, em frascos para
congelamento com 0,9 mL de cultura e 0,1 mL de DMSO como agente
crioprotetor, para que se mantenham inalteradas todas suas
caracteristicas genéticas. Foi utilizado o método de pré-incubagcao em
tampado fosfato pH 7,4 nos sistemas sem ativacdao metabdlica.

Os resultados sao expressos em revertentes/placa ou pela razao de
mutagenicidade (RM), também denominada indice de mutagenicidade
(IM), dada pela razao entre a média do niumero de revertentes na placa
teste e a média do numero de revertentes por placa do controle
negativo. E considerado mutagénico RM > 2.

E pratica comum a realizacdo dos ensaios na presenca de controles
positivo e negativo para assegurar a capacidade de resposta da

linhagem e a eficacia do sistema de ativacdo metabdlica. O controle
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positivo €& especifico para cada linhagem e s3o substancias
reconhecidamente mutagénicas em concentracdbes bem definidas. O
controle negativo é o solvente utilizado para dissolver as amostras,
nesse caso o tampao TEB. Mas neste trabalho era preciso avaliar se o
agente oxidante por si ndo apresentava potencial mutagénico, entdo foi
feito um terceiro controle, denominado branco. Este branco foi
composto seguindo o mesmo principio de composicao empregado em

guimica analitica: a exclusdo do analito.

1.3 Resultados e discussao

1.3.1 Acompanhamento da degradacao ao longo do tempo por
Espectrofluorimetria

O BE apresenta trés bandas de emissdao quando é submetido a
excitacao em 540 nm sendo que a maior intensidade ocorre a 570 nm,
como pode ser visto na Figura 1.2.

Para se acompanhar a eficiéncia da degradacdo apresentada pelos
procedimentos aplicados por diferentes agentes de degradacao foi feito
um acompanhamento, durante trinta dias, nos trés comprimentos de
onda que apresentam picos de emissao (285, 570 e 662 nm), como

descrito anteriormente. Os resultados sao apresentados na secao 1.3.2.



34

250 +

200

\\

L ~

Intensidade de Fluorescéncia
o
1

— T T - T T 1 T 1T " 1T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 1.2 Espectro de emissao do BE utilizando-se excitacdao em 540 nm e
emissao em 570 nm.

1.3.2 Estudo do emprego de agentes quimicos

1.3.2.1 Estudo da degradacdo do BE por Acido Hipofosforoso e
Nitrito de Sodio

A Figura 1.3 apresenta o acompanhamento da degradacao para
0os 3 comprimentos de onda em estudo e pode ser observado que o pico
de emissdao, que o BE apresentava em 285 nm, ja ndo pode ser
observado depois de seis dias de incubagcao. O mesmo acontece no
comprimento de onda de 662 nm, porém a partir do terceiro dia.

Ja para o comprimento de 570 nm ha uma sensivel reducao na

intensidade relativa do sinal de fluorescéncia, de aproximadamente
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88%, apds sete dias de reacdao (Figura 1.3) quando atinge a
estabilidade. Porém ndo se verifica a extingdo do mesmo, indicando que
o BE pode ter sido parcialmente oxidado. Este fato merece cuidado

especial no estudo da toxicidade da solugao resultante.
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Figura 1.3 Decaimento da intensidade de fluorescéncia do BE por Acido
Hipofosforoso 5% e NaNO, 0,5 mol L™ (Aexe = 540NM; =il A\, = 285nm,
=@ Aemy = 570nm, Aem = 662nm).

1.3.2.2 Estudo da degradacdo do BE por Hipoclorito de Sdédio
(NacClO)

A Figura 1.4 apresenta os resultados de acompanhamento dos
picos de emissao em 285, 570 e 662 nm obtidos quando se emprega
NaClO na degradacao de BE. Nos comprimentos de onda de 285 e 662
nm a intensidade de fluorescéncia observada foi bastante baixa,

atingindo valores proximos a zero por volta do terceiro dia de reacgao.
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Como em 570 nm a substancia apresenta seu sinal maximo nao é

possivel extinguir o sinal e a estabilidade sé é alcancada depois do

sétimo dia.
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Figura 1.4 Decaimento da intensidade de fluorescéncia do BE por Hipoclorito
de S6dio 2% (Aexc = 540 NM; =l Aoy = 285 MM, @@= Acrn = 570nmM

, Aem = 662nm).

1.3.2.3 Estudo da degradacdo do BE por Permanganato de
Potassio (KMnO,4) em meio acido

Assim como no comprimento de onda de 285, em 570 nm também

a partir do terceiro dia verifica-se a estabilizacao do produto de

degradacdao (Figura 1.5). Pode-se observar que a intensidade de

fluorescéncia apresenta uma reducdao de 97% de 650 para valores

proximos a 20.
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Em 662 nm (Figura 1.5) a intensidade de fluorescéncia atinge
valores proximos a zero ja a partir do segundo dia.
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Figura 1.5 Decaimento da intensidade de fluorescéncia do BE por KMnO4 1mol
LY, HCI 2,5 mmol L' (Aexe = 540 NM; el Ay = 285NM @ Acrry =
570nm, Aem = 662nm).

1.3.2.4 Estudo da degradacédo do BE por Perdéxido de Hidrogénio
(H202)

O grafico do acompanhamento do BE com H,0, 5,0 mol L*
(Figura 1.6), difere dos demais casos, pois nao apresenta pico em 285
nm apos ter sido submetido ao tratamento, indicando que o grupamento
fluorescente presente neste comprimento de onda pode ter sido oxidado
a outro que ndo apresenta tal caracteristica. Algo semelhante pode estar
ocorrendo no comprimento de onda de 662 nm, que no terceiro dia de

incubacdo ndo apresenta sinal de fluorescéncia. Ja em 570 nm ha uma
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queda bastante

intensa a partir do terceiro dia de incubacao,

apresentando reducao superior a 98% do sinal fluorescente, mostrando-

se um bom agente oxidante para o BE. Devido a este comportamento foi

aplicado o processo Fenton, como descrito no item 1.2.4.

Intensidade de Fluorescéncia

400 +

300 —

200 +

100 —

—a— BE + H202 em 285 nm
—e— BE + H202 em 570 nm
BE + H202 em 662 nm

Tempo (dias)

Figura 1.6 Decaimento da intensidade de fluorescéncia do BE por H,0O, 5mol
L_1 ()\exc = 540nm; + )\em = 285nm, + Aem = 570nm,

Aem = 662nm).

1.3.2.5 Estudo da degradacao do BE por processo Fenton

Observando a Figura 1.7 é possivel notar que na primeira hora de

reacao ocorre uma diminuicao bem significativa da intensidade do sinal

de fluorescéncia, de aproximadamente 90%, indicando que os grupos

cromoéforos podem ter sido oxidados, mesmo que parcialmente.
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Figura 1.7 Decaimento da intensidade de fluorescéncia do BE por Fenton (Aexc
= 540NM; = Acn = 285NM,  cem@ue= Acry = 570nmM,
Aem = 662nm)

1.3.3. Avaliacdo da variacao da intensidade de fluorescéncia do
BE apdés tratamento

Ao se observar a Figura 1.1, pode ser visto que a molécula de BE
possui varios grupos cromoforos (anéis aromaticos, grupo amina e o
proprio ion brometo), e que a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia pode ocorrer pela quebra de uma ou mais dessas
estruturas devido a acao dos agentes de degradacao empregados.

Pode-se inferir que o aumento da intensidade de fluorescéncia,
ap6s algum tempo de incubacdo, para alguns processos possa se dar
pelo rearranjo de alguns destes grupos. Mas nao existe na literatura

registro indicando quais os possiveis produtos formados pelos diferentes
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métodos de degradacao aplicados ao BE. Para avaliar se a reducao da
intensidade de fluorescéncia era funcao da oxidacdo efetiva do composto
foi feito um acompanhamento da reducao de Carbono Organico Total
(COT) da amostra, descrito na proxima secdo, assim, seria possivel
verificar se estava ocorrendo a mineralizacdo ou formacdao de produtos

intermediarios.

1.3.4 Acompanhamento do COT apds o tratamento quimico

Pela determinacao de COT da amostra tratada, quimicamente,
(Figura 1.8) foi observado que nenhum dos processos alcangou a
mineralizagdo da amostra. Os indices de remogao de COT variaram de
32 a 84%, como mostrado na Tabela 1.1. Embora tanto o H,O, quanto
o0 reagente de Fenton tenham reduzido mais de 90% da intensidade de
fluorescéncia remover apenas 32 e 84% de COT, respectivamente. Estes
experimentos indicam que o residuo, embora tenha perdido a
capacidade de fluorescer, como acompanhado nas secOes anteriores,
nao foi totalmente oxidado, confirmando a formacdo de intermediarios.

A literatura nao apresenta dados de produtos intermediarios
formados durante a oxidagcao do BE. Mas, sabe-se que a oxidagao de
aminas aromaticas nao se limita ao grupamento amino, estende-se por
todo anel, devido a capacidade deste grupo funcional de doar elétrons,
fazendo com que o anel fique rico deles e por isso mais sensivel a

oxidacdo. E sabido apenas que outros grupamentos ligados ao anel
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aromatico ndo conseguem ser oxidados na presenga de grupo amino,

pois ocorrera primeiro a oxidacdo do anel e, subsequentemente, sua

ruptura (SOLOMONS, 1996)
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Figura 1.8 Decaimento da concentragdo de COT de BE (0,5 mg mL™)

tratado por diferentes processos quimicos.

Comparando as informacdes de decaimento de intensidade e

reducao de COT conjuntamente (Tabela 1.1) tampouco é possivel

definir qual processo deva ser empregado ou se o produto formado

possui toxicidade menor ou maior que a do BE. Para essa avaliacao a

literatura sugere o teste de mutagenicidade Salmonella/microssoma ou

teste de Ames.
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Tabela 1.1 Acompanhamento da diminuicdao da intensidade de
fluorescéncia e da remocgdo de COT para os diferentes agentes de

degradacao.
Reducéo da intensidade de Reducéo
Agentes N
Oxidantes fluorescéncia em 570nm (20) de COT (%)

3 dias 7 dias 30 dias 1h 2 h 48 h
H,0, 93 91 98 17 25 32
KMnO4 55 94 82 42 58 58
NaClO 93 90 88 18 32 57

1h 3 h 24 h

Fenton 5 90 % 15 34 84

1.3.5 Avaliacdo da mutagenicidade

Foram aplicados testes de mutagenicidade ao BE e aos seus
produtos de degradacdo em diferentes concentracdes, apds trés dias de
incubacdo, pois a partir deste periodo todos os procedimentos
apresentaram estabilidade na reducdo da intensidade de fluorescéncia.

A Sociedade Brasileira de Mutagenicidade e Carcinogenicidade
orienta que sempre que forem feitos testes de triagem deve ser aplicada
a bateria minima de linhagens: TA 98, TA100, TA 97a ou TA1537, e com
e sem ativacdo metabdlica e que dependendo do objetivo, do resultado
dos testes e da disponibilidade da amostra, deve-se acrescentar outras
linhagens. Por isso, mesmo LUNN e SANSONE (1994) ja tendo afirmado
gue o BE s6 responde quando empregado em sistema ativado os testes
foram realizados sem (Tabela 1.2) e com ativacao metabdlica (Tabela

1.3).
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Tabela 1.2 Linhagens testadas sem ativacao metabdlica

Linhagens testadas
Substancias TAOS TA100

testadas Dose ‘M Dose RM

(ng/placa) (ng/placa)
6,25 x 1073 1,1 6,25 x 1073 0,8
BE 12,5x 1073 1,0 12,5x 1073 0,9
25x 1073 1,0 25 x 103 1,0
50 x 1073 1,1 50 x 1073 1,0
6,25 x 1073 1,0 6,25 x 1073 1,0
12,5x 1073 1,2 12,5x 1073 1,0
BE+NaClO 25x 1073 1,3 25 x 1073 0,9
50 x 1073 1,5 50 x 1073 T
Branco - 1,7 - T
6,25 x 1073 0,8 6,25 x 1073 0,9
12,5x 1073 1,0 12,5 x 1073 0,8
BE+KMnO, 25x 1073 0,9 25 x 1073 0,8
50 x 1073 1,5 50 x 1073 0,8
Branco - 1,0 - 1,0
6,25 x 1073 0,8 6,25 x 1073 0,9
12,5 x 1073 1,0 12,5 x 1073 0,8
BE+HsPO,+NaNO, 25x 1073 1,1 25 x 1073 0,7
50 x 1073 1,2 50 x 1073 0,8
Branco - 1,3 - 1,0
1,0 x 1073 0,8 1,0 x 1073 1,0
2,0 x 103 1,1 2,0 x 1073 T
BE+H,0, 4,0 x 1073 - 4,0 x 1073 T
6,0 x 1073 - 6,0 x 1073 T
Branco - - - T
6,25 x 1073 0,7 20 x 1073 0,8
12,5x 1073 0,8 40 x 1073 0,7
BE+Fenton 25x 1073 0,9 80 x 1073 0,8
50 x 1073 0,8 150 x 1073 1,0
Branco - 0,8 - 0,8

T= Toxicidade as bactérias, ou seja, nas condicoes de ensaios as
bactérias ndo sobreviveram.



Tabela 1.3 Linhagens testadas com ativacdo metabdlica.

Linhagens testadas
Substancias TA 97a TA 98

testadas Dose RM Dose RM

(ng/placa) (ng/placa)
5x 107 1,4 6,25 x 1073 8,5
BE 10 x 102 1,1 12,5 x 1073 11,6
50 x 1072 1,8 25 x 1073 26,8
100 x 107 2,6 50 x 1073 34,7
6,25 x 1073 1,4 6,25 x 1073 2,7
12,5 x 1073 2,1 12,5 x 1073 3,7
BE+NaClO 25x 1073 2,0 25 x 1073 5,5
50 x 1073 2,0 50 x 1073 5,9
Branco 50 x 1073 - - 4,9
20 x 1073 1,1 6,25 x 1073 1,4
40 x 1073 1,4 12,5x 1073 1,7
BE+KMnO, 80 x 1073 1,8 25 x 1073 1,9
100 x 1073 2,6 50 x 1073 3,0
Branco - 2,4 - 0,9
40 x 1073 1,0 6,25 x 1073 2,1
80 x 1073 0,9 12,5 x 1073 1,6
BE+H5;PO,+NaNO, | 150 x 1073 0,7 25 x 1073 1,0
300 x 1073 0,7 50 x 1073 1,3
Branco - 0,6 - 1,2
1,25 x 10 0,8 1,0 x 1073 2,4
2,0x 10" 1,1 2,0x 107 1,6
BE+H,0, 4,0 x 10 1,2 4,0 x 1073 1,0
6,0 x 10 1,1 6,0 x 1073 1,3
Branco - 1,0 - 1,2
6,25 x 1073 0,9 6,25 x 1073 1,4
12,5 x 1073 1,1 12,5 x 1073 1,7
BE+Fenton 25x 1073 1,3 25 x 1073 1,2
50 x 1073 1,7 50 x 1073 1,6
Branco - 1,4 - 1,6
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Os resultados demonstraram que quando BE é tratado com
hipoclorito de sd6dio e com permanganato de potassio o produto da
degradacao permanece mutagénico para as duas linhagens empregadas
com ativacdo metabdlica (Tabela 1.3). Mesmo para as linhagens sem
ativacao o NaClO ja apresentava indicios de carater mutagénico.

O procedimento empregando NaClO é comumente utilizado em
laboratérios bioldgicos como técnica de degradacdo de ampla aplicagao,
talvez por ser empregado na esterilizacao de bancadas e equipamentos.
A resposta mutagénica apresentada pode ser devido a formacdo de
compostos clorados como os trihalometanos (THM), subprodutos de
processos em que cloro é empregado. Devido aos riscos que
proporcionam a salde a Agéncia de Protecao Ambiental (EPA)
estabeleceu que 30 substancias sdo nocivas a salde e que seu nivel de
tolerancia é zero, entre elas incluem-se os THM (MACEDO et al., 1999).

DE MEO e colaboradores (1991) relatam que o KMnO, em meio
H,SO4, também usado para degradar compostos toxicos formam
misturas mutagénicas devido a formacao de manganés. O mesmo pode
estar acontecendo neste caso, justificando a formacdo de produtos
degradados com carater mutagénico.

De acordo com os resultados obtidos apenas os procedimentos
empregando acido hipofosforoso, peréxido de hidrogénio e reagente de

Fenton ndao formam produtos mutagénicos e, portanto poderiam ser
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empregados em protocolos de degradacao do BE. Porém na execucao
dos testes de Ames para o BE tratado com H,0, foram empregadas
doses muito baixas (de 0,1 a 6 ng/placa) do produto de degradacao,
visto que doses maiores eram téxicas a Salmonella. Sendo assim, ndo
foi recomendado o uso deste agente por nao ser considerado seguro seu

emprego na degradacao do BE.

1.4 Conclusdes

Diferentemente de algumas informagdes disponiveis sobre
procedimentos de tratamento para o brometo de etideo, que nao
descrevem sobre a periculosidade do produto formado (QUILLARDET,
1988), este trabalho se preocupou em avaliar esses produtos usando
instrumentos quimicos e bioldgicos. Foram verificados os dados de
reducao da intensidade de fluorescéncia e de remocao de COT, além do
teste de mutagenicidade de Ames.

De posse destas informacoes, foi possivel afirmar que dentre os
procedimentos estudados os indicados para tratar brometo de etideo
sdo: o reagente de Fenton e acido hipofosforoso com nitrito de sodio, ja
gue o emprego destes agentes oxidantes nao apresentou formacao de
produtos de degradacao mutagénicos.

Sendo o brometo de etideo muito empregado em laboratérios

biolégicos um tratamento eficaz, simples e barato facilita sua
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aplicabilidade, visto que estes procedimentos serdo aplicados pelos
diversos campi da UNESP que fazem uso deste produto. O protocolo

completo de degradacao pode ser visto no apéndice C.
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CAPITULO 2
Estudo do tratamento de residuo contendo formaldeido por

processo foto-Fenton

2.1 Introducéao

Largamente produzido no mundo inteiro (12 milhdes de
toneladas/ano) o formaldeido tem suas aplicacdes industriais bastante
conhecidas. Em laboratorios bioldgicos € um solvente bastante utilizado
como antibactericida, mas, sua principal aplicacdo é a preservacao de
animais e pecgas anatdmicas, para evitar sua decomposicao.

Era classificado até 2004 pela International Agency of Research in
Cancer ou Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) como
provavelmente carcinogénico ao homem (grupo 2A) (IARC, 1995). A
partir de 2004 passou a ser considerado comprovadamente
carcinogénico a humanos - grupo 1A (IARC, 2004). Embora apresente
comprovada toxicidade aos seres humanos, grande parte dos
laboratérios de anatomia empregam-no como conservante por ser uma
técnica tradicional e apresentar resultados satisfatérios (OLIVEIRA,
2004). Segundo IARC a exposicdo ocupacional a formaldeido resulta em
danos ao tecido nasal, aumentando a preocupagcao sobre a atmosfera

destes laboratérios (IARC, 1995).
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Em hospitais e universidades o uso de formaldeido também é
bastante comum, gerando centenas de litros de residuos por ano. Os
hospitais normalmente possuem programas de gerenciamento de
residuos bem estruturados enquanto as universidades tém tentado
implementar programas deste tipo. Os maiores geradores sao 0s cursos
das areas de Ciéncias Bioldgicas e de Saude.

Encontrar a melhor forma de tratar e descartar estes residuos tem
sido a preocupacdo de diversos pesquisadores (ARANA et al., 2004,
OLIVEIRA, 2004). Esse trabalho busca corroborar com estes dados
aplicando processo foto-Fenton para tratar residuos que contém
formaldeido.

Os processos oxidativos avancados (ver apéndice A) tém se
apresentado como uma alternativa eficaz para a degradacao de uma
grande variedade de compostos organicos, entre eles formaldeido
(MURPHY, 1989).

O processo empregado neste trabalho foi o foto-Fenton por ter se
mostrado mais eficiente e barato quando comparado a outros processos
oxidativos (UV/H,0,, O3/UV e TiO,/UV), principalmente quando se utiliza
a luz solar como fonte de irradiacao (SPACEK, 1995; BAUER,

1997,;BAUER, 1999; BENITEZ, 2000).

2.2 Materiais e métodos
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2.2.1 Amostras

As amostras de residuos de formaldeido empregadas foram
cedidas pelo Prof. Dr. Classius de Oliveira do Departamento de Biologia
do IBILCE campus da UNESP de S3o José do Rio Preto-SP. Como estas
amostras possuem niveis muito altos de carbono organico total (COT)
aproximadamente 30.000 mg C L, a amostra foi previamente diluida
para niveis de concentracao apresentados no trabalho de MURPHY e
colaboradores (1989). Foram testados dois lotes diferentes de amostras,
diluidas para concentracdes que variaram de 500 a 2000 mg C L ! e de

500 a 1100 mg C L !, respectivamente.

2.2.2 Solucdes empregadas

1. Ferrioxalato de potassio (III) (KsFe(C,Os . 3H,O) - foi preparada
solucdo estoque 0,25 mol L dissolvendo-se 3,0704 g do sal em 25 mL
de agua deionizada (HATCHARD e PARKER, 1956). Esta solugao foi

mantida em frasco plastico escuro para que fosse evitada a sua fotdlise.

2. Sulfato de ferro (II) (FeSO, . 7H,0) (Carlo Erba) - foi preparada
solucdo estoque 0,25 mol L dissolvendo-se 1,7378 g do sal em 25 mL
de agua deionizada e volume de acido sulfirico suficiente para que a

solucdo final tivesse 1,8 mol L'! deste &cido (2,5 mL) (MORITA,1972).
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3. Nitrato de ferro (Fe(NOs)s; . 9 H>0) (Mallinckrodt) - foi preparada uma
solugdo estoque 0,25 mol L. dissolvendo-se 2,525 g do sal em 25 mL

de agua deionizada.

4. Peroxido de Hidrogénio (H20;) - 30% (m/V) - (Synth).

5. Solucao de formaldeido utilizada em laboratérios de anatomia para
preservacao de amostras bioldgicas. Estas solugdes residuais possuem
altos niveis de carbono organico total (COT) com valores que oscilam de
20.000 a 30.000 mg C L !, portanto foram empregadas diluidas para
concentracdes que variaram de 500 a 2200 mg C L ' e de 500 a 1100

mg C L, para dois lotes diferentes de amostra.

6. Solugao padrao de Carbono Total (CT) foi preparada na concentragao
de 1000 mg L de carbono a partir de hidrogeno ftalato de potéassio

(Nacalai Tesque).

7. Solucdo padrao de Carbono Inorganico (CI) foi preparada na
concentracdo de 1000 mg L' a partir de uma mistura de hidrogeno
carbonato de sdédio e carbonato de sodio (Nacalai Tesque), de acordo

com o manual de instrugdes do equipamento TOC 5000 A-Shimadzu.
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O esquema da Figura 2.1 ilustra o procedimento experimental
empregado na fotodegradacdo do formaldeido por irradiacao natural. O
reator de vidro ambar utilizado tem profundidade de 35 mm e diametro
de 90 mm, comportando volume de 150 mL previamente estudado por
NOGUEIRA e colaboradores (2002). O pH das amostras foi ajustado para
2,5 utilizando acido sulfurico. Tal pH foi considerado 6timo em trabalho

apresentado por Nogueira e Guimaraes (2000).

Figura 2.1 Esquema empregado na irradiacao solar.

2.2.3 Analises quimicas

Durante os experimentos foram coletadas amostras de 20 em 20
minutos até o término do processo, em 2 horas. Foi feito o
monitoramento da concentracao de COT, como descrito na secao 1.2.2,

observando sua remogao.
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A determinagao da concentracao de H,O, durante o procedimento
foi feita utilizando o método espectrofotométrico descrito por Nogueira e
colaboradores (2005a), que se baseia na reacdo do perdoxido de
hidrogénio remanescente com metavanadato de amoénio em meio acido
resultando na formacao do cation peroxovanadium que apresenta
coloracdo vermelho-alaranjado com absorbancia maxima em 450 nm.

VO3  + 4H" + H,0, —» V0> + 3H,0 (1)

A concentracao de formaldeido foi medida colorimetricamente por
método espectrofotométrico e consiste em reagir formaldeido com acido
cromotrdpico e acido sulfurico formando o monocation cromogen de cor
lilds e que pode ser determinado em 580 nm, como visto na reacao (2)

(LODGE, 1989).

SO,H SO.H SO,H

g g
+ cHo _~HO
o/ o ) L)

SO,H SO,H SO,H
()

2.3 Resultados e discussao
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2.3.1 Estudos preliminares

A determinacdo das concentragdes 6timas dos reagentes
empregados foi feita baseada em estudos prévios realizados MURPHY e
colaboradores (1989) e NOGUEIRA e colaboradores (2002).

Primeiramente foi feito um estudo empregando perdxido de
hidrogénio 30 mmol L, residuo bruto de formaldeido e variando as
fontes de ferro. Foi empregado nitrato férrico, sulfato ferroso e
ferrioxalato de potassio (FeOx) todos na concentracdo de 0,5 mmol.L™ .
Avaliando a remocgao de COT obtida para cada uma das fontes de ferro,
como apresentado na Figura 2.2, pode-se notar: 20%, 13% e 3% para

respectivamente Fe(NOs)3, FeS0O4 e FeOx.

20 + /l

-
(¢,
1

—=— Fe(NO,), 0,5 mmol.L"
—e— FeSO, 0,5 mmol.L"
FeOx 0,5 mmol.L”

% Remocdo de COT
o
1

[¢)]
1
[ ]

T y T y T y T y T y 1
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (minutos)

Figura 2.2 Estudo das fontes de ferro, H,O, 30 mmol L™, Formol 30.000 mg C
L-l
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A remocao alcancada nao foi significativa, pois nao ultrapassou
20% mesmo depois de mais de quatro horas de irradiagao. Uma
possivel explicacdo para baixa remocao de COT talvez fosse a alta
concentracdo da amostra empregada, cerca de 30.000 mg L de COT,
visto que MURPHY e colaboradores (1989) empregaram concentragoes
da ordem de 500 mg L' de formaldeido, embora empregasse Fenton
como processo oxidativo.

Entdo, foram feitos testes tentando reproduzir as condicoes
descritas no trabalho citado anteriormente (razdo molar de 6:1 de H,0;
/formaldeido) e os resultados foram bastante satisfatérios,
aproximadamente 90% de remocao de COT da amostra. Pode-se
concluir que para a obtencao destes niveis de remocao seria necessario
diluir a amostra inicial e aumentar a concentracdo de peroxido
empregada. Mas, ainda era preciso buscar as concentragdes 6timas dos
reagentes. E foram feitos os seguintes estudos: a) variacao da fonte de
ferro, b) variacdo da concentracdo do perdoxido de hidrogénio, c)
variacdo da concentracdao da amostra, d) influéncia da intensidade da
radiacdo ao longo do dia, e) da agitacdo e de possiveis perdas por

evaporagao, como serdo apresentadas a seguir:

2.3.2 Determinacado das condi¢cfes 6timas
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2.3.2.1 Estudo da variacao das fontes de ferro.

De acordo com o trabalho apresentado por NOGUEIRA e
colaboradores (2005b), que tratou solucdo padrdao de formaldeido
usando ferro complexado, o FeOx mostrou-se mais eficiente no
tratamento de formaldeido; portanto, foi testado. Como ja citado, a
amostra usada neste trabalho é a solucdo de descarte do
armazenamento de pecas anatomicas com concentracdao de COT maior
gque a apresentada no trabalho citado anteriormente, ja que o
formaldeido estd contaminado por proteinas, lipideos etc. Assim, foi
necessario verificar se aplicacdo de ferro complexado seria mais
eficiente quando comparado com nitrato férrico, visto que o nitrato tinha
apresentado os melhores resultados no experimento preliminar. Os
resultados sao apresentados a seguir (Figura 2.3).

A concentracdo empregada foi de 0,5 mmol L para ambas as
fontes de ferro, foi utilizado H,0, a 1,0 mol L'! e a concentracdo da

amostra foi de 500 mg L™ de COT.
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Figura 2.3 Avaliacdo da fonte de ferro, H,0, 1,0 mol L, formol 500 mg C L™

O aumento da degradacao de contaminantes por FeOx ja havia
sido relatado na literatura quando se compara ferro complexado com
ferro livre em processo foto-Fenton irradiado naturalmente (ZEPP et
al., 1992; SAFARZADEH-AMIRI et al., 1996; NOGUEIRA et al.,
2005b). Embora existam compostos como clorofendis e fendis, que
sao mais eficientemente oxidados por Fe(NOs); que por FeOx
(NOGUEIRA et al., 2005b).

A literatura relaciona a maior eficiéncia do ferrioxalato com sua
capacidade de capturar a energia solar ja que absorve entre 250-500
nm, além da fotogeracdao dos ions ferrosos alcancarem rendimento
guantico maior que 1 (equacao 3) (SAFARZADEH-AMIRI et al. 1996).

Fe(III)(RCO,)** + hv — Fe(Il) + CO, + R® (3)
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Embora o uso de ferrioxalato (0,5 mmol L?!) aumente a
concentracdo de COT em 36 mg C L, este acréscimo é muito pequeno
quando comparado a concentracdo inicial da amostra, 500 mg C L%,
além de resultados mais eficientes serem obtidos quando FeOX é
empregado. Com 80 minutos de irradiacdo cerca de 87% de COT ja
haviam sido removidos da amostra, enquanto que no mesmo tempo o
sistema que empregava nitrato tinha sido capaz de remover apenas
50%. E mesmo apds duas horas de exposicdo a irradiagao, apenas 70%
de COT tinham sido removidos do reator empregando nitrato de ferro,
enquanto que para o FeOX a remocgao havia sido de superior a 90%.

A maior eficiéncia do ferrioxalato em relagdo ao nitrato de ferro
pode ser realcada pelo aumento de radicais hidroxila formados pela
foto-geracdo de Fe?' estabelecendo um ciclo para o ferro (reacdes 1 e
2). Além disso o radical hidroxila pode reagir com o radical organico R*® e
promover a degradagao de outros contaminantes presentes na amostra

(SAFARZADEH-AMIRI et al, 1997).

2.3.2.2 Estudo da concentracdo de peroxido de hidrogénio
Este estudo tem como objetivo reduzir o consumo de peréxido de

hidrogénio e minimizar os custos do processo degradativo.
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Figura 2.4 Influéncia da concentragao de peréxido de hidrogénio na remogao
de COT do residuo de formaldeido. Condicbes empregadas: 500 mg C L de
residuo ; 0.5 mmol L FeOx. (—l—) H>0, = 1.0 mol L, (—®— ) H,0, = 0.9
mol L}, (_A_) H,0, =0.8 mol L. ( u ). Consumo de H,0, = 1.0 mol L
A concentracao ideal de perdxido é um pardmetro muito
importante a ser avaliado. Como a amostra possui uma grande
guantidade de matéria organica é necessaria uma concentracao de
perdxido relativamente alta (1.0 mol L) para promover a remocdo
dos contaminantes presentes. Para avaliar se esta concentracgao
poderia ser reduzida e conseqUentemente reduzir o custo do
processo foram feitos experimentos empregando concentragdes de
0,8 e 0,9 mol L'!. Embora tivesse perdxido até o fim da reacdo em

todas as concentracdes avaliadas, a remocao de COT foi de 67 e

71% para 0,8 e 0,9 mol L respectivamente, sendo entdo mantida a
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concentragdo de 1,0 mol L' que é capaz de remover cerca de 90%
(Figura 2.4).

Outra razao para se avaliar a concentragdo de perdéxido € que a
razao entre as concentracdbes de H,0,/Fe é de 2000. Altas
concentragdes de perdxido podem reduzir o rendimento da reagao
pelo sequestro dos radicais hidroxila gerados no meio, aumentando a
formacao de um radical menos oxidante o HO® (equacao 4)
observado por TORRADES (2003).

H,O, + HO®* —» HO*, + H,0 (4)

Nestas condigdes (0.5 mmol L FeOX, 1.0 mol L H,O, e 500
mg L' de COT), a concentracdo de formaldeido foi reduzida de
0,11mol L! até abaixo do limite de deteccdo apresentado por Lodge
(1989) que é de 0,0033 mmol L™.

Considerando que a alta toxicidade do residuo se deva
principalmente a presenca de formaldeido, o método proposto
representa uma significante redugao desta propriedade, mesmo nao
tendo sido possivel atingir a mineralizacao total. Informacdes sobre a

toxicidade serao discutidas na secao 2.6.

2.3.2.3 Estudo da variacao da concentracdo da amostra
Os experimentos foram realizados mantendo as condigoes

definidas anteriormente: FeOx 0,5 mmol L! e H,0, 1,0 mol L, variando
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apenas a diluicdo do residuo de formaldeido de 500 a 2200 mg L ! de

COT no primeiro lote e de 500 a 1100 mg L'de COT no segundo lote. No

primeiro lote o processo se mostrou eficiente para concentragdes de até

2200 mg L de COT, j& no segundo lote isso ndo se repetiu como pode

ser visto mais detalhadamente a seguir.

Na Figura 2.5, a eficiéncia atingida é de aproximadamente 90%

de remocdo de COT apds 120 minutos em todas as diluicdes, enquanto

gue os resultados apresentados na Figura 2.6, mostraram variagcao de

80 a 10% de mineralizacdo da matéria organica da solucdo, para as

solucdes de concentragdo entre 500 a 1100 mg L !, respectivamente.

Remogéao de COT (%)

100
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60

40 4

20 +

0¥
0

Amostra do Lote 1

—=— 500 mg L™

—e— 700 mg L™
1500 mg L™

—v— 2200 mg L™
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Figura 2.5 Estudo da variacao da concentragdao da amostra de formaldeido,

H.0, mol L!, FeOx 0,5 mmol L
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Figura 2.6 Estudo da variacao da concentragdao da amostra de formaldeido,
H,0, 1,0 mol L}, FeOx 0,5 mmol L™

Duas hipoteses poderiam estar envolvidas na diferenca de
remocao de matéria organica obtida: a primeira era a concentracdo de
peroxido utilizada ser inferior a necessaria. Foi constatado (Figura 2.4)
gue mesmo apos 120 minutos de reagao ainda havia cerca de 50% do
H,O- inicial, ou seja, a concentracao foi mantida em excesso durante
todo o processo eliminando esta hipétese.

Outra justificativa que explicaria a diferenca de remocgao entre os
lotes de amostras é que as proteinas das pecas sejam extraidas pela
solucdao de formaldeido durante o periodo de armazenamento (até dois
anos) dificultando o processo degradativo. Proteinas sao formadas por

aminoacidos, que por sua vez sao constituidos por um grupo amino, um
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grupo carboxilico e por um substituinte R como mostrado na Figura
2.7a (Lehninger et al., 1995). E a complexidade destes substituintes,
em destaque na Figura 2.7b que pode ocasionar dificuldade na
degradacao dos residuos de formol. Tais substdncias podem ser
refratarias a oxidacao nas condicbes empregadas neste procedimento,
permanecendo na solugao e chegando a precipitar devido ao aumento
da forca idnica. Portanto para garantir eficiéncia na remocao de COT, a
solucdo foi diluida e as concentragdoes maximas utilizadas foram de 500

mg L L.

Figura 2.7a Estrutura esquematica de aminoacido.
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Figura 2.7b Cinco das vinte diferentes estruturas de aminoacidos.

2.3.2.4 Estudo do aumento do volume tratado

Aumentando o volume tratado por batelada diminuiria o niumero de
bateladas e, conseqlentemente, o tempo gasto com o processo de
tratamento. Assim foram feitos experimentos empregando reatores com
as seguintes dimensodes: capacidade de 200, 500 e 600 mL, diametro de
90, 130 e 150 mm e altura de 50 mm para todos os casos. Para se
atingir os mesmo indices de remocdo (90%), o tempo de exposicao
precisou ser aumentado de duas para trés horas, como pode ser visto
na Figura 2.8. Tais informagdes foram muito importantes para
elaboracao do procedimento de degradacdo do residuo de formaldeido,
pois poderiam reduzir o tempo gasto com a degradacao diminuindo o

numero de bateladas a serem efetuadas.
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Figura 2.8 Estudo do aumento do volume de amostra tratado, formaldeido
500 mg C L?, H,0,1,0mol L, FeOx 0,5 mmol L*

Como o aumento do volume a ser tratado implica num aumento
da agua necessaria para a diluicdao, foram feitos testes empregando a
solucdo de formaldeido tratada para este fim, e a remogao mostrou-se
eficiente, alcancando niveis superiores a 90% em duas horas de
exposicao a irradiacdo, indicando que sua utilizacdo pode ser uma
maneira de reduzir o impacto que a diluicdo causaria. Além disso, essa
diluicdo também pode ser feita com agua de chuva, visto que a carga

organica ser de algumas dezenas de mg C L%,
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2.3.2.5 Influéncia do horario do dia sobre a eficiéncia do
processo.

Como o objetivo deste trabalho é tornar o tratamento factivel
pelos proprios geradores do residuo, foi feito um estudo do melhor
periodo do dia para que o processo fosse aplicado. Os experimentos
foram realizados num mesmo dia (23/09/03) em trés horarios diferentes
8h30, 11h30 e 13h50, todos com duracao de duas horas.

Foram empregadas as condicdes determinadas como 6timas 0,5
mmol.L? FeOx, 1,0 mol L' de H,0, e 500 mg C L de formaldeido.

Pela Figura 2.9 pode-se observar que o periodo do dia nao
influencia na remocao de COT, desde que o tempo de duragao do
processo seja alterado. Além da exposicao de duas horas a irradiacao, a
solucdo foi deixada em repouso por 24 horas. A inclusao desta etapa
mostrou-se importante, pois aumenta o rendimento da remocao de COT
em até 10%, garantindo que sera sempre alcancada uma remogao
superior a 90%. Sendo assim esta pratica sera mantida. Portanto no

protocolo também serd adotado o tempo de repouso.
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Figura 2.9 Estudo da influencia do horario sobre a eficiéncia do processo.

2.4 Avaliacao do residuo apos tratamento

Embora o residuo em questdao tenha uma carga organica alta sua
toxicidade efetiva é dada pela presenca de formaldeido. Portanto, era
preciso avaliar a presenca de formol na amostra apds o tratamento e
assim verificar se a toxidez havia sido eliminada. Foi feita a
determinacao da eficiéncia da fotodegradacao do formaldeido avaliando-
se a concentracao de formaldeido antes e depois de duas horas de
processo. Como ja mencionado na secdo 2.3.2.2, a concentracao de
formaldeido diminuiu de 0,11 mol L para valores abaixo do limite de
deteccdo do método (0,0033 mol L), garantindo que todo o

formaldeido quantificavel da amostra foi degradado.
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Ainda que nao haja legislagdo ou normas sobre o descarte de
residuos gerados especificamente nas universidades na avaliagdao da
eficiéncia do processo de degradacdo este trabalho se baseou na
legislacao ambiental empregada no estado de Sao Paulo, que preconiza
que um processo é considerado eficiente se a DBO for < 60 mg L ou
apresentar uma eficiéncia de 80% de reducdo desta varidvel. Para
avaliar esta questdo, as amostras foram enviadas para caracterizagao
segundo o DECRETO N. 8.468, DE 8 DE SETEMBRO DE 1976 do artigo
18 da COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL
(CETESB), realizado pelo laboratério AMPRO Laboratério e Engenharia
S/C Ltda (Tabela 2.1).

Os resultados apresentados na Tabela 2.1 indicam uma redugao
da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) de 98,2%, viabilizando a
aplicacao do processo para degradacdo de residuo de formaldeido. Outra
questdo a ser comentada é que a concentracao de ferro determinada na
amostra tratada foi de apenas 0,1 mg L!, embora tenha sido usado 2,5
mg L. Esta variacdo se deve a precipitacdo de ferro devido a uma

pequena elevacao no pH da solugao passando de 2,5 para 3,9.
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Tabela 2.1 Caracterizagdo do residuo de formaldeido segundo decreto 8468 -
Lei 997 - artigo 18 da COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL - CETESB.

Residuo bruto Residuo
PARAMETROs | DFECRETO 8468 —LEI997 de formol tratado de
ARTIGO 18 (mg/L) formol (mg/L)
Arsénio Max. - 0,2 mg/L <0,001* <0,001*
Bario Max. - 5,0 mg/L <0,1* <0,1*
Boro Max. - 5,0 mg/L 1,3 1,5
Cadmio Max. - 0,2 mg/L <0,1% <0,1%*
Chumbo Max. - 0,5 mg/L <0,1%* <0,1*
Cianeto Max. - 0,2 mg/L <0,001%* <0,001%*
Cobre Max. - 1,0 mg/L <0,1%* <0,1*
Crémio Total Max. - 5,0 mg/L <0,1* <0,1*
Cromio VI Max. - 0,1 mg/L <0,1* <0,1*
D.B.O Max. - 60 mg/L ou 80% n 26200 480
D.Q.0 --- 58920 1060
Estanho Max. — 4,0 mg/L <0,1%* <0,1*
Fenol Max. - 0,5 mg/L <0,001%* 0,01
Ferro Soluvel Max. - 15 mg/L 0,1 0,1
Fluoreto Max. - 10 mg/L 1,1 5,1
A * X
Mgg%av':s Max. - 1,0 mg/L <01 <01
IV_Iateria,I Max. - 1,0 ml/L <0,1* ml/L <0,1* ml/L
Sedimentavel
Mercurio Max. - 0,01 mg/L <0,001* <0,001*
Niguel Max. - 2,0 mg/L <0,1* <0,1*
Oleos e Graxas Max. - 100 mg/L 8,0 8,0
pH Entre 5,0 a2 9,0 6,8 3,9
Prata Max. - 0,02 mg/L <0,01%* <0,01*
Selénio Max. - 0,02 mg/L <0,01* <0,01*
Temperatura Inferior a 40°C 25,6°C 25,79C
Zinco Max. - 5,0 mg/L 0,1 0,2

* Abaixo do Limite de Deteccdo. Nao existe um valor limite para DQO.

2.5 Avaliacao da toxicidade do residuo apés tratamento

Embora os resultados obtidos com o tratamento do residuo

estivessem de acordo com a legislacdo, o que ja seria suficiente para

descarta-lo, ainda havia uma duvida quanto a toxicidade ja que o

formaldeido é comprovadamente carcinogénico e, portanto ndao ha limite
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seguro para esta classe de substancias (WHO, 2000). Quando se
pretende avaliar o impacto de substancias toxicas em sistemas
aquaticos, analises que medem as concentracdes destas substancias sao
muito importantes, porém sdo limitadas para uma real compreensao dos
processos e interagdes destas substancias com o meio e a biota e para
estimativas dos efeitos resultantes na estrutura e na fungao ecoldgicas
(BRIGANTE E ESPINDOLA, 2003).

Para avaliar esta questdao foi feito um teste ecotoxicoldgico:
toxicidade aguda por Daphnia Magna. Este teste que tem amplo uso na
determinacao da toxidez de substancias foi também empregado como
parametro de avaliacdo deste trabalho. O teste foi executado pelo
laboratério Bioagri Laboratérios Ltda mostrou que a toxicidade do
residuo tratado passou de 0,015% (amostra bruta) para 0,030%
(amostra tratada). Esta é a concentracdo necessaria para imobilizar
50% da populagao apds 48 horas de exposicao.

Estes dados indicam que houve uma redugao de 50% da toxidez,
embora esta seja ainda bastante alta. Neste caso se faz necessario o
teste de toxicidade crbnica. Existem dois fatos que precisam ser
considerados: este efeito ndao é devido a presenca de formaldeido, visto
que foi totalmente degradado (secao 2.4) e que para o descarte nos
corpos d’ dgua é preciso acertar o pH para valores entre 6 € 9, 0 que

talvez mude um pouco este quadro.
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2.7 Conclusdes

Tratar residuos com alta carga orgédnica mostrou ser tarefa ardua,
visto que este material pode variar como constatado nas secgbes 2.5 e
2.6. Por hora é possivel concluir que o método pode ser empregado
como uma alternativa ao tratamento de residuo de formaldeido
resultante da conservagao de pecas anatdOmicas. Embora seja necessario
diluir o residuo bruto (aumentando o volume a ser tratado) ainda é uma
opcdao melhor que a empregada até o presente momento que é o
descarte na rede de esgoto sem qualquer tratamento prévio. Existem
duas alternativas menos impactantes para se fazer esta diluicao: a
primeira delas é usando agua de chuva, jd que apresenta uma carga
organica por volta de dezenas de mg C L. Ou utilizar a prépria solugdo
tratada, pois a viabilidade foi comprovada pelos testes. O procedimento

completo para o tratamento pode ser visto no apéndice C.
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Capitulo 3

Aplicacdo do método Taguchi no estudo da degradacao de
residuos de fenol provenientes de laboratdérios biolégicos usando
variacdes do processo Fenton

1 Introducéao

O fenol é uma substancia téxica, facilmente absorvida através das
mucosas e da pele. Como é corrosivo, pode causar severa ulceragao e
gueimaduras de até terceiro grau, apds exposicoes repetidas; a pele
pode apresentar uma despigmentacdo localizada. Porém, segundo o
IARC (1999) pertence ao Grupo 3: ndo existindo evidéncias adequadas
de que seja carcinogénico a humanos e a animais.

Em laboratérios bioldgicos €& principalmente aplicado em
protocolos de extracao de acidos nucleicos. Por exemplo, no protocolo
empregado por Faleiro (2004) cerca de trezentos microlitros de fenol
sao utilizados em cada uma das 10 amostras analisadas. Foi observado
gque este é um procedimento padrdao e largamente empregado por
diversos laboratorios da UNESP, mas como seu emprego é regulado pelo
volume de projetos fica dificil estimar o volume gerado durante o ano.

Os residuos gerados permanecem, normalmente, em frascos
descartaveis tipo eppendof (Figura 3.1) apds a extracdao; assim, estes

frascos também devem ser descartados. Portanto, para dar uma
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destinacao correta seria necessario criar um sistema onde o residuo de
fenol pudesse ser removido dos frascos, que seriam lavados e ambos

adequadamente destinados.

Figura 3.1. Frascos descartaveis empregados nos protocolos de extracdo de
DNA utilizando fenol.

Algumas unidades da UNESP possuem programas de
gerenciamento de residuos, onde este é previamente armazenado nos
proprios laboratérios, sendo posteriormente enviado para entrepostos e
finalmente para destinacao final (co-processamento, incineragao etc.).
Mas na maioria dos campi estes residuos acabam sendo armazenados
nos proprios laboratorios por tempo indeterminado ou pior ainda
descartados na rede de esgoto sem qualquer tipo de tratamento,
despertando para necessidade de aplicar um método para tratamento
destes residuos.

Os fenodis sdao empregados como composto alvo para estudo por
diferentes processos oxidativos por estar presente nos efluentes de

diversas industrias como: de pesticidas, téxteis e de papel e celulose.
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Largamente empregado como desinfetante e na producao de resinas,
além de outras aplicacdes (KIDAK e INCE, 2006; TRYBA et al, 2006).

Sua eliminacdao de efluentes e &gua, mesmo em baixas
concentracdes (0,001 mg L) se faz necessaria, pois além de tdxico,
confere sabor e odor desagradaveis a agua (FORTUNY et al., 1999).
Devido a sua acao bactericida, o fenol deve ser tratado antes de ser
enviado para tratamentos bioldgicos.

Foi descrito por FORTUNY e colaboradores (1999) que se a
concentracao de fenol for baixa, ele pode ser degradado por oxidagao
catalitica por via Umida. Este método emprega oxigénio ou ar como
agente oxidante e os intermediarios, eventualmente formados,
apresentam menor ou nenhuma toxicidade quando comparados com o
fenol. A desvantagem deste método é que o catalisador necessita de

temperaturas por volta de 200°C e pressao 10MPa.

Um outro método para tratar fenol é a degradacao ultra-sonica.
Baseia-se na exposicdo de um liguido a um campo acustico
suficientemente grande para que as ondas formem lacunas. No interior
destas bolhas existem pequenas quantidades de vapores dissolvidos e
ao serem expandidas, durante os ciclos das ondas, se tornam tao
grandes que nao se sustentam e implodem alcancando altas
temperaturas e pressdes. Sob estas condicdes, as moléculas de vapor

pirolisam, dissociando-se em uma variedade de espécies de radicais
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livre que se caracterizam por um tempo de meia-vida curto. O impacto
do colapso das bolhas depende da freqliéncia vibracional do campo

aplicado sobre o liquido que as circunda (KIDAK e INCE, 2006).

A remocao de poluentes por ultra-som envolve tanto a degradacao
por via direta: ativada termicamente por reagbes de decomposicao;
como indiretamente pela geracdo de espécies oxidativas como radical
hidroxila. KIDAK e INCE (2006) apresentaram, em um artigo de revisao,
varios trabalhos empregando ultra-som como uma alternativa para
degradar fenol e seus derivados alcancando bons resultados. Existem
ainda trabalhos onde ultra-som ¢é aliado a outros processos, por
exemplo, sonicagcao a 20 kHz na presenca de reagente de Fenton
(PAPADAKI, et al., 2004), mas os resultados mostraram nao se tratar de
uma combinacdo eficaz, pois tanto Fe?* quanto ultra-som competem

pelo peréxido, reduzindo a concentracdo de reagente de Fenton.

Em trabalho apresentado por WU e colaboradores (2001) os
autores aliam irradiacao UV a ultra-som para degradar fenol e nao
conseguem mineralizar mais que 20% do contaminante. Foi possivel
constatar que esta técnica nao se aplicaria a este estudo primeiramente
pela dificuldade em acertar os parametros que regulam o processo

como: freqliiéncia, tempo de contato, tipo de gas injetado, configuracao
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do reator e pH ideal e principalmente pelo custo de um equipamento de
ultra-som.

A fotocatdlise é também bastante empregada em estudos de
degradacao do fenol. Neste processo € empregado como catalisador um
semi-condutor, normalmente o diéxido de titanio que € um material
absorvente de luz UV. A absorcao de luz UV promove um elétron da
banda de valéncia para a banda de conducdao do TiO, resultando na
geracdo de um par elétron/lacuna. A vacancia positiva na banda de
valéncia é um oxidante muito forte podendo oxidar substéancias
adsorvidas na superficie do catalisador ou gerar radicais hidroxila a
partir do ion hidroxila, que tem sido descrito como o mecanismo mais
provavel.

No trabalho apresentado por SANTOS e colaboradores (2002) foi
observado que de acordo com o catalisador empregado um
intermedidrio especifico era formado. Quando cobre é usado os
intermedidrios formados mantinham seus anéis aromaticos que
posteriormente eram rompidos formando acidos de cadeia curta, como
formico, acético, maleico e oxalico. Mas se havia formacdo de catecol
como intermediario, maiores indices de mineralizacdao eram atingidos.
ILISZ e DOMBI (1999) mostraram que em sistemas empregando TiO»
como catalisador e na presenca de seqiestradores de elétrons como

Ag*, 0,, H,0, verificava-se a formacgdo apenas de p-benzoquinona.
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Avaliando estas informagdes o trabalho apresentado por KAVITHA
e PALANIVELU (2004) parecia ser a melhor alternativa para tratar este
residuo. Este procedimento empregou variacoes do processo Fenton
(Apéndice 1) alcancando niveis maximos de remocdo de 82, 95 e 99%,
para Fenton, foto-Fenton com irradiagao artificial e foto-Fenton com
irradiacao natural, respectivamente, embora usasse solugao padrao de
fenol. Este trabalho indicava ser possivel aplicar Fenton in situ para
tratar os residuos de fenol; o processo poderia ser executado pelos
proprios geradores evitando seu acumulo nos laboratérios e
conseqlientemente, o prolongamento da exposicdo de seus usuarios.

Como a degradacao de fenol ja foi exaustivamente estudada seja
em solugao (ILISZ e DOMBI, 1999; SANTOS et al., 2002) ou em solo
(MECOZZI et al., 2006; YARDIN e CHIRON, 2006), este trabalho limitou-
se a ajustar as concentracdes de ferro e de peréxido ao tratamento de
residuo de fenol em questao.

A otimizacao das condicoes empregadas foi obtida empregando o
método de Taguchi (WU e CHANG, 2004). Foi feito um planejamento de
experimentos, com o qual foi possivel avaliar quantos e quais fatores
deveriam ser estudados e a influéncia de cada um desses fatores no
resultado esperado, ou seja, a degradacao do fenol. Detalhes sao

apresentados na secgao 3.2.1.
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3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Planejamento de experimentos

Neste trabalho foi empregado o método Taguchi para o
planejamento de experimentos. Tal método foi considerado como o
melhor e mais robusto (pouco sensivel a influéncia do ruido)
apresentado pela literatura (WU e CHANG, 2004). O planejamento de
experimentos empregando Taguchi visa: estabelecer as condigoes
otimas, verificar a influéncia do efeito que cada parametro estudado
exerce sobre a varidvel resposta, reduzir oscilacdes no resultado e
finalmente obter tais informagbes realizando o menor numero de
experimentos (TORTUM, 2005).

O método Taguchi oferece matrizes prontas que apresentam
sugestdes para diferentes nimeros de experimentos e que podem ser
variadas em dois, trés ou mais niveis. A escolha é feita tendo em vista o
numero de variaveis independentes (fatores) e de como estas variaveis
podem ser flexionadas (niveis). O objetivo é descobrir como a resposta
(o rendimento da reacao) depende dos fatores (parametros avaliados) e
encontrar o melhor ajuste para estes fatores.

Neste trabalho foi utilizada a Matriz de Taguchi Ligs (Quadro 3.1),
onde foram realizados 18 experimentos em triplicata, executados de
maneira aleatdéria para evitar erros sistematicos. Esta matriz foi a que

melhor se adaptou as condicbes em estudo, pois apresenta um arranjo
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gue permite investigar até 8 fatores, sendo 7 deles em trés niveis e 1
em dois niveis. Cada fator representa um dos parametros em estudo
(por exemplo, concentracdao dos reagentes) e os niveis sao as variacoes
gue os parametros podem ter. Estudar os fatores em dois ou trés niveis
depende da situacdao em estudo. Dois niveis sdo, freglientemente,
empregados para variaveis qualitativas, por exemplo: agitacdao (1 -
com/2 - sem), e trés niveis (varidveis quantitativas) sao utilizados
guando se deseja explorar uma regidao, estudando limites abaixo e
acima de um ponto de partida. E, finalmente, a varidvel dependente é a
resposta dada pelo sistema. Os parametros e seus niveis sao definidos

no Quadro 3.2.
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Cod. Codificado; As concentragdes de ferro e H,O, estdo em mmol L™, as de residuo de fenol em mg C L™.

Quadro 3.1 Matriz de Taguchi Ls.

Fatores e seus niveis

Experimentos | Cod. Real Cod. Real Cod. Real Cod. Real Cod. Real
A Agitacao B Fe[r]ro C L] FReer;scl)(ljuo D Processo E [ ] H02
1 1 sem 1 0,5 1 200 1 Fenton 1 15
2 1 sem 1 0,5 2 70 2 Fenton Artificial 2 30
3 1 sem 1 0,5 3 35 3 Fenton Natural 3 60
4 1 sem 2 0,8 1 200 1 Fenton 2 30
5 1 sem 2 0,8 2 70 2 Fenton Artificial 3 60
6 1 sem 2 0,8 3 35 3 Fenton Natural 1 15
7 1 sem 3 1,0 1 200 2 Fenton Artificial 1 15
8 1 sem 3 1,0 2 70 3 Fenton Natural 2 30
9 1 sem 3 1,0 3 35 1 Fenton 3 60
10 2 com 1 0,5 1 200 3 Fenton Natural 3 60
11 2 com 1 0,5 2 70 1 Fenton 1 15
12 2 com 1 0,5 3 35 2 Fenton Artificial 2 30
13 2 com 2 0,8 1 200 2 Fenton Artificial 3 60
14 2 com 2 0,8 2 70 3 Fenton Natural 1 15
15 2 com 2 0,8 3 35 1 Fenton 2 30
16 2 com 3 1,0 1 200 3 Fenton Natural 2 30
17 2 com 3 1,0 2 70 1 Fenton 3 60
18 2 com 3 1,0 3 35 2 Fenton Artificial 1 15
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Quadro 3.2. Definicdo dos fatores e seus niveis.

Fatores Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

A = agitacdo magnética s/ agitacao ¢/ agitacao -
B = Sulfato ferroso 0,5 mmol LY | 0,8 mmol L | 1,0 mmol L
C = Residuo de fenol 200 mg L™ 70 mg L?! 35mg L?

_ I Foto-Fenton | Foto-Fenton
D = Variagoes processo Fenton Fenton i

artificial solar

E = Perdxido de hidrogénio 15 mmol L' | 30 mmol L? | 60 mmol L™

Para Taguchi a resposta deve ser tao préxima do alvo quanto
possivel, além de robusta a influéncia do ruido. Sao considerados ruidos
0os parametros que ndo podem ser controlados, exemplo: composicao
inicial da amostra (BARROS NETO, 2003). Para avaliar os resultados
obtidos Taguchi emprega uma razao genérica Sinal/Ruido (S/R) que
quantifica as oscilagbes apresentadas pelo ruido e pelo processo.
Dependendo das caracteristicas particulares do problema, diferentes

n” A\Y

relacdes S/R podem ser empregadas como: “menor € melhor”, “maior é
melhor” ou “nominal é melhor”.

A razao S/R empregada neste estudo foi maior € melhor (equacao
3.1), jd que quanto maior fosse a remocdo de carbono orgéanico total

(variavel resposta) melhor a eficiéncia atingida pelo processo.

S/R = = 10 10G T1/M? 1ottt (3.1)
n

onde, M = % COT removido em cada condigao experimentada.

n = numero de replicatas.
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3.2.1.1. Determinacao dos fatores e de seus niveis

A degradacdo de fenol por processo Fenton ja foi exaustivamente
descrita na literatura (KAVITHA e PALANIVELU, 2004; MACIEL et al,
2004; WILL et al., 2004) sendo dispensavel um estudo prévio detalhado
do processo Fenton a ser empregado. Assim, os fatores e niveis
empregados na determinacdao da condicdo o6tima, foram obtidos
(GERNJAK et al., 2003; KAVITHA e PALANIVELU, 2004;) e estao
apresentados detalhadamente no Quadro 3.2. Vale ressaltar que os
trabalhos citados apresentam fenol em solucao padrdo, sem a presenca
de interferente e com uma concentracdo de matéria organica dada
apenas pelo proprio fenol. Diferentemente do caso em estudo, que por
ser proveniente de residuos de laboratério possui substancias orgéanicas
desconhecidas. Foi feita uma avaliacdo da influéncia de cada fator
sobre a variavel resposta empregando o software Minitab Statistical

Software 13.0 e os dados estao apresentados na Tabela 3.3.

3.2.2. Amostragem

Os residuos de fenol empregados neste estudo foram obtidos junto
aos campi da UNESP de Sao José do Rio Preto (Laboratério de
Fitovirologia) e de Jaboticabal (Laboratério de Medicina Veterinaria
Preventiva), representativos dos demais laboratérios da UNESP onde o

fenol € empregado na extracdo de DNA.
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No campus de Sao José do Rio Preto estas amostras ja haviam
sido retiradas dos frascos eppendorf e estavam armazenadas em frascos
ambar no laboratério onde foram utilizadas, perfazendo um total de 350
mL.

As amostras provenientes do campus de Jaboticabal estavam
armazenadas em frascos eppendorf (cerca de 50 frascos). Neste caso, o
residuo foi retirado dos frascos e os mesmos foram lavados®. Os
residuos e as aguas de lavagem foram reunidos e mantidos sob as
mesmas condi¢cdes de armazenamento do laboratério de Jaboticabal. O
volume total deste residuo foi de 2,5 L, sendo aproximadamente 0,5 L
do residuo original e 2 L das dguas de lavagem, a concentracao final de
carbono orgénico deste residuo era de 30.000 mg C L' e 24,5 mg L de

fenol, valores determinados neste trabalho.

3.2.3. Execucao dos experimentos

Os experimentos foram realizados aleatoriamente de acordo com
TORTUM e colaboradores (2005) para evitar que fontes de ruido, nao
consideradas inicialmente, pudessem influenciar os resultados. As
medidas de COT foram feitas mantendo um coeficiente de variagao de

2%. O tempo de duracao do experimento (duas horas) e o pH das

* Os frascos foram primeiramente lavados com agua de torneira, um a um com um
volume igual a duas vezes sua capacidade que é de 2 mL. Posteriormente ficaram num
banho por 24 horas, sendo que esta agua foi trocada 2x e as aguas de lavagem
também foram empregadas no estudo de degradacao.



84

solugdes (3,0 £ 0,2, ajustado com H>S0O4 ou NaOH) empregados foram
0S mesmos apresentados no trabalho de KAVITHA e PALANIVELU
(2004), onde também foi feita uma comparacao entre as variacdes do
processo Fenton. As condicdes empregadas foram anteriormente
descritas no Quadro 3.2.

Todos os experimentos foram realizados em reatores com
capacidade para 250 mL e dimensdes de 45 mm de altura por 90 mm de
diametro.

Nos experimentos onde foi aplicado foto-Fenton sob irradiacao
artificial, os reatores descritos anteriormente foram acondicionados em
uma caixa retangular de 23 x 53 x 28 cm (Figura 3.2). A esta caixa
foram conectadas duas lampadas germicidas de 15 W cada, que emitem
em 254 nm, dentro da regidao indicada como ideal por LEGRINI e
colaboradores (1993) para degradacdo de compostos aromaticos
substituidos que é de 253-257 nm. Ja& os experimentos empregando

foto-Fenton solar foram realizados como descritos na segao 2.2.1.

FIGURA 3.2. Sistema empregado para foto-Fenton artificial.
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3.2.4. Solucbes empregadas
1. Residuo de fenol nas concentracdes de 35, 70, 100, 150 e 200 mg L™

de Carbono Organico Total (COT).

2. Sulfato ferroso (Carlo Erba) em concentracdes de 0,5; 0,8 e 1,0

mmol L.

3. Perdoxido de hidrogénio (Synth) em concentracdoes de 15, 30 e

60mmol L.

3.2.5. Analises quimicas

Durante os experimentos foram coletadas amostras (4 mL) de 20
em 20 minutos até o término do processo em 2 horas. Foi feito o
monitoramento da concentracdo de COT, observando sua remogao.

A verificacao da presenca de H,0, durante o procedimento foi feita
utilizando o método espectrofotométrico descrito por Nogueira e

colaboradores (2005a), descrito detalhadamente na secao 2.2.3.

3.3. Resultados e discussao

Usando as combinacdes dos fatores apresentadas nos Quadros
3.1 e 3.2, 18 experimentos foram realizados para se determinar qual
dentre as condicdoes resultaria no melhor fator de resposta (maior

remocgao de COT da amostra).



86

3.3.1. Processo Fenton e suas variacdes

A literatura descreve que ao adicionar perdxido de hidrogénio a
solugdo contendo fenol e sal de ferro esta se torna marrom e, a medida
que ocorre a degradacao a solucao se torna incolor (KAVITHA e
PALANIVELU, 2004). Tal fato também foi observado neste trabalho,
porém nos experimentos realizados com agitagdo as solugdes tornaram-
se amareladas ao longo da reacao enquanto que as solugdes em
repouso permaneceram marrons, indicando que a degradacao nao havia
sido efetiva, fato comprovado pelas determinagdes de COT.

Observando a Figura 3.3 é possivel notar que o emprego do
processo Fenton sem irradiacdao ndao foi eficaz na remocao de COT do
residuo de fenol. Os maiores indices de remogao de COT atingidos nao

ultrapassam 40%.
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Figura 3.3. Resultados obtidos na degradacao de residuo de fenol usando
Fenton.
=—f— H,0,=60 mmolL™; Fe=0,5 mmolL?; COT = 35 mg L}, sem agitacio.
—@— H>0,=15 mmolL"; Fe=0,8 mmolL?; COT = 35 mg L}, sem agitagdo.
H,0,=30 mmolL?; Fe=1,0 mmolL?; COT= 70 mg L?, sem agitacao.
—— H,0,=60 mmolL?; Fe=0,5 mmolL?; COT = 200mg L, com agitacio.
H,0,=15 mmolL?; Fe=0,8 mmolL?; COT = 70 mg L™, com agitacdo.
== H>0,=30 mmolL?; Fe=1,0 mmolL™"; COT = 200mg L, com agitac3o.
Um fator que pode estar relacionado a ineficiéncia da remocgao de
COT é a extincdo do perodxido de hidrogénio durante o tempo de reacao.
Na primeira hora de reacao os resultados mostraram uma remocdao de
COT ascendente, apds 60 minutos essa remogcao permaneceu constante
(exp. 8, 10 e 16) ou apresentou um pequeno avango (exp. 3, 6, 14).

Para verificar se a pequena remogao de COT ocorreu devido ao consumo

de todo H,O, presente foi feito um monitoramento da concentragao do
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oxidante e pode ser observado pela Figura 3.4, que havia

minutos, eliminando esta hipdtese.
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Figura 3.4. Monitoramento da concentracao de H,0, durante a remocao de
COT.

Foi observado que assim como no trabalho descrito por KAVITHA e
PALANIVELU (2004) a solugao tornava-se marrom apds a adicao de
peroxido, mas diferente do trabalho citado onde a coloracdo tornava-se
a solucao sem agitacao

amarelada apds duas horas de reacao,

mantinha-se marrom apds mesmo tempo de reacdo. WILL e

colaboradores (2004) relacionam a permanéncia da coloragdo marrom a
formacao de intermediarios coloridos como quinonas e complexos
sollveis de ferro, fato que pode ser corroborado pelos dados de COT.

Foi ainda descrito por Santos e colaboradores (2002) que de



89

acordo com as condicoes do meio, diferentes intermediarios podem ser
obtidos (hidroguinona, benzoquinona, catecol) e que cada um deles
obedece a uma rota de degradagao diferente, resultando em sub-
produtos diferentes (ver Figura 3.5). E possivel que a aplicacao de
Fenton aos residuos de fenol estudados resultou na formacao de
hidroquinona e/ou benzoquinona, e que posteriomente formam acidos
organicos de cadeia curta, ja que se observou uma pequena diminuicao

no pH das solugdes tratadas (2,6) em relacao ao pH inicial (3,2).

OH
OH
O\\ /O
L /C=C\ —» CO, + H,0
HO OH

Catecol o .
Acido Oxalico
Pl
(0]
+OH
C/O
Benzoquinona H AN
OH
\ Acido Férmico
OH
(0]
Va
HC—C_
- OH
OH

Acido Acético
Hidroquinona

Figura 3.5 Esquema proposto para degradacao do fenol no residuo.
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Outro fator que poderia influenciar esta remocao limitada é a
composicao da amostra. Como a carga organica nao é composta apenas
por fenol, mas também por substdncias desconhecidas extraidas do
material bioldgico em estudo, estas substancias podem ser resistentes a
este processo.

Assim a proxima etapa foi avaliacdo da remocdo aplicando foto-
Fenton que tende a ser mais eficiente, pois conta com o aumento da

geracao de radicais hidroxila no meio catalisado pela irradiacao (Figura

3.6.
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Figura 3.6 Resultados obtidos na degradacao de residuo de fenol usando foto-
Fenton artificial.
H,0,=30 mmolL?; Fe=0,5 mmolL?; COT = 70 mg L-1, sem agitacdo
H,0,=60 mmolL?; Fe=0,8 mmolL?; COT = 70 mg L-1, sem agitacdo
H,0,=15 mmolL™?; Fe=1,0 mmolL?; COT= 200mg L-1, sem agitacdo
H,0,=30 mmolL?; Fe=0,5 mmolL?; COT = 35 mg L-1, com agitacdo
H,0,=60 mmolL?; Fe=0,8 mmolL?; COT= 200mg L-1, com agitacdo
H,0,=15 mmolL™?; Fe=1,0 mmolL!; COT = 35 mg L-1, com agitacdo

i
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Observando a Figura 3.6 é possivel notar que o emprego do
processo foto-Fenton artificial foi mais eficiente quando aliado a agitagao
magnética (experimentos 12, 13 e 18). Nestes casos a remocdo de COT
variou de 87 a 95% , enquanto que sem agitagao os valores variaram
de 24 a 52% (experimentos 2, 5 e 7), indicando a possivel influéncia
deste fator na eficiéncia da remocao de COT.

PIGNATELLO (1992) e MURPHY (1989) ja haviam relatado que a
taxa de degradacao de poluentes orgénicos e a eficacia da mineralizacao
com Fe(II), Fe(III)/H,O, aumentavam consideravelmente em sistemas
submetidos a irradiacdo com luz visivel e UV-proximo. A agitacao
garante que toda solucao presente no reator seja exposta a irradiacao e
nao somente a camada superficial como acontece em sistemas
estaticos.

Quando se compara Fenton e foto-Fenton artificial este ultimo
apresenta melhores resultados de remocao de COT do residuo de fenol.
KAVITHA e PALANIVELU (2004) atribuem esta observacao aos diversos
compostos intermedidrios que podem ser formados durante o processo
degradativo do fenol como: benzoquinonas, acidos carboxilicos alifaticos
e aromaticos. Alguns destes intermediarios sao considerados resistentes
a oxidacao por Fenton (BIGDA, 1995) como os acidos oxalico e acético,
justificando os resultados alcangados com processo Fenton nao

ultrapassarem 40% de remogao de COT da amostra.
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Para finalizar as comparacgoes foi aplicado o processo foto-Fenton

com irradiagao solar e os dados sao apresentados na Figura 3.7

% COT Removido

=—f— H,0,=15 mmolL?; Fe=0,5 mmolL?; COT = 200 mg L?,sem agitacio.
—@— H,0,=30 mmolL?; Fe=0,8 mmolL™?; COT = 200 mg L*,sem agitagdo.

100 +

7 M Y ;
//
///i —— ** 7 **/
i///
—&— expl
—®— exp4
exp9
—W¥—exp.11
expl5
—<4— expl?7
e ] 2 2 2
T T T T T T T T
40 60 80 100 120

Tempo (minutos)

Figura 3.7 Resultados obtidos na degradacdo de residuo de fenol

usando foto-Fenton solar.

H,0,=60 mmolL?; Fe=1,0 mmolL?; COT = 35 mg L, sem agitacdo.
gt H,0,=15 mmolL™*; Fe=0,5 mmolL™; COT = 70 mg L}, com agitacdo.
H,0,=30 mmolL?; Fe=0,8 mmolL?; COT = 35 mg L™, com agitacéo.
=== H,0,=60 mmolL?; Fe=1,0 mmolL™?; COT = 70 mg L, com agitago.

Na Figura 3.7 observa-se que os maiores indices de remocao

foram obtidos quando foto-Fenton solar foi empregado, embora existam

dois experimentos onde a remocdo foi de aproximadamente 2%°. Esta

baixa remocdo deve-se provavelmente ao emprego das condicdes mais

desfavoraveis nestes experimentos:

baixos), concentracdo da amostra empregada (nivel

> Estes experimentos foram repetidos e os resultados foram confirmados.

peroxido e ferro (niveis mais

mais alto) e
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auséncia de agitacao. Em todos os demais experimentos a remocgao de
COT obtida foi superior a 90%.

Os resultados encontrados para os trés processos foram
submetidos a equacao 3.1 para se obter os valores correspondentes a
razao sinal/ruido (S/R) e estao apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Remocao de COT obtida.

. Replicatas - Desvio
Experimento 1 > 3 Média Padrio S/R
1 1,2 3,4 1,9 2,2 1,1 4,5
2 28,2 |1 19,7 | 24,2 | 24,0 4,3 27,3
3 37,3 140,91 30,0 36,1 5,6 30,9
4 1,8 3,0 2,3 2,4 0,6 6,9
5 50,8 | 54,2 | 52,0 | 52,3 1,7 34,4
6 22,8 | 27,6 | 17,7 | 22,7 5,0 26,7
7 50,4 52,2 |51,0]| 51,7 0,9 34,2
8 27,2 124,41 249 | 25,5 1,5 28,1
9 95,5/193,3|93,8| 94,2 1,2 39,5
10 15,0 | 16,3 | 9,7 13,7 3,5 22,0
11 99,9 (99,9 199,7 | 99,8 0,1 40,0
12 95,1 194,81 94,5| 94,8 0,3 39,5
13 93,0 | 96,8 | 93,7 | 94,5 2,0 39,5
14 38,9 1398|357 381 2,1 31,6
15 90,7 193,3]191,5| 91,8 1,3 39,3
16 26,4 | 25,1 | 21,5 | 24,3 2,5 27,6
17 92,1 194,2 1928 | 93,0 1,1 39,4
18 83,0 /91,2 87,8 87,3 4,1 38,8

Segundo Taguchi a resposta deve ser tao préxima do alvo quanto
possivel, mas também deve ser robusta (pouco sensivel) a influencia de
ruidos. Como ja relatado na secdo 3.2.1 neste caso onde o objetivo é
alcancar a maxima remocao de COT, Taguchi recomenda maximizar a
relacdo sinal/ruido empregando a equacdo 3.1, onde MAIOR E MELHOR.

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Efeito de cada fator na razao S/R sobre a varidvel resposta.

Efeito fator A Nivel 1 25,8
Agitacao Nivel 2 35,3
Efeito fator B Nivel 1 27,4
Ferro Nivel 2 29,7
Nivel 3 34,6

Efeito fator C Nivel 1 22,5
Residuo de Nivel 2 33,5
Fenol Nivel 3 35,8
Efeito fator D Nivel 1 28,3
Processo Nivel 2 35,6
Nivel 3 27,8

Efeito fator E Nivel 1 29,3
peréxido Nivel 2 28,1
Nivel 3 34,3

Estes calculos foram realizados usando o programa Minitab
Statistical Software versao 13.0, calculados como mostrado na equagao
3.2, e estao apresentados na Tabela 3.2. Foi entao verificado que a
condicao ideal seria A, B3, C3, D2, E3, e como esta condicao nao foi

testada foi realizado o experimento de confirmagao (Figura 3.8).

Efeito do Fator X= >Rn/m
Fator X = Um dos fatores testados.
>R, = remocgdo de COT média no nivel n, com n variando de 1 a 3.

m = numero de condicdes experimentais do arranjo ortogonal no nivel n.
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Figura 3.8 Experimento de confirmacao.

A, = com agitacdo; B; = 1,0 mmolL* de Ferro; C; = 35 mg L ! de residuo de
Fenol; D, = foto-Fenton artificial; Es 60 mmolL* de H,0,.

O experimento de confirmacgao resultou em uma remogao de COT
menor (96,2 £ 3,2%) que a obtida pelo experimento 11 (99,8%=+0,1),
porém estas diferencas nao sdao significativas. Assim as condicOes
empregadas em ambas situacdes foram investigadas para buscar o

ajuste ideal.
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Tabela 3.3. Influéncia do efeito de cada fator sobre a varidvel resposta.

Efeito fator A Nivel 1 35,2
Agitacao Nivel 2 71,4

. Nivel 1 46,0
Efe'tFergor B Nivel 2 51,0
Nivel 3 62,9

Efeito fator C Nivel 1 32,0
Residuo de Nivel 2 55,8
Fenol Nivel 3 72,1

. Nivel 1 28,5
Efi':gczgg D Nivel 2 67,4
Nivel 3 64,0

. Nivel 1 50,9
Efe|t|<_)| fc:;]tor E Nivel 2 44,2
2-2 Nivel 3 64,9

Foi feita também uma avaliacao da influéncia de cada fator sobre
a variavel resposta (Tabela 3.3) e observou-se que a diferenca
encontrada entre os valores da influéncia do efeito D (processo
aplicado) para os niveis 2 (67,4) e 3 (64,0) (foto-Fenton artificial e
solar, respectivamente) era muito pequena, o que indicava a
possibilidade de se aplicar irradiagao natural.

De acordo com WILL (2004) o custo com energia é a principal
desvantagem do processo foto-Fenton. O emprego da luz solar reduziria
o custo aumentando sua aplicabilidade. Os resultados obtidos
mostraram uma eficiéncia bastante proxima da apresentada pelo
experimento de confirmacao: aproximadamente 92,6 %.

Outro ponto importante a ser avaliado é que nos residuos
contendo fenol provenientes de laboratérios de ensaios bioldgicos, as

concentracoes de fenol podem ser maiores do que 60 mg/L,
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concentracdo maxima presente nos experimentos efetuados até entdo.
Assim sendo, para avaliar o desempenho do método em concentracdes
mais elevadas de fenol foram realizados mais dois experimentos com as
seguintes concentracdes de residuo de fenol na amostra: 115 e 180 mg

L, os resultados estdo apresentados na Figura 3.9.
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Figura 3.9 Adaptacdo feita as condicdes 6timas (1,0 mmol L de Ferro, 60
mmol L™ de H,0,, foto-Fenton solar e sem agitacdo).

O aumento na concentragdo da amostra mostrou que valores até
115 mg L' ainda resultavam em degradacdo consideravel de COT:
95,2%. Além da concentracao, outro fator que pode facilitar a aplicacao
é a remogao do sistema de agitacdo e o aumento do volume. Para

verificar se os niveis de remogao ainda se mantinham acima de 90% foi
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feito entao este ultimo experimento empregando o reator mostrado na
Figura 3.10 com dimensdes de 7 x 25,5 x 36 cm e observou-se que
aumentando o volume tratado de 200 mL para 4,5 litros ainda resultava
em remocgao de 92,6%, para tanto foi necessario aumentar o tempo de
irradiacdo para trés horas. Sendo assim, o procedimento para
tratamento foi elaborado baseado nos ajustes feitos sobre a condigao
ideal, previamente, determinada (30 mmol L de H,0,, 0,5 mmol L de
FeSO4 e 115 mg L de residuo de fenol, tempo de irradiagdo minimo de

3 horas e sem agitacao magnética) e pode ser visto no apéndice C.

Figura 3.10 Reator empregado para degradacdo de 4,5 litros de residuo.

3.3.2. Caracterizacado do residuo apos tratamento

Como comentado anteriormente, no Brasil as universidades nao
sofrem fiscalizacdo de nenhum 0&rgdo publico quanto ao descarte de
residuos e/ou efluentes. Mas os residuos tratados foram avaliados
segundo disposto no DECRETO N. 8.468, DE 8 DE SETEMBRO DE 1976 do

artigo 18 da COMPANHIA TECNOLOGICA DE SANEAMENTO AMBIENTAL
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(CETESB), que declara que os efluentes de fonte publica ou privada sé
poderdo ser lancados em corpos receptores se obedecerem as condicdes
descritas na Tabela 3.4. A caracterizacdo do residuo bruto e apds
tratamento foi realizada pelo laboratério AMPRO Laboratério e
Engenharia S/C Ltda (Tabela 3.4), segundo o seguinte critério:
caracterizagcdo completa da amostra bruta e os parametros que
estivessem acima do limite permitido, a DBO e a DQO da amostra
tratada. Na amostra bruta o Unico parametro encontrado acima das
especificacoes da decreto 8468 -Lei 997 - artigo 18 da COMPANHIA DE

TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL - CETESB foi o fenol.



100

Tabela 3.4. Resultados obtidos para a amostra bruta e tratada avaliada
quanto aos parametros do decreto 8468 -Lei 997 do artigo 18 da COMPANHIA

DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL - CETESB.

. DECRETO 8468 — LEI 997 | AMOSTRA BRUTA | AMOSTRA
PARAMETROS TRATADA
ARTIGO 18 mg/L
mg/L
Arsénio Max. — 0,2 mg/L <0,001* ND
Bario Max. - 5,0 mg/L <0,1% ND
Boro Max. - 5,0 mg/L 0,5 ND
Cadmio Max. - 0,2 mg/L <0,1* ND
Chumbo Max. - 0,5 mg/L <0,1% ND
Cianeto Max. - 0,2 mg/L <0,001* ND
Cobre Max. - 1,0 mg/L <0,1%* ND
Cromo Total Max. - 5,0 mg/L <0,1* ND
Cromo VI Max. - 0,1 mg/L <0,1* ND
D.B.O Max. - 60 mg/L ou 80% n 50 8,0
D.Q.0 -—- 106 18
Estanho Max. - 4,0 mg/L <0,1* ND
Fenol Max. — 0,5 mg/L 24,5 0,01
Ferro Soluvel Max. — 15 mg/L 0,2 ND
Fluoreto Max. — 10 mg/L 0,2 ND
Manganés Soluvel Max. - 1,0 mg/L <0,1%* ND
Material , <0,1* ml/L ND
Sedimentéavel Max. - 1,0 ml/L /
Mercurio Max. - 0,01 mg/L <0,001%* ND
Niquel Max. — 2,0 mg/L <0,1%* ND
Oleos e Graxas Max. - 100 mg/L 7,0 ND
Ph Entre 5,0 a 9,0 6,4 ND
Prata Max. - 0,02 mg/L <0,01* ND
Selénio Max. - 0,02 mg/L <0,01%* ND
Temperatura Inferior a 40°C 19,9°C ND
Zinco Max. - 5,0 mg/L 0,1 ND

*: Valores abaixo do limite de deteccao. ND: nao determinado.
--- Nao existe um valor limite para DQO.

Observando a Tabela 3.4 é possivel constatar que o processo de

degradacao foi eficiente, (removeu 99,96% do fenol), pois a amostra

bruta apresentava 24,5 mg L, passando a 0,01 mg L (valor limite 0,5

mg L) apds o tratamento. Os pardmetros DBO e DQO sdo bastante

empregados como avaliacao de eficiéncia de processo de tratamento de
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efluentes, se o processo consegue reduzir a DBO em 80% ou trazé-la
para niveis inferiores a 60 mg L é considerado eficiente. Neste caso a
reducao da DBO foi de 84%.

Embora ferro seja usado como catalisador, e consequentemente é
mantido no meio reacional, a concentracao de sal de ferro empregada
0,5 mmol L? ou 1,4 mg L, estd dentro dos limites permitidos pela
legislacdo (15 mg L), além disso, como é necessario ajustar o pH da

solugao para intervalo de 6-9, o ferro é precipitado formando hidrdxido.

3.3.3. Avaliacao da toxicidade do residuo apos tratamento

Como ja discutido na secdo 2.2 o teste empregando-se Daphnia
magna ¢é bastante utilizado para a determinacdo da toxicidade de
efluentes liquidos e foi também usado como parametro de avaliacao
neste trabalho. O teste foi executado pelo laboratério Bioagri
Laboratérios Ltda. De acordo com os dados apresentados pelo
laboratério com uma concentracdo de 2,37% o residuo tratado
apresentou uma toxicidade capaz de imobilizar 50% dos organismos-
teste, no periodo de 48 horas de exposicito. A COMPANHIA
TECNOLOGICA DE SANEAMENTO AMBIENTAL disponibiliza em seu site
uma Ficha de Informacdo de Produto Quimico onde ha, entre outras
informacgoes, valores de toxicidade limite para organismos vivos entre

eles a Daphnia Magna (http://www.cetesb.sp.gov.br/emergencia
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/produtos/ficha_completal.asp?consulta=FENOL%20SOLUCOES). Para o
fenol este limite é de 100 mg L}, inferior ao valor encontrado de fenol
mesmo na amostra bruta. Assim o0s resultados de toxicidade
encontrados para a substancia em questdao nao podem ser considerados

toxicos ao organismo vivo estudado.

3.4. Conclusodes

Utilizando ferramentas de planejamento de experimentos (Método
de Taguchi) foi possivel realizar a otimizacdo do processo de tratamento
de residuos de laboratério contendo fenol. O procedimento otimizado
permite o tratamento de até 4,5 litros de residuo contendo
concentracdes de até 115 mg L' de fenol, com ou sem agitacdo,
empregando o processo foto-Fenton com irradiagao solar, apresentando
uma reducao de COT superior a 90% e reducao de fenol de
aproximadamente 100%.

O procedimento otimizado, simples, de baixo custo e eficiente,
sera recomendado para implantacao em todos os laboratérios bioldgicos

da UNESP.
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4. Consideracoes Finais

Este trabalho buscou contribuir com o cenario atual apresentado
nas universidades brasileiras, mostrando a importancia de se instituir
uma cultura de geracao responsavel de residuos: onde cada gerador
possa tratar seu préprio residuo. Utilizando métodos faceis e de simples
aplicacao tornou possivel minimizar um problema compartilhado por
laboratérios de biologia molecular nos quais o emprego do brometo de
etideo e do fenol é pratica comum. O mesmo ocorre com o formaldeido
visto que pecas anatOmicas utilizadas em aulas praticas precisam ser
conservadas e isso é feito por esta substancia, mantendo constante seu
uso e conseqglientemente a geracao de residuos que a contenham.

As principais contribuicoes deste trabalho foram:

1) Avaliacdo do desempenho de métodos descritos na literatura ou
utilizados tradicionalmente em laboratérios bioldgicos para
tratamento de BE, demonstrando a ineficacia dos tratamentos com
hipoclorito de sddio e permanganato de potassio e concluindo
assim que os métodos mais eficientes foram nitrito de sédio em
meio acido hipofosforoso e foto-fenton.

2) Estudo aprofundado da aplicagao de processos oxidativos
avancados em amostras “reais”, uma vez que embora existam
inUmeros  trabalhos na literatura que apresentam o

comportamento do formaldeido frente a estes processos, foram
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realizados empregando solucdes padrdao desta substancia. Este
trabalho demonstrou de forma inédita, que as caracteristicas da
matéria organica que estd presente nos residuos que contém
formaldeido podem influenciar de forma decisiva na eficiéncia da
aplicacao do POA.

3) O mesmo ocorreu em relacdo ao fenol que ja foi também muito
estudado (em solugbes-padrao), mas que este trabalho
demonstrou que o processo Fenton com irradiacao natural pode
ser aplicado com sucesso no tratamento de residuos que

contenham fenol em concentracdo de até 115 mg L.

Sugere-se como perspectivas para este trabalho:
Para os tratamentos de formaldeido e de fenol € necessario diluir o
residuo de partida, para tornar este procedimento menos
impactante ao ambiente pode ser empregada agua de chuva ou
proprio de residuo tratado como agua de diluigao.
Aplicar o procedimento de tratamento de fenol a um residuo
contendo fenol e BE;
Reaplicar o teste de toxicidade por Daphnia magna aos residuos
tratados;
Confeccionar e distribuir nas unidades da UNESP as cartilhas que

contenham os procedimentos aqui apresentados.
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APENDICE A - Processos Oxidativos Avancados (POASs)

Os POAs tém se apresentado como uma alternativa aos
tratamentos de convencionais residuos gragas a sua eficiéncia em oxidar
uma grande variedade de classes de residuos (LEGRINI, 1993).
Principalmente por serem processos capazes de promover a completa
mineralizacdo de componentes potencialmente toxicos, por métodos
simples e de baixo custo.

Os POAs sao caracterizados por apresentarem propriedades
cataliticas, fotoquimicas e oxidativas (MACIEL et al, 2004). Sao
classificados em sistemas homogéneos (agente oxidante e o
contaminante estdao na mesma fase) e heterogéneos (agente oxidante e
o contaminante estdao em fases diferentes) (Quadro 1). Baseados na
geracdo de espécies oxidantes de alto potencial de oxidacao (Ex = 2,73

\Y
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Dentre os processos oxidativos os que empregam reagente
de Fenton (Fe**/H,0,) sd0 uma boa alternativa para remocdo de
poluentes organicos, principalmente quando seu potencial de oxidagao é
aumentado pelo emprego de irradiacao UV-Vis, conhecido como foto-
Fenton (ZEPP, 1992). O reagente de Fenton € uma mistura oxidativa
formada por ions de ferro e peréxido de hidrogénio que produzem
radicais hidroxila, e apresentam uma importante caracteristica de serem
extremamente reativos e nao seletivos (Reagodes 1 e 2). Foi descoberto
ha pouco mais de 110 anos (1894), mas sua aplicacao na oxidacao de
contaminantes aconteceu a partir de 1960 (HUANG et al, 1993).

Fe? + Hy02 — Fe®* + OH + OH®.oiiviiiiiieieeieee, €D

OH® + RH — Produtos Oxidados.........ccevviiiiiiinnnnnnns 2

Os ions férricos catalisam a decomposicao do perdoxido de
hidrogénio como mostrado nas Reacgdes 3 e 4.

Fe3* 4+ H,0, — [Fe3*....0oH]*" + H" — Fe?* 4HO,® + H.ovvvvee. ©))

HOy® + Fe’* > Fe?™ + HY + Oz vovvvvivnnennn. 4)

A decomposicdo do perdxido é o principal caminho pelo qual o Fe?*

é regenerado e os radicais hidroxila podem ser consumidos como

apresentado nas Reacgdes 5 e 6:
OH® + Fe?" - Fe3" + OH .ovvvvvneenns (5)

OH*® + H,0; — H,O + HO5® .............. (6)
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Geralmente os radicais HO



H>O> + hv — 20H® s 10)

Assim os POAs tém apresentado um grande potencial para
degradar uma grande variedade de compostos organicos entre eles
clorofendis e formaldeido (NOGUEIRA, et al. 2002, MURPHY, 1989). Tais
processos tém também aplicacdes de grande interesse comercial como a
tratamento de efluentes da industria de tintas (NOGUEIRA et al. 2005b)
além de ser aplicavel na remediacdo de impactos causados por

pesticidas em solo (DI PALMA et al. 2003).
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APENDICE B - Mutagenicidade

A necessidade de se reconhecer e regular agentes mutagénicos
ambientais fez-se urgente frente ao acUmulo de dados que relacionam
mutagenicidade e carcinogenicidade. Assim no inicio dos anos 80 os
orgaos de saude publica e as agéncias ambientais acrescentaram testes
de mutagenicidade a lista de propriedades téxicas a serem avaliadas
antes que agentes quimicos, aditivos de alimentos e medicamentos
fossem introduzidos no mercado (UMBUZEIRO e VARGAS, 2003). A cada
ano milhares de substancias novas sao lancadas e os efeitos que elas
poderdo causar a médio e longo prazo nao podem ser avaliados.
Existem autores que defendem o fato que a exposicdo a substancias
com potencial mutagénico e de origem ambiental é pequena se
comparada ao potencial do cigarro, por exemplo, (MARON e AMES,
1983). A preocupacao a respeito da exposicao humana a agentes
quimicos ambientais se justifica no risco de que uma exposicao adicional
representa um aumento na carga mutagénica e este risco precisa ser
avaliado (UMBUZEIRO e VARGAS, 2003). Uma ferramenta bastante
empregada nos testes de mutagenicidade é o teste com Salmonella

typhimurium ou teste de Ames.

Teste de Mutagenicidade com Salmonella typhimurium

(UMBUZEIRO e VARGAS, 2003)
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Entre as diversas abordagens para se avaliar a atividade
mutagénica de uma substancia estd o teste de Ames ou teste com
Salmonella. E a metodologia de triagem mais utilizada por diversos
laboratorios e é tida como ferramenta fundamental para definir a

potencialidade de acao genotdxica cancerigena.

O teste de Ames, o qual detecta mutacdo génica em Salmonela
thyphimurium, é um teste de mutacdo reversa, o qual utiliza varias
linhagens testes especificas para deteccdo de mutagdes de ponto. Uma
vez que a genética de cada linhagem teste é bem definida, é possivel
identificar o tipo especifico de efeito genético (isto &, substituicao de
base, mutagao "frameshift") induzido por agentes que sao ativos neste
sistema. Em adicdo a caracterizacdo genética, o teste de Ames tem
varias outras vantagens, as quais fazem com que ele seja sempre
incluido em uma bateria minima de testes. O teste é facil de ser
realizado e é utilizado rotineiramente em laboratérios que realizam
testes de Genética Toxicoldgica. Como resultado do seu amplo uso, o
teste € bem validado e existe um extenso banco de dados de

substancias quimicas ja testadas.

Varias linhagens, com sensibilidade especifica a determinadas
classes de substancias, tém sido selecionadas. As linhagens apresentam
caracteristicas genéticas adicionais que |hes conferem maior

sensibilidade na deteccao de diversos tipos de agentes mutagénicos:

Mutacédo no gene hisD3052 constituido de 8 residuos repetidos
de -GC-, préximo ao local da mutacao de deslocamento do quadro de
leitura do gene hisD, o qual codifica a enzima histidinol desidrogenase,
especifica da TA98.

Mutacdo no gene hisG46, esta no quadro de leitura do gene
hisG, o qual codifica a primeira enzima para a sintese de histidina,
especifica da TA100.
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Mutacéao rfa: gera perda parcial da barreira de lipopolissacarideos
da parede bacteriana, facilitando a difusao de moléculas grandes para o
interior da célula, como aminas aromaticas, hidrocarbonetos e

aflatoxinas.

Mutacao uvrB: Provoca dano no sistema de reparo por exsisao,
resultando no aumento da sensibilidade na deteccdao de diversos
agentes mutagénicos, deixando a bactéria dependente de biotina para

crescer.

Plasmidio pKM101:favorece a resisténcia a ampicilina, assim
como aumenta a mutagénese espontdnea e quimica, por estimulo de

reparo de DNA promotor de erro.

O Quadro 2 resume as caracteristicas das principais linhagens

utilizadas no teste de Ames.

Quadro 2 Principais caracteristicas das linhagens usadas no teste de Ames.

Linhagem Mutacao his Tipo de mutacéao
TA1535 hisG46 Substituicao de pares de bases
TA1537 hisC3076 Deslocamento do quadro de leitura
TA1538 hisD3052 Deslocamento do quadro de leitura
TA97A hisD6610 Deslocamento do quadro de leitura

TA98 hisD3052 Deslocamento do quadro de leitura
TA100 hisG46 Substituicao de pares de bases
TA102 hisG428 Substituicao de pares de bases
TA104 hisG428 Substituicao de pares de bases

Protocolo para teste de Ames (Adaptado de AMES et al, 1973)
Quando o objetivo é uma triagem, costuma-se empregar as
linhagens TA98 e TA100, que sao eficientes na deteccdo de um grande

numero de de agentes mutagénicos. Mas se for anadlise par fins
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regulatérios é recomendado usar uma bateria minima com: TA98,
TA100, TA97 ou TA1537. Ou as cepas recomendadas pela literatura.

Aliado aos testes classicos € recomendado que se faca teste de
Ames utilizando a fracao S9. Que consiste no teste de mutagenicidade
com sistema de ativacdo metabdlica, realizado com a fracao
microssomal S9 (S9 mix), preparada a partir do homogeneizado de
figado de ratos Sprague Dawley, previamente tratado com Arocloror
1254, adquiridos sob a forma liofilizada (MARON e AMES, 1983).

As cepas sao armazenadas em freezer a -80°C, em frascos para
congelamento com 0,9 mL de cultura e 0,1 mL de DMSO como agente
crioprotetor, para que se mantenham inalteradas todas suas
caracteristicas genéticas. Foi utilizado o método de pré-incubacdo em

tampao fosfato pH 7,4nos sistemas sem ativacao metabdlica.

Solucbes Empregadas

1) Meio Vogel Bonner 50X

0,25 g de Sulfato de Magnésio.

2,5 g de Acido Citrico

12,5 g de Fosfato de potdassio dibasico
4,35 g de Fosfato de Sdédio e Amonio
16,75 mL de agua destilada.

2) Glicose 40%b
20 g de Glicose
50 mL de agua destilada.

3) Agar minimo Glicosado (AMG)
7,59 de agar
465 mL de agua destilada
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4) Top Agar
0,5 g de Cloreto de Sddio
0,6 g de agar
100 mLde &gua destilada

5) Biotina/Histidina
0,00123 g de biotina
0,00096 g de histidina
10 mL de agua destilada.

6) Caldo Nutriente (meio Oxoid n°2)

0,75 g de Meio Oxoid n°2

30 mL de agua destilada

Todas as solucgdoes foram esterilizadas em autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

Procedimento sem o sistema de ativacao metabdlica
v 1°dia
Prepara-se todas as solugdes e 0os meios de cultura descritos como
descritos anteriormente.
Em fluxo laminar, foi adicionado a solucdo esterilizada AMG 10 mL
de VB e 25 mL de glicose 40%, homogeneizou-se, e distribui-se cerca
de 25 mL dessa solucdao em cada placa. As placas sao mantidas em

repouso por 48 horas em estufa a 37°C para posterior utilizacao.

v 2°dia
Em fluxo laminar, as cepas de S. thyphimurium foram inoculadas

com alca de platina, no caldo nutriente e mantidas a 37°C, sob agitacao
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A RM ¢é dada pela seguinte equacao:

RM = Média do n° de revertentes por placa teste (espontdneos +

Induzidos)

Média do n©® de revertentes por placa do controle negativo

(espontaneos)
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APENDICE C - Preparo de Solucdes e Procedimentos de

destruicao de residuos

Preparo de Solucao

Preparo de 100 mL de Acido Hipofosforoso (HzPO,) 5% 1

Reagentes

Calculos EPI

Acido Hipofosforoso 50%
Agua destilada

C1 <« Vi = Cz % V2 Avental

_ Luvas de nitrila
20xVi=5x100 | 50106 de seguranca
Vi =10 mL.

Equipamentos

Procedimento

Pipeta volumétrica de 10
mL.

Pipetador ou péra.

Baldo volumétrico (BV) de
100 mL.

1) Colocar 2/3 do volume do BV de agua
destilada. )

2) Tomar 10 mL de Acido Hipofosforoso
50% e adicionar no BV.

3) Completar o volume com agua
destilada até o menisco do balao.

4) Transferir a solucao para frasco vidro
e rotular de acordo com procedimento 9.

Obs. Colocar sempre o acido sobre a agua e sé entao completar o

volume do baldao volumétrico.

Preparo de Solucao

Preparo de 100 mL de Nitrito de Sédio (NaNO>) 0,5 mol L™ 2

Reagentes Calculos EPI
Nitritolde Sodio, MM =69 | m = M x MM x V(L) | Avental
mol” Luvas de Nitrila

Agua destilada m =0,05x69x0,1

m = 0,345g
Equipamentos Procedimento

Balanca 1) Pesar 0,345 g de NaNO, no béquer.

Espatula 2) Colocar 40 mL de agua destilada e

Béquer 50 mL solubilizar o nitrito totalmente.

Baldo volumétrico (BV) 3) Transferir a solugdo para o BV e em

de 100 mL. seguida completar com agua até o menisco.
4) Transferir a solugao para frasco vidro e
rotular de acordo com procedimento 9.
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Preparo de Solucao

Preparo de 100 mL de Sulfato ferroso (FeS0,4).0,1 mol L™ 3

Reagentes Calculos EPI
Sulfato ferroso, MM =|m =M x MM x V(L) | Avental
278 g mol™ 3 Luvas de nitrila
Acido Sulfurico (H2S04) m=0,1x278x0,1 Oculos de seguranca
Agua destilada m=2,78¢

Equipamentos

Procedimento

Balanca

Espatula

Béquer 50 mL

Baldao volumétrico (BV)
de 100 mL.

1) Pesar 2,78g de FeSO,4 no béquer.

2) Colocar 80 mL de agua destilada.
3)Acrescentar 10 mL de H,SO4 concentrado
e solubilizar o sulfato totalmente.

3) Transferir a solucao para o BV e em
seguida completar com agua até o menisco.
4) Transferir a solucao para frasco vidro e
rotular de acordo com procedimento 9.

Preparo de Solucao

Preparo de 50 mL de Nitrato Férrico (Fe(NO3)s1,8 mol L™ 4

Reagentes

Calculos EPI

Nitrato férrico, MM = 404
g mol™
Agua destilada

m=Mx MM x V(L)
m = 1,8 x 404 x 0,050
m = 36,36 g

Avental
Luvas de Nitrila

Equipamentos

Procedimento

Balanca

Espatula

Béquer 50 mL

Baldo volumétrico (BV)
de 50 mL.

1) Pesar 36,36 g de Fe(NOs)s; no béquer.

2) Colocar 40 mL de agua destilada e
solubilizar o nitrato totalmente.

3) Transferir a solucao para o BV e em
seguida completar com dgua até o menisco.
4) Transferir a solugao para frasco vidro e
rotular de acordo com procedimento 9.
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Preparo de Solucao
Preparo de 50 mL de Oxalato de Potassio (K2C20,) 5
1,8 mol L™
Reagentes Calculos EPI
Oxalato de  Potdssio|m =M x MM x V(L) |Avental
(K2C204), MM=184 gmol™ m = 1.8 x 184 x Luvas e Nitrila
Agua destilada
0,05
m = 16,569
Equipamentos Procedimento
Balanca 1) Pesar 16,569 de K,C,04 no béquer.
Espatula 2) Colocar 40 mL de agua destilada e
Béquer 50 mL solubilizar o oxalato totalmente, usar chapa
Baldo volumétrico (BV) aquecedora.
de 50 mL 3) Transferir a solugao para o BV e em

seguida completar com agua até o menisco.
4) Transferir a solucao para frasco vidro e
rotular de acordo com procedimento 9.
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Preparo de Solucao

Preparo e purificacao de 6
Ferrioxalato de potassio (KzFe(C,04)3 3H0
Reagentes Calculos EPI
Solucdo K»C,04 1,8 mol L™ Avental

Solugdo Fe(NO3)s 1,8 mol L

Luvas de Nitrila

Equipamentos

Procedimento

Béquer 100 mL

Bastao de vidro.

Chapa aquecedora com
agitacao.

1) Tomar 17 mL de Fe(NOs)s 1,8 mol L™
(procedimento 4.)

2) Verter sobre o nitrato férrico 50 mL de
K2C204 1,8 mol L™ (procedimento 5).

3) Adicionar um cristal para funcionar
como nucleo, caso ndo possua atritar um
bastao de vidro contra o fundo do
béquer.

4) Deixar na geladeira por 24 horas.

5) Apos as 24 horas, descartar a solugao
sobrenadante e solubilizar os cristais
formados no menor volume de agua
destilada possivel. Pode ser feito em
chapa aquecedora com agitagao, em
temperatura maxima de 40° C, fazer,
repetir mais duas vezes o este passo.

6) Descartar o sobrenadante, secar em
estufa

7) Transferir os cristais para frasco e
rotular de acordo com procedimento 9,
armazenar ao abrigo de luz..
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Preparo de Solucao

Preparo de 100 mL de Ferrioxalato de Potassio (KzFe(C204)3 v
. 3H,0 0,2mol L™

Reagentes Calculos EPI

Ferrioxalato de Potdssio | m = M x MM x V(L) Avental

MM = 491 g mol* m = 0,1x 491 x 0,1 Luvas de Nitrila
Agua destilada
m = 4,91¢g

Equipamentos Procedimento
Balanca 1) Pesar 4,91 g de K3Fe(C>04)3 no béquer.
Espatula 2) Colocar 80 mL de agua destilada e
Béquer 50 mL solubilizar o ferrioxalato totalmente. Pode ser
Baldo volumétrico (BV) | feito em chapa aquecedora com agitacao, em
de 50 mL temperatura maxima de 40° C.

3) Transferir a solucao para o BV e em
seguida completar com agua até o menisco.
4) Transferir a solugao para frasco vidro e
rotular de acordo com procedimento 9.

Preparo de Solucao

Preparo de 100 mL de KMNnQO4 8
Reagentes Calculos EPI

Sulfato ferroso m = M x MM x| Avental

Acido Sulfarico (H2S0a V(L) Luvas de Nitrila

Agua destilada
m = 0,1 x 278 x
0,1
m=2,78g

Equipamentos Procedimento

Balanca 1) Pesar 2,78 g de FeSQO4 no béquer.

Espatula 2) Colocar 40 mL de agua destilada e

Béquer 50 mL solubilizar o sulfato totalmente.

Baldo volumétrico (BV) de 3)Acrescentar 2,5 mL de H,SO..

25 mL. 3) Transferir a solucao para o BV e em
seguida completar com dgua até o
menisco.

4) Transferir a solugao para frasco vidro
e rotular de acordo com procedimento 9.
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Preparo de rotulo para solucdes

Um roétulo deve conter:

PON=

Nome e férmula da substéncia.
Concentracao da solucgao.

Dia do preparo.

Responsavel pelo preparo.

Exemplo

Nitrito de Sdédio
(NaNOy) — 0,5 mol L™
04/07/2005
Luisa
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Procedimento de Degradacao

Procedimento para tratar 600 mL de residuo de Formaldeido
por Processo foto-Fenton solar

10

Reagentes

Calculos

EPIs

1) Ferrioxalato de Potassio
- (K3F€(C204)3 . 3H20 - 0,1
mol L'(Procedimento 7)

Concentracao necessaria
de (K3F€(C204)3 . 3H20 e
0,5 mmol L

Avental
Luvas de nitrila
Calca comprida

2) Perdxido de Hidrogénio | Cix V1 = Cax Va2 Sapato fechado
(H202) 9 mol L™ _ 3 Oculos de
3) Residuo de formaldeido 0,1xVi=10,5,107 x 600 seguranga

Vi = 3 mL.

Concentracao necessaria
de H,0, é 1 mol L™

CixVi=Cx V2
9,Vi=1x600
Vi = 67 mL.

Equipamentos

Procedimento

1) Proveta

2) pHmetro

3) Bastao de vidro

4) Empregar esquema mostrado
na Foto 1.

1)Para 15 mL de residuo de
formaldeido acrescentar 513 mL
de agua de torneira.

2) Acertar o pH da solugao para o
intervalo para intervalo de 2,5-3,0.
3) Juntar 3 mL KsFe(C,04)s . 3H,0
0,1 mol L'! e 5 mL H,0, 9 mol L.
Misturar com bastao de vidro.

3) Deixar sob irradiacao solar* por
um periodo minimo de 3 horas.

4) Apos 24 horas do término da
irradiacao, acertar o pH da solugao
para o intervalo 6-9 usando H,SO4
ou NaOH 1 mol L'! e descartar em
seguida na rede de esgoto.

Obs.1) As etapas 1 e 2 devem ser realizadas em capela de exaustao.
2) Este procedimento deve ser empregado preferencialmente em

dia de céu claro.

3) A diluicdo pode ser feita empregando agua de chuva ou a
p “ropria solucao de residuo depois de tratada.
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Procedimento de Degradacao

Procedimento para tratar 1L de residuo de Fenol por
Processo foto-Fenton

10

Reagentes

Calculos EPIs

1) Sulfato ferroso (FeSO4 7
H,0) 0,1 mol L'}(Proc. 3)
2) Peréxido de Hidrogénio
(HzOz) 0,05 mol L_1

3) Brometo de Etideo até
0,5 pg/mL

Concentracao necessaria
de FeSO, é 0,5 mmol L™
CixVi=Cox V2

0,14Vi=0,5,102 x1
Vi = 5 mL.

Concentracao necessaria
de H,0; é 30 mmol L™
CixVi=Cox V2

9,V; =30,103 x 1
Vi; = 3,3 mL.

Avental

Luvas de nitrila
Calca comprida
Sapato fechado

Equipamentos

Procedimento

1) Empregar esquema mostrado
na Foto 1.

1) Pegar 1L de residuo de fenol.

2) Acertar o pH da solugao para o
intervalo para intervalo de 2,5-3,0.
Misturar com bastdo de vidro.

3) Juntar 5 mL FeSO4, 7 H,O 0,1
mol L 3,3 mL H.0, 9 mol L*
Deixar sob irradiagao solar por um
periodo minimo de 3 horas.

4) Acertar o pH da solugao para o
intervalo 6-8 usando H>SO4 ou
NaoH 1 mol L! e descartar em
seguida na rede de esgoto.

Obs. As etapas 1 e 2 devem ser realizadas em capela de exaustao.
2) Este procedimento deve ser empregado preferencialmente em dia de céu

claro.

3) Caso o residuo esteja nos frascos descartaveis (eppendorf) devem ser
primeiramente lavados com agua de torneira, um a um com um volume igual
a duas vezes sua capacidade que é de 2 mL. Posteriormente ficaram num
banho por 24 horas, sendo que estd agua foi trocada 2x e as aguas de
lavagem também foram empregadas no estudo de degradacdo.
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Procedimento de Degradacao

Procedimento de tratamento de BE com Acido hipofosoforoso 11
(H3PO>) e Nitrito de Sédio (NaNOy)

Reagentes Equipamentos EPIs
1) acido hipofosforoso Qualquer recipiente de | Avental
(HPO3) 5% (Proc. 1) capacidade superior a | Calca comprida
2) Nitrito de sodio (NaNOz) | 100 mL. Luvas de nitrila
0,5 mol L (Proc. 2) Para grandes volumes | Sapato fechado
3) Brometo de Etideo 0,5 empregar esquema
hg/mL mostrado na Foto 1.

Procedimento

1) Para cada 100 mL de BE (de concentracao até 0,5 pg/mL)
acrescentar 20 mL de acido hipofosforoso 5% e 12 mL de nitrito de
sédio 0,5 mol L. Agitar com bastdo de vidro lentamente e manter em
repouso por 24 horas.

2) Acertlar o pH da solugao para o intervalo 6-8 usando H,SO4 ou NaOH
1 mol L.

3) Manter a solugdo em repouso por um periodo minimo de 12 horas,
descartar em seguida na rede de esgoto.

Obs.O procedimento deve ser realizado em capela de exaustao.
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Procedimento de Degradacao
Procedimento para tratamento de 200 mL de BE por 12
Processo Fenton
Reagentes Equipamentos EPIs

1) Sulfato ferroso (FeSO4 7 | 1).Empregar esquema Avental
H,0) 0,1 mol L'}(Proc. 3) mostrado na Foto 1. Calca comprida
2) Perdéxido de Hidrogénio | Capacidade do Luvas de nitrila
(H.0) 0,05 mol L™ recipiente compativel Sapato fechado
3) Residuo de Brometo de | com volume a ser
Etideo tratado.

Procedimento

1) Juntar 1,5 mL FeSO4 7 H,O 0,1 mol L'!; 1 mL H,0, 0,05 mol L?,
197,5 mL de residuo de BE até 0,5 pg/mL.

2) Acertar o pH da solugao para o intervalo 6-8 usando H,SO,4 ou NaoH
1 mol L™.

3) Manter a solucdo em repouso por um periodo minimo de 12 horas,
descartar em seguida na rede de esgoto.

Obs. O procedimento deve ser realizado em capela de exaustao.

Foto 1) Caixa plastica tampada com vidro empregada como
reator
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Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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