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RESUMO

Diferentes tipos de avaliagbes de toxicidade tém sido empregados, mas para
alguns destes ha necessidade de um investimento alto de capital, o que ndo € o
caso dos bioensaios com plantas, os quais tém sido empregados com sucessos
na verificacdo da toxicidade de diferentes substancias, como por exemplo, os
corantes sintéticos utilizados pela industria téxtil que possuem em suas
estruturas ligacOes triplas entre dois atomos de nitrogénios (azocorantes). Deste
modo faz-se necessario padronizar e conhecer este ensaio que pode ajudar a
prever os efeitos das substancias industriais sobre os organismos vivos. Visando
reduzir os impactos gerados por estas substancias em meios como o de cultivos
de hortalicas, varias metodologias estdo sendo utilizadas, dentre elas destaca-
se 0s processos oxidativos avancados (POAs) devido a alta eficiéncia do
potencial oxidante dos radicais hidroxila (-OH), que possuem a capacidade de
oxidar completamente maior parte dos contaminantes organicos, os convertendo
em agua, CO2 e ions inorgénicos. Assim, o objetivo deste trabalho & de
padronizar os ensaios com o bioindicador Lactuca sativa L. (alface) a partir da
avaliacdo de parametros abordados na literatura (tamanho das placas,
guantidade de sementes, presenca ou auséncia de luminosidade, qualidade das
sementes, quantidade do efluente utilizado neste teste e analise das
concentracdes dos ions Na* e SO4%) e a avaliacdo do efeito tdxico de trés
azocorantes reativos (laranja 122, amarelo 2R e vermelho 5B) tratado por
processos oxidativos avancados (Foto-Fenton) e a aplicagdo em suas formas
brutas. Os resultados obtidos em experimentos com as variaveis selecionadas
na literatura para os bioensaios com alface foram gerados a partir de uma analise
fatorial do tipo 24'. Destacaram-se tendéncias que foram refletidas em suas
varidveis de resposta como o aumento da germinacdo em ambientes com a
presenca de luminosidade constante, aumento da radicula e parte aérea em
ambientes com menor luminosidade e maior quantidade de efluente. Os
efluentes brutos dos corantes apresentaram inibicdo significativa no
alongamento das radiculas das plantulas de alface, sendo esta analise
estatistica realizada pelo teste de Dunnett com significancia de 5%. O processo
Foto-Fenton apresentou alta eficiéncia de descoloracdo, sendo capaz de
remover até 100% de coloracdo do Amarelo 2R, mas este tratamento para o
Vermelho 5B apresentou uma inibicdo em todos os parametros quando aplicado
com seu efluente ndo tratado. A partir deste teste percebeu-se inibicdes
significativas, fazendo-se necessaria uma analise detalhada do fator de
acumulacdo das espécies quimicas nas plantulas de alface, que sera
implementada em estudos posteriores.

Palavras-chave: Teste Ecotoxicologicos, Foto-Fenton, Bioensaios, alface



ABSTRACT

Different types of toxicity assessments have been used, but for some of them
there is a need for high capital investment, which is not the case with plant
bioassays, which have been used with success in checking the toxicity of different
substances, such as for example, the synthetic dyes used by the textile industry
that have in their structures triple bonds between two nitrogen atoms (azodyes).
Thus, it is necessary to standardize and understand this test, which can help
predict the effects of industrial substances on living organisms. Aiming to reduce
the impacts generated by these substances in environments such as vegetable
cultivation, several methodologies are being used, among them the advanced
oxidative processes (POASs) are highlighted due to the high efficiency of the
oxidizing potential of hydroxyl radicals (-OH), which have the ability to completely
oxidize most organic contaminants, converting them into water, CO2 and
inorganic ions. Thus, the objective of this work is to standardize the assays with
the bioindicator Lactuca sativa L. (lettuce) based on the evaluation of parameters
covered in the literature (plate size, seed quantity, presence or absence of light,
seed quality, quantity of the effluent used in this test and analysis of the
concentrations of Na* and SO4? ions) and the evaluation of the toxic effect of
three reactive azodyes (orange 122, yellow 2R and red 5B) treated by advanced
oxidative processes (Photo-Fenton) and application in its raw forms. The results
obtained in experiments with the variables selected in the literature for the lettuce
bioassays were generated from a 24! factorial analysis. Trends that were
reflected in their response variables were highlighted, such as increased
germination in environments with the presence of constant luminosity, increased
radicle and aerial part in environments with lower luminosity and greater amount
of effluent. The raw effluents of the dyes showed significant inhibition in the
elongation of the lettuce seedlings rootlets, and this statistical analysis was
performed using the Dunnett test with a significance level of 5%. The Foto-Fenton
process showed high decolorization efficiency, being able to remove up to 100%
of the yellow 2R coloration, but this treatment for Red 5B showed an inhibition in
all parameters when applied with its untreated effluent. From this test, significant
inhibitions were noticed, making it necessary a detailed analysis of the
accumulation factor of chemical species in lettuce seedlings, which will be
implemented in further studies.

Keyword: Ecotoxicological test, Foto-Fenton, Bioassays, lettuce
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1 INTRODUCAO

A humanidade a partir do inicio do século 21 se deparou com a escassez
de agua potavel, é esta uma ameaca para toda vida do planeta. A falta deste
liquido ocorre por fatores: politicos, econémicos e climaticos, os quais de acordo
com a Organizagéo das Nac¢des Unidas — ONU (2018) pode fazer com que cerca
de 40% da populacdo mundial tenham que mudar sua forma de vida. As
atividades domésticas e industriais geram um grande volume de residuos solidos
e efluentes que sdo em sua maioria dispostos sem nenhum tratamento nos

recursos naturais.

Os efluentes contendo poluentes, provenientes das mais diversas fontes
e mesmo que em pequenas quantidades sdo capazes de alterar diversas
caracteristicas da composi¢cdo quimica e biolégica de um habitat (ALMEIDA,
2004). Diversos estudos tém sido realizados com intuito de desenvolver
tecnologias que possam avaliar a toxicidade de diferentes grupos de efluentes,
sendo estes o0s grandes responsaveis pela contaminac¢ao dos recursos hidricos
disponiveis. Entre essas tecnologias estdo 0s bioensaios, que séao
procedimentos com a finalidade de medir a resposta de organismos expostos a
determinados contaminantes com intuito de observar sua toxicidade ou efeitos
negativos em relacdo a um determinado controle (ARCY et al., 2008).

Os bioensaios séo realizados apos o efluente passar por um sistema de
tratamento que envolve o uso de microalgas, de fungos ou mesmo os Processos
Oxidativos Avancados (POAs). Os POAs reinem um conjunto de técnicas que
geralmente envolvem baixas temperaturas e elevadas pressdes e tém sido
empregados com sucesso no tratamento de uma gama de efluentes com
toxicidade elevada (ARAUJO et al., 2016).

Bioensaios com plantas tém sido empregados com eficiéncia como
bioindicadores para efluentes tratados e brutos, sendo estes um importante
material para o monitoramento de diversos poluentes ambientais (FRANCO et
al., 2017). A alface (Lactuca sativa L.) € uma espécie utilizada em bioensaios
devido seu tempo de germinacdo ser curto, além de uma alta sensibilidade a
fatores como pH e caracteristicas da solucdo empregada (SIMOES et al., 2013).

Na literatura € possivel encontrar diversos tipos de materiais bibliograficos

que listam bioensaios com alface, mas nao existe um consenso entre as
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metodologias, obtendo-se, diferentes resultados em fungéo de qual foi utilizada.
Torna-se assim, necessario criar um padréao eficaz e reprodutivel, possivel de
ser utilizado por qualquer laboratério em suas atividades rotineiras com
bioensaios. Além disto a padronizacao dos testes é necesséria para averiguar a
toxicidade dos efluentes oriundos de diversas fontes, e assim constatar a

reutilizacdo destes de forma apropriada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Padronizar bioensaios que utilizam Lactuca sativa como bioindicador de

compostos toxicos originarios de azocorantes.

2.2 Especificos

e Selecionar parametros avaliados em trabalhos cientificos envolvendo
bioensaios com L. sativa, como exemplo: tempo de incubacédo, tamanho
da placa, quantidade de sementes, quantidades dos efluentes utilizados
e metodologias empregadas durante o bioensaios;

e Caracterizar por técnicas fisico-quimicas os efluentes oriundos de
azocorantes;

e Realizar tratamento de efluentes contendo corantes através POAS;

e Padronizacdo os bioensaios com L. sativa utilizando os efluentes

selecionados
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Bioensaios

Diferentes ensaios com seres vivos podem ser empregados para a
deteccdo de toxicidade em diversos habitats. Segundo dados da plataforma
SCOPUS entre os anos de 1999 e 2019 foram depositados em sua base de
dados um total de 96.472 documentos cientificos referentes a bioensaios com
alface. O crescimento ao longo dos anos pode ser observado na Figura 1 gerada
pela plataforma, e esta realgca a importancia que esse tema tem tomado no

cenario global ao longo dos anos.

Figura 1. Analise gerada pela plataforma Scopus para a busca com titulo
bioensaios nos ultimos vinte anos
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FONTE: Scopus, 2020.

Ainda de acordo com a Figura 1, o maior crescimento no interesse sobre
este tema durante o periodo de 20 anos esta entre os anos de 2017 a 2019,
assim demostrando que o mundo vive um momento atual em que assuntos
relacionados ao meio ambiente tém se destacado cada vez mais. De acordo com
essa plataforma, o Brasil € 0 9° pais que mais possui publicacdes depositadas
durante esse periodo, sendo os Estados Unidos e a China os principais paises
gue mais contribuiram para base com documentos com este assunto, isto pode

ser observado conforme Figura 2.
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Figura 2. Andlise gerada pela plataforma Scopus dos paises que mais
depositaram documentos ao longo dos ultimos vinte anos com o
termo bioensaio em seus titulos
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O notavel volume de publicacbes dos Estados Unidos e China € muito
superior, grandes potenciais globais de tecnologia tém se aperfeicoados cada
vez mais em temas de impacto no tratamento de seus residuos para o reuso e

destinado nos diferentes setores.

3.2 Bioensaios com Lactuca sativa L.

Dados de uma das bases de pesquisa de materiais cientifico mais
utilizada (SCOPUS, 2019), revelam que, com o passar dos anos, € crescente a
quantidade de materiais cientificos que, de algum modo, utilizaram a alface em
bioensaios com bioindicador (Figura 3). 0 crescimento no interesse desses
temas pode estar diretamente ligado ao aumento de desastres ambientais que
guase que rotineiramente tem ocorrido pelo mundo.

Além do teste com alface apresentar uma menor sensibilidade de
deteccdo que outros bioensaios como Daphnia pulex e Hydra vulgaris. Ele é
considerado simples (facil aplicacéo) e de baixo uso de recursos, demonstrando
alta sensibilidade a compostos inorganicos e valores reprodutiveis comparaveis
(FORGET et al., 2000).
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Figura 3. Analise gerada pela plataforma Scopus para a busca com titulo
bioensaios com alface nos dltimos vinte anos
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Segundo Henz e Suinaga (2009) em seu comunicado técnico niumero 75,
a alface tem seu periodo de plantio e colheita durante todo o ano. Esta hortalica
originaria de climas temperados pertencente a familia das Asteracea. Existem
varias cultivares de alface que séo plantadas no Brasil e estas sdo classificadas
em cinco tipos morfoldgicos: Lisa, crespa, solta crespa e solta roxa, romana.
Durante os ultimos 20 anos (1999 a 2019) os dados da literatura de 20
artigos podem ser comparados para execucao de bioensaios. A escolha desses
materiais de estudo originou-se a partir da presenca de parametros descritos e

avaliados (Tabela 1).
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Tabela 1. Artigos cientificos selecionados que realizaram por bioensaios com
Lactuca sativa L. no periodo de 1999 a 2019 utilizando a base de
dados SCOPUS e as palavras chaves Letuce e Bioassay.

Ano Autor(es) Parametros Avaliados Parametros
Descritos
TG PA RA MS MU |[QE TP QS AL
1999 NILSEN et al. X X X X X X
2000 FORGET et al. X X X X X X X X
2001 RENOUX, A.Y.; X X X X X X
TYAGI, R.D.;
SAMSON, R.
2002 VAAJASAARI, K. X X X X X X
et al.
2003 MOAWAD, H.; EL- X X X X X X
RAHIM W. M. A.;
KHALAFALLAH M.
2004 EMINO, E. R; X X X X X X
WARMAN, P. R.
2005 ARAUJO,A.S.F.; X X X X X X
MONTEIRO, R. T.
R.
2006 FJALLBORG, B.: X X X X X X
GUSTAFSSON, N.
2007 VALERIO, M. E.; X X X X X X X X
Garcia, J. F.;
Peinado, F. M.
2008 OLIVEIRA,B.H.;et X X X X X X
al.
2009 GARCIA, et al. X X X X X X
2010 GONZALEZ,etal. X X X X X
2011 CHARLES, et al. X X X X X X
2012 TAMADA, et al. X X X X X X
2013 RODRIGUES, et X X X X X X
al.
2014 GRANGEIRO, et X X X X X X
al.
2015 MUNOZ, et al. X X X X X X X
2016 CAMPAGNA- X X X X X X
FERNANDES,
A.F.; MARIN, E.B;
PENHA, T.H.F.L.
2017 PRIAC, A.; X X X X X X X
BADOT, P-M.;
CRINI, G.
2018 CHAN-KEB, et al. X X X X X X
2019 TAVARES et al. X X X X X X

FONTE: Autor, 2020.
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PA = Parte Aérea; RA = Raiz; TG = Taxa de Germinagdo; MS = Massa Seca; MU = Massa Unida;
QE = Quantidade do Efluente; TP = Tamanho das Placas; QS = Quantidade de Sementes; AL =
Acdo Luminosa.

3.3 Metodologias utilizadas em bioensaios

Metodologias distintas sao utilizadas corriqueiramente em experimentos
que fazem uso de bioensaios para exprimir o potencial de toxicidade de diversos
materiais. Na Tabela 2 estdo dispostas as metodologias utilizadas como
referéncias nos artigos coletados publicados entre 1979 a 2019, que fizeram a

utilizacdo com L. sativa.

Tabela 2. Referéncias de metodologias

Ano Autor(es) Titulos

1979 RICE, E. L.; Allelopathy, an update. Botanical
Review 45: 15-109.

1981 ZUCCONI, et al. Evaluating toxicity of immature
compost. BioCycle, 2(2):54-57.

1982 A.F.N.O.R. AFNOR NFX31-201, 1982. Qualite

des Sols—Essai d’Inhibition de
Germination de Semences parune
Substance.

1989 GREENE, et al. Protocols for Short Term Toxicity
Screening of Hazardous Waste Sites.
EPA 600/3-88/029.

1989 DUTKA, B,; Methods for Microbiological and
Toxicological Analysis of Waters,
Wastewaters and Sediments; National
Water Research Institute ZNWRI.:
Environment Canada.

1994 TAM, N.F.Y., TIQUIA, S.M.  Assessing toxicity of spent sawdust
pig-litter using seed germination
technique. Resource Conservation
Recycling, v.11, p.261-274.

1996 EPA Ecological effects test guidelines,
OPPTS 850. 4200, Seed
germination/root elongation toxicity
tests. United States Environmental
Protection Agency.

1977 HAMILTON, M. A. RUSSO, R.C. & THURSTON, R.U.
Trimmed Spearman-Karber method for
estimating median lethal
concentrations in toxicity bioassays.
Environm Sci Technol., 11(7): 714-
719.

1999 OECD OECD Guidelines for the testing of
chemicals, Lemna growth inhibition
test - Draft, December.
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Continuacao Tabela 2

2000 TIQUIA, S. M. Evaluating phytotoxicity of pig
manurefrom the pig-on-litter system.
In: P.R. Warman and B.R. Taylor, Ed.,
Proceedings of the Inter. Composting
Symposium, CBA Press Inc., Truro,
NS., pp. 625-647.

2003 TORRES R. M. T. Empleo de los ensayos con plantas en
el control de contaminantes téxicos
ambientales. Rev. Cubana Hig
Epidemiol;41:2-3.

2003 ASTM E 1963-02 (American Society for Testing and
Materials). Standard Guide for
Conducting Terrestrial Plant Toxicity

Tests.
2004 SOBRERO M.C.; Toxicologic Assay and Evaluation
RONCO, A;; Methods of the Water Quality:

Standardization, Intercalibration and
Applications; Universidad do Chile:
Santiago.

FONTE: Autor, 2019.

Organizacdes e grupos de pesquisas em todo o mundo realizam praticas
com bioensaios e elaboram diferentes tipos de protocolos, alguns mais citados
que outros, destacando-se como organizacdo a US EPA — United States
Environmental Protection Agency (1996) e em autores Zucconi, et al. (1981) e
Sobrero e Ronco (2004) dentre os artigos observados. Outras organizacoes
também cumprem o papel de regulamentacao em outras partes do mundo, como
a A.F.N.O.R. (Associacdo Francesa de Normatizacédo) e OECD (Organizacéo
para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico).

Os ensaios podem ser empregados em diferentes tipos de ambientes,
sejam aquaticos (hidropdnico) ou terrestre (solo) com condi¢des distintas. Plantio
em solo exigem maiores cuidados na manipulacéo das plantulas de alface, para
a retirada do substrato utilizado.

Muitos desses autores dividem o0s ensaios ecotéxicoldégicos em duas
partes, sendo a primeira o teste de germinacdo, e o segundo o teste de

alongamento da raiz e parte aérea das plantulas de alface.
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3.4 Corantes, azocorante e a legislacao brasileira

Corante sdo compostos com alta faixa de aplicacdo dentro do ramo
industrial, se destacando os corantes sintéticos que vieram a ser utilizados em
ascensao aos corantes naturais devidos seu baixo custo de produgao. Existem
diferentes classes de corantes que podem ser classificados por sua estrutura e
aplicacdo, os quais dentre eles se destacam 0s azocorantes por sua grande
aplicabilidade para colorir em diversos ramos.

Este grupo de corantes possui em sua estrutura um grupamento (-N=N-)
cromoforo, principal responsavel pela cor exibida por esses compostos, o qual
esta ligado a um carbono sp?. Estes podem ser classificados de acordo com o
ndmero de grupamentos azo, sendo monoazo, disazo, trisazo, e alguns outros.
A sua sintese ocorre via diazotizacao, a qual resulta em uma estrutura altamente
conjugada conferindo a estes uma enorme palheta de cores a serem tomadas
pela industria para pintura de diferentes bens (ZANONI; YAMANAKA, 2016). A
Figura 4 apresenta as estruturas quimica dos trés monoazocorantes que serao

usados neste trabalho.

Figura 4. Estrutura quimica dos corantes reativos (a) Laranja 122, (b) Amarelo
2R, (c) Vermelho 5B/35
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Fonte: Autor, 2020.

De acordo com Zanoni; Yamanaka (2016) em seu livro “Corantes —

caracterizagdo quimica, toxicologica, métodos de deteccdo e tratamento”, a
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industria tem grande interesse nestes corantes devido a sua ampla variabilidade
de cores e tonalidades, alto grau de pureza, controle da cor e maior fixacdo ao
material exposto. Porém devido a grande quantidade de processos envolvidos
no sistema téxtil, muitos dos materiais utilizados s&o descartados sem
tratamento adequado colocando todo um ecossistema em risco, assim sendo,
ha necessidade de ferramentas cada vez mais eficientes na deteccdo e
monitoramento de substancias contaminantes.

Devido a simplicidade em n&o necessitar de materiais sofisticados para
sua realizagdo, bioensaios com plantas para a detec¢do de substancias téxicas
nao possuem uma regulamentacao vigente no Brasil, esta pratica esta sempre
associada ao reuso de residuos gerados pela industria (efluentes e lodo). Orgéo
como o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), Conselho Nacional
de Recursos Hidricos (CNRH) e a Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), estabelecem diretrizes para o descarte e de forma menos completa para
0 reuso desses materiais.

A resolucdo CONAMA N° 430/2011 é a mais utilizada quando necessita-
se falar sobre o descarte de efluentes, esta saiu em complemento a resolugéo
N° 357/2005, trazendo consigo parametros e diretrizes para o langcamento de
efluentes e algumas alteracBes a resolucdo anterior. Nesta resolucdo séo
listados e classificadas padrbes de aguas e suas destinacdes, assim como
valores maximos de composto que podem ser descartados.

3.5 Tratamento de Efluentes

Devido aos frequentes e criticos problemas ambientais em viés ao
aumento da populacdo mundial e das atividades por ela desenvolvida, tem-se
buscado por meios de tornar os rejeitos dessas atividades reusaveis ou
adequado para descarte. A industria téxtil tem se destacado pela grande
guantidade de processos de fabricacéo e de tecnologias empregadas, que séo
atreladas a um grande consumo de agua. Os residuos dessas atividades
apresentam composicéo heterogénea com grande quantidade de material toxico
e recalcitrante que dificulta em seu tratamento (NAGEL-HASSEMER et al.,
2012).
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Para garantir que os produtos finais no tratamento de efluentes que
possuem corantes estdo dentro dos padrdes previsto na legislacdo do CONAMA
€ importante definir quais processos ou conjuntos de processos serao
empregados de acordo com as caracteristicas disponiveis, conhecendo bem a
composicdo de cada produto formado e a eficiéncia de cada tratamento. Na
Tabela 3 é possivel verificar as vantagens e desvantagens pertinentes a cada
um dos processos quimicos, fisicos e biolégicos no tratamento de efluentes

téxteis.

Tabela 3. Vantagens e desvantagens gerais dos processos de tratamento de
efluentes com corantes

Método Vantagens Desvantagens
Perdxido de E um oxidante N&o é efetivo para todas as
Hidrogénio ambientalmente amigavel classes de corantes, pois seu

potencial de oxidag&o néo é
muito alto
Reacéo de Descoloracao efetiva e até  Geracgédo de lodo e faixa ideal
Fenton Foto- mineralizacao de corantes de pH para ser efetivo é
Fenton solaveis e insolaveis, pois estreita (2.0 a 3.0) o que
gera radicais hidroxila. A pode ser melhorado pelo uso
agua pode até ser reusada de complexos de ferro.
apoés o tratamento
Ozonizacéo Aplicado em fase gasosa: Tempo de meia-vida curto
sem alteragéo de volume. (20 min), nao efetivo na
Muito eficiente para remogdo mineralizagao e forma acidos
de cor. carboxilicos como produtos
de degradacao
Fotoquimico N&o ha producao de lodo Formacéao de subprodutos
NaOCI Inicia e acelera rompimento Risco de formacéo de
de ligacbes azo, rapida hidrocarbonetos clorados e
descoloragao, mais barato aumento de toxicidade
gue outros oxidantes e
facilmente aplicavel
Degradacdao Compostos gerados ndo sao Alto custo de energia

eletroquimica
Carvao
ativado

perigosos
Boa remocéo de grande
variedade de corantes

Alto custo



Filtrag&o por Remove todos os tipos de

membrana corantes
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Producéo de lodo

concentrado

Irradiacdo UV  Oxidagéo efetiva em escala
de laboratério, remove metais

pesados. Combinacdo com
um fotocatalisador, ozénio ou

H20:2 é eficiente, pois gera

radicais hidroxila
Degradacéao Alternativa econémica e
bioldgica eficiente na aplicacao pratica,
trata efluentes de altas

concentracoes

S&0 necessérias altas
concentracdes de O2
dissolvido, gera lodo e ha
problema devido ao
espalhamento de irradiacéo
uv
Muitos corantes sao estaveis
e resistentes ao ataque
microbiolégico, mas o

isolamento e adaptacéo de

micro-organismos pode
aumentar a eficacia da

biorremediagéo.

Fonte: adaptado de Zanoni ; Yamanaka (2016).

3.5.1 Processos Oxidativos Avancados

Em virtude da necessidade de um tratamento que demonstre eficiéncia
com azocorantes e que possa atender aos niveis exigidos pela legislacdo em
vigor, varias novas tecnologias vém sendo desenvolvidas, dentre elas entdo os
processos oxidativos que sao os mais usados, devido sua simples aplicabilidade,
tendo como principais agentes oxidantes o peréxido de hidrogénio (H202), o
hipoclorito de s6dio (NaClO) e o 0zénio (Os3).

Segundo Nagel-Hassemer et al. (2012), os POAs sao identificados pela
geracdo de radicais oxidantes altamente reativos em solugcéo, a partir da
combinacdo de diferentes oxidantes com uma fonte de irradiagdo, dando
destaque ao radical hidroxila (*OH), que devido sua baixa seletividade ataca a
maioria das moléculas organicas presentes. Sendo este um processo destrutivo,
onde os contaminantes sdo degradados através de uma série de reacoes.

Os processos mais comuns sdo Fenton (H202 e Fe?'); Foto-Fenton;

Eletro-Fenton; Fotocatélise heterogénea com TiO2 ou outros catalisadores na
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presenca de luz solar ou ultravioleta (UV), a ozonizagéo que pode ser realizada
com juncado de outros sistemas como H202, radiagdo UV e catalisadores; e a
peroxidagcdo (H202) que pode ser feita juntamente com a ag¢do da radiagéo
(JIMENEZ et al., 2018).

De acordo com Melo et al. (2009) os radicais formados podem reagir de
diferentes formas com as substancias contaminantes, e isso depende da
estrutura do composto. Hidrocarbonetos alifaticos séo susceptiveis a reacdes de
abstracao de hidrogénio, gerando radicais organicos (Equacgéao 1) que se ligam
ao oxigénio molecular (Equacdo 2) gerando radicais peréxido, que iniciam
reacoes oxidativas em cadeia fazendo com que o substrato organico se degrade

em COz, H20 e sais inorganicos.
RH++0OH - Re++H20 Equacéao 1
Re+ O2 - RO™ Equacéo 2
Compostos orgéanicos que contém ligagdes 1T (insaturados e aromaticos)

reagem preferencialmente por substituicdo, formando radicais organicos

segundo Equacéao 3.

©/ +HO =

Para hidrocarbonetos halogenados ou com alto impedimento estérico, 0s

Equacéo 3

mecanismos de reacdo supracitados sdo desfavorecidos e predomina a

transferéncia eletrénica conforme equacéo 4.

RX + *OH - RX™* + HO Equacéo 4

3.5.1.1 Processos baseados nareacdo de Fenton e Foto-Fenton
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E notavel a grande versatilidade dos processos oxidativos avangados no
que se compete a realizar a degradacdo de contaminantes, mas o grande
destaque vai para o Fenton, no qual radicais hidroxila sdo gerados pela
decomposicdo de H202 na presenta de ions Fe?* em meio acido, onde os ions
Fe?* e Fe3* existem na forma de aquo/hidroxo complexos, cuja sua presenca

depende diretamente do pH conforme Equacédo 5 (MELO et al., 2009).

Fe?* + H202 > Fe3 + HO™ + HO® Equacéo 5

Ainda segundo Melo et al. (2009) o pH dessa reacdo desempenha papel
muito importante na eficiéncia deste processo, uma vez que valores de pH acima
de 3,0 fazem com que o Fe 3+ precipite na forma de hidroxido insoltvel. Ja para
valores abaixo de 2,5, a presenca de alta concentracédo de H+ em solugéo pode
agir como sequestrador de radicais hidroxila como forme demostrada na

Equacéao 6.

HO + H*+ e > H20 Equacéo 6

A reacdo de Fenton ocorre de forma muito rapida e é diretamente
proporcional ao consumo de peréxido de hidrogénio, porém o excesso desse
reagente em relacdo a concentracédo da espécie Fe?* pode causar 0 sequestro
de radicais hidroxila formando o radical hidroperoxila (HO2%) que possui um
menor potencial de reducdo (1,42V) que o radical HO® (2,73V), diminuindo a
eficiéncia desta reacdo como pode ser visto na Equagdo 7 (ZANONI;
YAMANAKA,. 2016).

H202+ HO® & HO2" + H20 Equacéao 7

Devido a rapida velocidade desta reacdo a concentracédo de Fe?* diminui
muito e com isso a velocidade da reacdo também diminui, uma vez que a
decomposicéo do perédxido de hidrogénio por Fe3* é muito mais lenta do que por
Fe?* e isso contribui muito pouco para a regeneracéo das espécies desta reacéo.
A irradiacdo dos complexos nesta solucéo faz com que um elétron de um

orbital centrado no ligante seja promovido a um orbital centrado no metal,
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resultando na reducéo do Fe®* em Fe?* e oxidando o ligante conforme Equacéo
8. Este processo denominado Foto-Fenton aumenta a eficiéncia desta reacéo,
regenerando o Fe?* para reagir novamente com o H202 e produzindo novos

radicais hidroxila adicionais aos da equacao 5 (MELO et al.,2009).

Fe(OH)?* + hv > Fe?* + HO" Equacéo 8

3.6 Parametros de avaliacédo de degradagcédo de compostos organicos

3.6.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel

A Cor gque desenvolve parametro importante na comercializacdo dos
corantes também é um dos principais pontos observados no tratamento de
efluente que os contem e degradacdo da matéria organica presente. Existem
diversas técnicas utilizadas na quantificacdo de corantes, dentre elas tem-se os
métodos espectrofotométricos, com as técnicas de espectroscopia UV-Vis,
infravermelho, Raman, Elisa e Plasma. A espectrofotometria UV-Vis é tida como
uma técnica simples, rapida e de baixo custo (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

Esta técnica pode ser utilizada separando-se ou ndo 0s corantes na
matriz. E uma técnica que auxilia na quantificacdo de corantes artificiais e,
através de andlises matematicas, € possivel obter de maneira rapida e pratica a
concentracdo de cada um dos compostos (QUEIJA et al., 2001). A mesma
consiste na incidéncia de radiacdo continua em uma amostra, onde uma parte
dessa radiacdo pode vir a ser absorvida, e se isto ocorre, esta radiacdo gera o
espectro de adsor¢ao podendo variar entre 200 a 800 nanémetros.

Nesta técnica € a lei de Lambert-Beer-Bouguer que estabelece a relacédo
entre a absorbancia de uma solugcdo e sua concentracdo, quando essa
atravessada por uma radiacdo monocromética colimada. De acordo com Lima
(2013), a absorbancia (A), corresponde ao simétrico do logaritmo decimal do
inverso da transmitancia (T), a qual € quociente entre poténcia radiante de saida
e a da entrada, respectivamente PA° e Py, assim como mostrados na equacéo 9
e 10. Sendo assim, a lei Lambert-Beer-Bouguer é traduzida pela equacdo 11 na

qual ¢ representa a concentracdo molar da espécie em solucdo (mol.m3), [ é a
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distancia percorrida pela radiagao através da solugéo (m) e € o coeficiente de

absorcdo molar da espécie em estudo (m?mol?).

Equacéo 9
PA
=
Equacéo 10
PA 1
A=log (P)\°) = —logT = log (?)
Equacéo 11

A =¢lc

3.6.2 Cinética de degradacao

A cinética quimica € a ciéncia que estuda a velocidade das reacdes
quimica com o envolvimento de diferentes variaveis que a influenciam, como a
temperatura, presséo, concentracdo, propriedades do catalisador caso venha a
realizar o uso deste, grau de mistura, dentre outros. Esse estudo tem como foco
principal atender a dois objetivos, o primeiro deles é desenvolver um mecanismo
plausivel para a reacao e o segundo é a obtencdo de uma equacao ou sistema
de equacdes diferenciais e algébricas que juntas definem as leis de velocidade
de todas as etapas da reacdo (SILVEIRA, 2015).

De acordo com a ordem de reacdo, que é a quantidade de nuamero de
atomos ou de moléculas as quais as concentracBes sofreram mudancas
(aumento ou diminuicdo) durante a reacdo, ou seja, que determinaram a
velocidade da reacéo, € possivel classificar estas reacées como primeira ordem,
segunda, terceira, e demais ordens. A ordem da reacao é dada pela soma dos
expoentes da equacéo de velocidade, por exemplo, v = k [A]*. [B], onde a ordem
global é n= x+y (SILVEIRA, 2015).

Na reacdo de ordem zero a velocidade da reacdo nao depende da
concentracdo dos reagentes e é descrita pela Equacdo 12. Na reacdo de
primeira ordem a velocidade € determinada pela concentracdo de um unico
termo como expresso na Equacdo 13. Nas reacfes de segunda ordem a
velocidade é determinada pela concentracdo de dois termos como observado

pelas Equacdes 14 e 15.
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r=Kk Equacéo 12
r=kCa Equacgéao 13
r= kCa? Equacéo 14
r=KkCa . kCa Equacgéo 15

3.7 Planejamentos experimental

O acerto ou o erro na realizacdo de um experimento esta diretamente
ligado ao seu planejamento, implantacéo e conducéo. Existindo diferentes tipos
de fatores que podem influenciar diretamente na realizacdo de experimento
apropriado. Na parte experimental é corriqueiramente utilizado uma analise
fatorial, onde sdo feitas combinacfes dos niveis de fatores estudados. Estes
tipos de experimentos tém-se mostrado Uteis em pesquisas agricolas, industriais
e biolégicas (YASSIN, 2001).

Experimentos fatoriais possuem como informacado principal a analise das
interacOes de diferentes fatores, ou seja, se ha diferenca significativa entre as
respostas dos diferentes niveis de cada fator. As interag6es podem apresentar-
se como positivas ou negativas, 0 que as tornam mais dificeis de detectar e
analisar os seus efeitos (PERECIN; CARGNELUTTI FILHO, 2008).

Assim faz-se necesséario destacar alguns termos que autores como:
Galdames (2002) e Perecin e Cargnelutti Filho (2008) utilizam na elaboracéo
desta analise. S&o eles:

Fatores de controle: Esses sdo alterados de acordo com a forma de
interesse na abordagem experimental, com intuito de avaliar possiveis efeitos
nas variaveis de resposta e assim determinar principais fatores do processo,
podendo ser quantitativos ou qualitativos.

Variaveis de resposta: Variaveis as quais assumem comportamento
diferenciado de acordo com estimulo introduzido pelos fatores de controle, que
gerenciam o procedimento.

Niveis dos fatores: Sdo as circunstancias as quais os fatores de controle
sao submetidos.

Tratamentos: Representa as combinacdes dos diferentes niveis dos

fatores de controle.
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Matriz de experimento: Planejamento criado para gerir os experimentos.
Estdo contidos neles informacdes como: fatores de controle, niveis e 0s
tratamentos.

Aleatoriedade: E comum em determinados experimentos a presenca de
erros aleatorios. Essa aleatoriedade, dar-se pelo fato de existir varidveis que nao

sdo controlaveis.

3.7.1 Elaboracdo de um planejamento fatorial 2! para bioensaios com L.
sativa

Antes da realizacdo deste tipo de analise, faz-se necesséria a realizacao

de alguns passos, 0s quais segundo Anjos (2005) e Galdamez (2002), séo a
base para essa construgdo. Esta constru¢do segue um ciclo conhecido como
ciclo PDCA gue tem em sua composicdo palavras como Plan, Do, Check and
Action (plano, fazer, checar e agir) sendo exibido na Figura 5.
Assim, o PDCA pode ser expandido de forma a que se torne mais facil a
conducédo dos experimentos em oito pontos, sendo eles:

1) Conhecer o tema e definir os objetivos do experimento analisado;

2) Coletar de informac8es sobre o0 processo;

3) Selecionar os fatores de controle e varidveis de resposta;

4) Elaborar de uma matriz experimental;

5) Realizar os experimentos;

6) Analisar os dados obtidos;

7) Tratamento e compreenséo dos resultados;

8) Elaborar relatérios.
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Figura 5. Ciclo PDCA para elaboracéo de Métodos Cientificos

P

Hipdtese

Planejamento

Analise

Fonte: Adaptado de Anjos, 2005.

De posse desta construcao, torna-se mais simples ao pesquisador/analista
desenvolver e tratar os seus dados. Autores como Montgomery (2012) e Ramos
(2018) utilizam o planejamento disposto na Figura 6 para ilustrar como deve ser
realizada a andlise fatorial 23 para um caso geral, exibindo a disposicdo de suas
variaveis e como segue cada um de seus tratamentos.

Figura 6. Planejamento proposto por Montgomery (2012) para um design fatorial
23,

Factor
Run A B C

1 _ _ _
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Fonte: Montgomery,2012.

(+) Nivel superior/Maior valor; (-) Nivel inferior/Menor valor.



4 METODOLOGIAS E MATERIAIS

4.1. Reagentes

34

Em sua maioria, os reagentes utilizados neste experimento sao da classe

PA (Para Analise), os quais apresentam maior grau de pureza, sendo assim,

uma melhor lealdade aos resultados esperados. Os reagentes utilizados estao

organizados na Tabela 4, assim como algumas de suas informagdes.

Tabela 4. Reagentes e algumas de suas informacdes utilizados neste trabalho

Reagentes Formula Marca Concentracd Massa
Quimica 0 Molar
(g/mol)
Sulfato de ferro FeSOa. Dinamica 99% P.A. 278,01
heptahidratado 7H20
Peréxido de hidrogénio H202 Cinética 34% P.A. 34,01
Hidroxido de sodio NaOH Vetec 98% P.A. 40,00
Sulfato de mercurio HgSO4 Vetec 98% P.A. 296,65
Sulfato de prata AQg2S0a4 Vetec 99% P.A. 311,80
Dicromato de potassio K2Cr207 Vetec 99% P.A. 294,18
Acido sulfdrico H2S04 Synth 98% P.A. 98,08
Laranja 122 - ExataCor - -
Amarelo 2R - ExataCor - -
Vermelho 5B - ExataCor - -

Fonte: Autor, 2020.

4.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho estao dispostos na Tabela 5.
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Tabela 5. Equipamentos utilizados para aplicagcdo das metodologias desse

trabalho
Equipamento Marca
Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu
Balanca analitica Mettler

Digestor Demanda Quimica de Oxigénio PoliControl

Medidor de pH Hanna
Banho Ultra-som Unique
Termbmetro Hidrautech
Agitador magnético Corning
Estufa de secagem Quimis
Radiébmetro Delta Ohm

Fonte: Autor,2020.

4.3 Determinacgao das variaveis de controle e resposta

A determinacdo das variaveis seguiu de acordo com o proposto por
Montgomery (2012), estas variaveis foram colhidas dos artigos citados na Tabela
1, onde obteve-se como variaveis de controle: tamanho das placas de Petri,
guantidade de efluente utilizado, luminosidade e a quantidade de sementes.
Como variaveis de resposta obteve-se taxa de germinacdo, alongamento da
radicula e parte aérea das plantulas de alface. Na Tabela 6 estdo organizadas
as metodologias e valores dos parametros utilizados.



Tabela 6. Metodologias e seus parametros de controle colhidos dos artigos selecionados da Tabela 1

ANO METODOLOGIA DIMENSAO DA QUANTIDADE  VOLUME QUANTIDADE PERIODO DE

PLACA DE PETRI DE SEMENTES TESTADO DE IMCUBACAO

(mm) (mL) REPETICOES (Horas)
1981 ZUCCONI et al. 100 20 10,00 3 120
1984 OECD 120 40 o 5 120
1989 US EPA 150 40 i *ok 120
1996 US EPA 90 15 5,00 2 120
2002 ASTM E1963-02 i 10 2,00 4 120
2004 SOBRERO, M. C. 100 20 4,00 3 120
2005 A.F.N.O.R. 100 15,20 e 30 4,00 3 168
2007 VARNERO, M. T.; et i 10 10,00 4 96
al.

2008 LALLANA, M. C.; etal. i 20 3,00 4 24
2010 CANDIDO, A.C. S.; et i 10 2,00 i 120

al.



Continuacao da Tabela 6

2012 PEREZ, G.P.; et
al.

2012 WANG, M.; et al.

2012 RIBEIRO, L. O.; et
al.

2017 VIANA, L. O,; et al.

2017  SILVEIRA, G. L,;

et al.

90

90
90

90
90

20

10
30

15
30

3,00

4,00
3,00

4,00
3,00

120

120

*%

120
120

Fonte: Autor, 2020.
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4.4 Elaboragdo da matriz experimental para bioensaios com alface

Definidas as varidveis que serdo analisadas neste estudo, o0 passo
subsequente, assim como exemplificado por Anjos (2005) e Galddmez (2002),
foi a construcédo da matriz de planejamento para o ensaio padrdo com L. sativa.
Deste modo, neste trabalho foi realizada uma analise fatorial para o estudo das
interagcOes entre diferentes fatores em diferentes niveis para bioensaios com
alface, onde na maioria das vezes os resultados/respostas de um fator depende
de um ou mais niveis de outros fatores.

Quatro fatores de controles foram selecionados em dois diferentes niveis.
Sendo estes a quantidade de sementes utilizadas, tamanho das placas de Petri
e luminosidade e quantidade de solucdo, o que resultou em um total de 8
combinacdes de ensaios gerados pela ferramenta estatistica Minitab 19, esta
organizacao esta exposta nas Tabelas 7 e 8.

Neste trabalho foi utilizado um planejamento experimental 24!, para
determinar as condicdes Otimas dos trés parametro de resposta que este ensaio
exibe. Sendo analisado um menor nivel (-1) o qual representa 0os menores
valores ou a ndo presenca de algum fator e um maior nivel (+1) com valores

maximos observados ou a presenca destes fatores.

Tabela 7. Disposicao dos fatores e niveis avaliados segundo referencial tedrico
gue podem alterar na realizagcéo de bioensaios com alface

Fatores Nivel
(-1) (+1)
Quantidade de sementes dispostas 10 sementes 15 sementes
Tamanho das placas de Petri 90mm 100mm
Luminosidade Auséncia Presenca
Quantidade de Solucao 5mL 7mL

Fonte: Autor, 2019.

A escolha das variaveis levou em consideracdo a busca bibliografica
realizada anteriormente para a construcéo do referencial deste trabalho, a qual
resultou na elaboragéo das Tabelas 8 que apresenta os principais fatores de

importancia em bioensaios com alface.
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Tabela 8. Matriz de planejamento fatorial 24! para bioensaios com L. sativa

N° Fator de Controle Ordem do Respostas (Yi)
Ensaios X1 X2 X3 teste
1 10 sementes 90mm  Auséncia 6 Y1l
2 15 sementes 90mm  Auséncia 8 Y2
3 10 sementes 100mm Auséncia 2 Y3
4 15 sementes 100mm Auséncia 1 Y4
5 10 sementes 90mm Presenca 3 Y5
6 15 sementes 90mm Presenca 5 Y6
7 10 sementes 100mm Presenca 7 Y7
8 15 sementes 100mm Presenca 4 Y8

Fonte: Autor, 2019.

As médias das respostas de cada uma das variaveis foram avaliadas
através da anadlise de variancia (ANOVA) utilizando o software estatistico
Graphpad Prism 7, a um nivel de confianca de 95% (p<0,05) de acordo com o

teste da razéo F (Fcalculado™>Ftabelado).

4.5 Tratamento por processos oxidativos avancados (Foto-Fenton) dos
monoazocorantes

Para a realizagdo deste tratamento foi necessario em primeiro caso a
busca por informagbes do reagente a serem tratados como sua estrutura,
identificacdo de grupamentos, compatibilidade com o pH da reacdo de Fenton e
guantidade necessaria de sulfato de ferro heptahidratado e peréxido de
hidrogénio necesséria para essa reacao.

A otimizagao desta reagdo em azocorantes foi realizada de acordo com o
proposto por Neamtu at. al., (2003). Onde em seu trabalho verificou diferentes
variacées de proporcédo de Fe?* e H202 na efetividade do tratamento foto-Fenton,
onde as proporc¢les utilizadas foram 1:7, 1:10, 1:15 e 1:20 de FeSOa4: H20:2
aplicados em seus tratamentos, o qual observou a partir de uma andlise de
variancia que as taxas 1:10, 1:15 e 1:20 ndo apresentaram diferenca significativa
em seus resultados. Deste modo, foi determinada a proporgédo 1:10 (5mg/L
FeSO4: 50mg/L H202) para realizacdo deste tratamento dos trés azocorantes
pela reacao foto-Fenton.

A solucao de peroxido de Hidrogénio estava em uma concentragéo 34%

(m/m) apresentando uma densidade minima de 1,11 g/mL e sua massa molar de
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34,01 g/mol, sendo o volume necessérios calculado pela Equacdo 16 com

demonstrado abaixo:

Massa do Peroxido de Hidrogénio

Equacao 16

Densidade do P ido de Hidrogénio =
enstaade do feroxiao de HIArogenio Volume de Peroxido de Hidrogénio

O valor obtido de massa estava em uma concentracdo de 34%, tendo
como massa 0,01g para 50 mg/L de Peréxido de Hidrogénio. Para obter o valor

em 100% montou-se uma regra de trés como demonstrado a seguir:

X =0,0294g em 100% de Peréxido de Hidrogénio

O volume de Peréxido de Hidrogénio obtido a partir Equacdo 16 para uma
concentracdo de 50mg/L foi de 0,0265mL. Para o Sulfato de Ferro (FeSOa4) que
possui massa molar de 278,02 g/mol a massa necessaria foi calculada com base
na Equacédo 17 a massa necessaria para a propor¢ao escolhida, sendo ela 5mg/L
de acordo com o planejado por Xu et al. (2004) e Alaton; Teksoy (2007).

M do FeS04 ~
[Sulfato de Ferro] (mol/L) = assa o 7 9) Equacao
MM do FeSO4 (W) x Volume (L) 17

A solucao de acido sulfurico utilizada para controlar o pH desta reacéo foi
preparado para uma concentracdo de 0,1mol/L em um baldo volumétrico de
100mL. O acido sulfarico estava em uma concentracdo de 95%(m/v) este possui
massa molar de 98,079 g/mol e densidade de 1,84g/cm3. O célculo seguiu
demonstrado como foi definido o volume requerido para o preparo desta reacéo:

0,1mol x 98,079 g/mol = Massa do acido em gramas = 0,98079g
1,84 x0,95=1,7664g em 1mL
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0,98079g ----------- X
X =0,555mL de acido sulfarico em 100mL

Fez o uso do reagente de Fenton, a base de sulfato de ferro
heptahidratado e perdoxido de hidrogénio sob a acdo da radiacdo ultravioleta
conferida por uma lampada. O efluente utilizado foi preparado com uma
concentracdo de 50 mg/L, para sua posterior diluicdo. Foi utilizada agua
destilada por razdo da concentracdo de agua de abastecimento publico variar
muito em seus compostos.

As reacoes de degradacéao foram realizadas em um reator de 200 mL com
agitacdo continua para a com retiradas de aliquotas nos tempos 5, 10, 20, 30 e
40 minutos para a leitura de sua absorbancia conforme Figura 8, sob a acdo de
uma lampada ultravioleta Philips HPL-N 80 W. Neste tratamento foram utilizados
0s trés monoazocorantes reativos, laranja 122, amarelo 2R e vermelho 5B/35
para simular um efluente real e seu pH ajustado/controlado em torno de 3,0
conforme descrito para esta reagdo com o auxilio da solucdo de acido sulfarico
(0,1 mol/L).

Figura 7. Modelo de reator para o tratamento foto-Fenton e espectrofotémetro
utilizados nas leituras de absorbancia dos trés monoazocorantes

Fonte: Autor, 2020.

Apos o ajuste do pH foram adicionados o sulfato ferro heptahidratado e
em seguida o peréxido de hidrogénio ocorrendo sob a presenca luminosa, dando
inicio ao periodo reacional que ocorreu durante 40 minutos, esse tempo foi

estipulado levando em consideracao a remocgé&o da cor da solugao dos corantes
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avaliados. Este detalhamento pode ser acompanhado de forma mais nitida pela

Figura 8.

Figura 8. Detalhamento do processo foto-Fenton para o tratamento dos corantes
selecionados

Diminuigio da\
carga orginica e

N

——

Fonte: Autor, 2020.
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4.7 Métodos para avaliacédo degradativa dos corantes

4.7.1 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A preparacgéo das solugdes utilizadas na Anélise de Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) seguiu-se:

Para a solucao digestiva foram introduzidos 3,3 g de sulfato de mercurio
a um bal@o volumétrico de 100 mL. Adicionou-se ao mesmo 16,7 mL de acido
sulfarico. Em seguida a mistura foi submetida a ultrassom, para acelerar a
solubilizacdo do sulfato de mercurio no acido. Em béquer, introduziu-se 1,02 g
de dicromato de potassio em balanca semi-analitica. Adicionou-se uma pequena
quantidade de &gua destilada suficiente para a dissolu¢cdo do dicromato.
Acrescentou-se o dicromato dissolvido a solucdo de sulfato de mercurio.
Homogeneizou-se a solugdo e completou-se o volume com agua destilada.

Para a solucéo catalisadora introduziu-se 0,88 g de sulfato de prata a um
baldo volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se aproximadamente 70 mL de acido
sulfarico. Levou ao ultrassom durante 15 minutos, para acelerar a solubilizacdo
do sulfato de prata. Homogeneizou-se e completou-se o volume da solu¢gdo com
acido sulfurico concentrado.

As andlises da DQO, foram determinadas, no inicio e no final da reacéo,
através do método colorimétrico. De acordo com este método, no tubo de
digestéo especifico para esta andlise foram adicionados 2,5 mL da amostra, 1,5
mL da solucao digestora e 3,5 mL da solucéo catalisadora. Em seguida os tubos
de digestéo foram fechados e invertidos cuidadosamente, para homogeneizacao
da solucéo e logo apés levados para digestdo em um bloco digestor por 2 horas
a temperatura de 150 °C.

4.7.2 Analise Espectrofotométrica

Para monitorar a reducdo da coloracdo do efluente e avaliar a eficiéncia
do processo na oxidacdo, foram realizadas analises espectrofotométricas
medindo a absorbancia da solu¢cdo em funcéo do tempo de reacdo. O espectro
de varredura permite a visualizacdo da banda de absor¢éo dos corantes reativos
Laranja 122; Amarelo 2R e Vermelho 5B/35, onde a alturas de suas bandas sao
Laranja 122 (493nm), Amarelo 2R (421,50nm) e o Vermelho 5B/35 (541,00 e
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516,50) conforme Figuras 10,11 e 12. Estando estas relacionada com a
concentracdo no meio e sua reducdo indica a degradacdo do grupo azo

cromoforo e aromatico.

Figura 9. Gréfico do espectro gerado pelo Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu
para o corante reativo laranja 122 a uma concentracdo de 50mg/L
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 10. Grafico do espectro gerado pelo Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu
para o corante reativo amarelo 2R a uma concentracao de 50mg/L
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 11. Grafico do espectro gerado pelo Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu
para o corante reativo vermelho 5B a uma concentracdo de 50mg/L
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Fonte: Autor, 2020.

4.8 Bioensaios com alface (Lactuca sativa L.) cultivar Betania

Para a padronizacdo deste bioensaio, foram selecionadas quatro
cultivares diferentes de alface, sendo elas conhecidas como: Grandes Lagos
Americana, Betania, Manteiga e Romana Luiza, adquiridas comercialmente em
um estabelecimento de produtos agropecudrios. A cultivar de alface que
apresentou melhor resultado de germinacéo, foi selecionada, de acordo com o
ensaio realizado detalhado pelo fluxograma da Figura 12.

Apbs o periodo de 120 horas, que € o tempo estimado para se observar
a germinacao da alface segundo Sobrero e Roncon (2004), foram calculadas as
taxas de germinacdo para cada uma das cultivares analisadas neste
experimento. Estas taxas foram obtidas pela Equacéao 18 descrita abaixo:

Equacéo 18

S Total de sementes — Sementes ndo germinadas
Taxa de Germinagao = X 100%
Total de sementes
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Figura 12. Procedimento da determinagao da melhor cultivar de Lactuca sativa
L. para a realizacdo de bioensaios

Adigfio de 20mL de Agua J
destilada por recipiente

Fonte: Autor, 2019.

O teste de toxicidade foi conduzido de acordo com o0 a juncdo dos
melhores parametros retirados das metodologias apresentadas na Tabela 2.
Para realizacdo dos ensaios, foram feitas diluicbes com agua destilada das
amostras do efluente tratado e bruto. As diluicbes testadas foram de 100%, 75%,
50%, 25%,12,5% 6,25% e 0% (controle, 4gua destilada). Deste modo, o

experimento foi realizado em placa de Petri previamente lavadas e esterilizadas
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com alcool 70° INPM (Instituto Nacional de Pesos e Medidas) e secas em estufa
a 100°C por uma hora. Apés esse processo em cada placa foi disposto um papel
filtro para que a quantidade de efluente ficasse bem distribuida e as sementes
ndo se locomovessem, logo em seguida com auxilio de uma pipeta adicionado
a quantidade de efluente pré-definido. Apds adicionar a solucéo as sementes de
alface da cultivar escolhida foram distribuidas uniformemente, em seguida as
placas foram fechadas e nomeadas, este experimento foi realizado em trés
réplicas para cada concentracdo do efluente bruto e tratado e respectivos
controles. As placas foram mantidas em caixas térmicas sob temperatura
constante (+ 25°C) durante um periodo de cinco dias, e apds esse periodo
retiradas para a verificacdo de sua germinacgao, alongamento da radicula e parte
aérea (hipocdétilo) apresentados na Figura 13. O indice de germinacao foi obtido
por meio de contagem, e o crescimento radicular e do hipocétilo foram medidos

com o auxilio de um paquimetro digital.

Figura 13. Apresentacao das variaveis de resposta (raiz e hipocatilo)

Cotilédones

Fonte: Autor, 2020.

4.9 Analise gréafica e comportamental

O uso de ferramentas graficas ajuda a visualizar e extrair informagdes
importante sobre determinados dados, descartando problemas e limitacdes de
certos processos, esta tem sido uma prética estatistica de analise de dados

crescente. O boxplot é uma dessas ferramentas na qual os dados séo dispostos
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em uma caixa (box) retangular e neste sdo observadas tendéncias quimicas e

fisicas.

Muitas pessoas acreditam que a estatistica avalia apenas dados
guantitativos de um processo. Em certos casos ndo € tdo simples extrair
informacBes apenas com valores, em certos casos, como o0 deste trabalho
analisar tendéncias pode vir a definir fator crucial na identificacdo de anomalias

no desenvolvimento da Lactuca sativa L.

A construcéo do boxplot foi realizada a partir dos dados brutos, nenhum
tratamento estatistico, tendo como dados germinacdo, tamanhos de raizes e
partes aéreas das plantulas de alfaces. Autores enfatizam a ferramenta
estatistica Origin lab 2019b como um bom software para a andlise estatistica,

plotagem e modelagem de funcdes.

O teste de comparacdo de média escolhido para esta analise foi o de
Dunnett, que pode ser aplicado toda vez que se pretende comparar médias dos
tratamentos com o controle (OLIVEIRA, 2008).
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5 RESULTADOS E DISCURSAO

5.1 Fatores Aleatérios: Qualidade das sementes

Na Tabela 9 é possivel verificar o nimero de sementes germinadas e a
taxa de germinacéo calculada para cada uma das cultivares utilizadas neste
ensaio. Deste modo percebeu que a cultivar Betania apresentou uma maior taxa

de germinacao, sendo ela selecionada para a continuidade dos bioensaios.

Tabela 9. Quantidade de sementes germinadas e taxa de germinacéo para cada
cultivar utilizada

Cultivar Sementes germinadas Taxa de germinacgao
(%)
Grandes Lagos 38 76
Betania 49 98
Manteiga 35 70
Romana Luiza 28 56

Fonte: Autor, 2019.

Este experimento foi realizado com a finalidade de diminuir os erros
associados em bioensaios posteriores, uma vez, que ha uma grande
possibilidade da ocorréncia de erros aleatdrios que envolvem a fisiologia destes
cultivares. Optou-se por esse Vié€s, ja que ndo se pode garantir a total qualidade

das sementes utilizadas.

5.2 Bioensaios e observacéo de variaveis de controle

A realizacdo do ensaio se deu de acordo com 0 proposto no item 4.8 para
as variaveis de controle selecionadas. As médias para o alongamento das raizes
variaram entre 5,4mm a 6,8mm nas placas mantidas sem a presenca de luz e
entre 3,6mm a 10,5mm com presenca. Ja para o alongamento do hipocdétilo as
meédias para a auséncia de luminosidade ficaram entre 10,3mm a 154mm e
entre 3,3mm a 7,4mm com presencga. A menor taxa de germinacao foi observada
nas placas com a agao continua de luminosidade, sendo essa de 66,7%. Essas
variagdes indicam que possivelmente a presenca de luz possa ter causado um

maior efeito nestas respostas. O estudo desses efeitos sera abordado em tdpicos
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a seguir. Na Tabela 10 se encontram os valores coletados nesse ensaio em um

planejamento fatorial 241,

Tabela 10. Parametros coletados no ensaio determinado pelo planejamento
fatorial 241. Sendo A, B, C e D na auséncia de luminosidade e E, F,
G e H na presenca de luminosidade

Parametro/Ensaios A B C D E F G H

Médias Raiz (mm) 6,8 145 5,6 54 6,0 105 3,6 5,0
Médias Hipocdétilo
(mm) 10,3 154 116 13,1 53 74 3,3 4,9
Desvio Padrdoraiz 5,67 9,47 2,73 289 8,11 852 244 311
Desvio Padrao
hipocotilo 6,54 7,28 5,18 547 563 3,46 232 2,53
C.V. raiz (%) 68,47 54,37 33,92 44,13 96,45 73,64 29,25 40,37
C.V. hipocdtilo (%) 46,41 33,48 28,57 30,66 66,40 36,82 30,41 28,80
Germinagéo (%) 86,7 91,1 90,0 933 66,7 933 733 889

Fonte: Autor, 2020.

Onde: A — 90 milimetros, 10 sementes e 5 mL; B — 90 milimetros, 15 sementes e 7 mL; C — 100
milimetros, 10 sementes e 7 mL; D — 100 milimetros, 15 sementes e 5 mL; E — 90 milimetros, 10
sementes e 7 mL; F — 90 milimetros, 15 sementes e 5 mL; G — 100 milimetros, 10 sementes e 5
mL; H — 100 milimetros, 15 sementes e 7mL

Menezes et al. (2000) revelam que as sementes de alface em seu
processo germinativo podem ter influéncia por uma interacdo entre temperatura
e luz.

De acordo com Fonseca (2016, apud CASTRO et al., 2005) as sementes
de alface s6 germinam, ou germinam em maior porcentagem, quando
submetidas a presenca de luz, sendo assim consideradas sementes do tipo
fotoblasticas positivas. Porém, com a domesticacdo e ampla producdo, muitas
cultivares j& perderam esse fotoblastismo passando a ser fotoblasticas neutras.

Os coeficientes de variacdo (C.V.) foram classificados de acordo com o
proposto por Garcia (1989), em baixo (CV < m -1s), médio ((m-1s)<CV <(m +
1s)), alto ((m + 1s) < CV < (m + 2s)), e muito alto (CV > (m + 2s), onde s € 0
desvio padrdo e m a média. De acordo com essa classificagcdo todos os
coeficientes de variagcdo obtidos nestes ensaios sdo muito altos com CV > (m +
2s), variando entre 29,25 a 96,45 para raiz e entre 28,47 a 66,40 para o
hipocotilo. Na Figura 14 estéo presentes uma placa de cada triplica deste ensaio.
As quatro primeiras placas (A-D) foram executadas na auséncia de luminosidade

e as quatro ultimas (E-H) com luminosidade.
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Figura 14. Apresentacdo das placas de Petri com a disposicao das plantulas de
alface apo6s o periodo de incubacao de 120 horas (5 dias)

Fonte: Autor, 2020

Em sua pesquisa Schmildt et al. (2017) revelaram que o coeficiente de
variacdo muito alto em experimentos com alface, tiveram os seguintes indices
para a comprimento da raiz e a altura do hipocoétilo, CV > 26,82 e CV > 10,90,

respectivamente.

5.3 Efeitos e Anédlise de Variancia (ANOVA)

5.3.1 Efeito na germinacao

Segundo Floriano (2004) a dorméncia € uma estratégia evolutiva das
espécies que blogqueia a germinacédo protegendo as sementes de deterioracgéo,
as mantendo vivas por um maior tempo. Essa dorméncia pode ser classificada
como fisica, quimica, mecanica, morfologica e fisiolégica. Nas sementes de
alface a 4gua desenvolve fator importante na quebra dessa dorméncia com sua
absorcao por infiltracdo, ocorre a reidratacado dos tecidos e a intensificacdo da
respiracdo e retomada de todas atividades necesséria para o fornecimento de
energia e nutriente que propiciam o crescimento pelo eixo embrionério.

O primeiro parametro de resposta dessa analise € a germinagéao, esta foi
calculada de acordo com o observado nas placas de cada um dos ensaios do
planejamento experimental. Na Figura 15 é possivel observar como os maximos
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e minimos de como cada uma das variaveis de controle atuaram na taxa de
germinacao deste ensaio, sendo a quantidade de sementes e luminosidade a

apresentar comportamento mais inclinado a uma de suas variaveis de controle.

Figura 15. Maximos e minimos dos valores observados (médias ajustadas) das
variaveis de controle em sua atuacéo na germinacdo de sementes de
alface gerado pelo software estatistico Minitab 19
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Fonte: Autor, 2020.

A Figura 16 apresenta os efeitos principais e associacao das variaveis de
controle na germinacgao das sementes, esse efeito é expressado pelo grafico de
Pareto, esse traca uma linha para destacar quais 0s principais fatores se
sobressairam em relagdo a outros a um nivel de confiangca de 95% (0=0,05).
Essa andlise destacou que o fator quantidade de sementes apresentou um efeito
de positivo de 12,475 indicando que a germinagdo apresenta um maior
desenvolvimento neste fator e luminosidade como o fator que contribuiu com um
efeito negativo de -9,725, onde houve uma diminuigdo da germinacéo pela acéo
luminosa incidida.

Alguns tipos de sementes de alface ndo germinam se ndo forem expostas
a luz, pois o fitocromo presente no eixo embrionario pode ser ativado ou
desativado pela radiacdo luminosa. A forma ativa do fitocromo, possibilita o
desempenho de varias fungbes relacionadas ao processo germinativo, como
ativar genes responsaveis pela mobilizacdo de reservas para o embrido (DIAS,
2014).
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Figura 16. Gréfico de Pareto gerado pelo software estatistico Minitab 19 para os
principais efeitos na germinacéo de sementes de alface a um nivel de
confianca de 95%
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Fonte: Autor, 2020.

No tempo inicial de germinacéo, ou seja, no primeiro dia € onde ocorre o
deslocamento da radicula, iniciando sua germinacdo, sendo essa a primeira
informacédo coletada para esta analise (COELHO, 2018). O efeito da
luminosidade na germinacgéo da alface foi estudado por Bufalo e colaboradores
(2012), o qual indica que algumas cultivares de alface ndo germinam se ndo
forem expostas a luz (fotoblasto positivo), efeito o qual ndo é observado para a
cultivar estudada neste trabalho, resultando em uma maior germinagdo na
auséncia de luz (fotoblasto negativo).

Nascimento e Cantliffe (2002) organizam as principais causas associadas
a ndo germinacao das sementes, sendo essas: reducdo da permeabilidade do
tegumento a trocas gasosas, impermeabilidade do tegumento a &gua,
acumulacdo de produtos metabdlicos no endosperma e embrido, efeitos
inibitorios do acido abscisico, mau funcionamento do fitocromo, barreira fisica do
tegumento e, ou endosperma e inibicdo da secrecdo de enzimas da parede
celular. Dentre estes se destaca o fitocromo, que sdo moléculas receptoras que
agem como sensor na percepcdo luminosa incidente e regulador na
transferéncia de informacdo a outros componentes celulares (MARTINEZ-
GARCIA, J; et al., 2002).
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5.3.2 Efeito no alongamento da raiz e parte aérea (hipocétilo)

A rizogénese € uma das etapas mais importante na formacdo e
crescimento das plantas de alface, é nesta etapa onde sdo formadas as
primeiras raizes responsaveis pela funcéo de absorver agua e nutrientes, sendo
esta etapa regulada por auxinas que atuam no alongamento e divisdo celular,
mantendo o sistema em bom estado para o desenvolvimento correto das raizes
(SILVA, 2019).

Na Figura 17 é possivel observar como os maximos e minimos de como
cada uma das variaveis de controle atuaram na taxa no alongamento da raiz
deste ensaio, nessa figura tamanho de placas e quantidade apresentam
comportamentos menos acentuados como em 90milimetros em tamanho de

placas e 15 sementes em relacdo a quantidade de sementes.

Figura 17. Maximos e minimos dos valores observados (médias ajustadas) das
variaveis de controle em sua atuacdo na germinacdo de sementes
de alface gerado pelo software estatistico Minitab 19
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Fonte: Autor, 2020.

A Figura 18 apresenta os efeitos principais e associacdo das variaveis de
controle no crescimento da raiz das semente, esse efeito € expressado pelo
gréfico de Pareto, onde foi tracada uma linha para destacar quais os principais
fatores se sobressairam em relagdo a outros a um nivel de confianca de 95%
(a=0,05), no qual se destacou o fator tamanho da placa apresentando um efeito
de negativo de -4,568 indicando que este é o que menos contribui nesta variavel
de resposta e quantidade de semente como o fator que mais contribui com um

efeito positivo de 3,401.
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Figura 18. Gréfico de Pareto gerado pelo software estatistico Minitab 19 para os
efeitos no alongamento da raiz de sementes de alface a um nivel de
confianca de 95%
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Fonte: Autor, 2020.
O alongamento do hipocoétilo ou como chamado nessa analise, parte

aérea das plantulas de alface medidos tem seus valores maximo e minimos
ajustados apresentados na Figura 19, a qual é perceptivel que a presenca da
luminosidade age de forma radical na diminuicdo deste crescimento. As
plantulas originarias de cultivares ou de sementes com alongamento de
hipocotilo mais altas, apresentaram uma mais rapida germinagéo (COSTA, et al.,
1999).

Figura 19. Maximos e minimos dos valores observados (médias ajustadas) das
variaveis de controle em sua atuacao na germinagdo de sementes de
alface gerado pelo software estatistico Minitab 19
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Fonte: Autor, 2020.

A Figura 20 apresenta os efeitos principais e associacédo das variaveis de

controle no crescimento da parte aérea, esse efeito é expressado pelo grafico de
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Pareto, no qual foi tragcada uma linha para destacar quais os principais fatores
se sobressairam em relagé@o a outros a um nivel de confianca de 95% (a=0,05),
no qual se destacou o fator luminosidade apresentando um efeito de negativo de
-7,394 indicando que este é o que menos contribui nesta variavel de resposta e
guantidade de semente como o fator que mais contribui com um efeito positivo
de 2,580.

Figura 20. Gréfico de Pareto gerado pelo software estatistico Minitab 19 para os
principais efeitos na germinacéo de sementes de alface a um nivel de
confianca de 95%
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Fonte: Autor, 2020.

Na Figura 21, adaptada de Martinez-Garcia e colaboradores (2002), é
destacado o efeito da presenca de luz continua em sementes de Arabidopsis
thaliana uma planta herbacea, o efeito observado é explicado, pois as mudas
gue crescem no escuro nao desenvolvem orgaos fotossintéticos, apresentando
um aspecto amarelado esbranquicado devido a auséncia de clorofilas e
concentram seus recursos no hipocétilo em busca de luz. Ja nas mudas
mantidas sob luminosidade constante ha uma inibicdo do alongamento do
hipocdtilo, ocorrendo a expansdo dos cotilédones e desenvolvendo aparato

fotossintética para captacdo da luz.
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Figura 21. Esquema da germinacdo e crescimento morfolégico de sementes na
auséncia e presenca de luminosidade para sementes em placa de
Petri
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Fonte: adaptado de Garcia, 2002.

5.3.3 Andlise de variancia (ANOVA) no ensaio padrao com Lactuca sativa
L.

Segundo NETO e colaboradores (2017), a aplicacdo do bloxplot esta
inserida na andlise exploratéria de dados, esse estudo busca expor tendéncias
e diversificar a apresentacdo de resultados em dados de uma pesquisa. O
boxplot também é util na detec¢do de Outliers, valores extremos ou também
chamados de aberrantes, os quais podem ser causados por diferentes tipos de
erros experimentais ou por variacdes biolégicas. Deste modo, o boxplot foi
utilizado nesse trabalho com a finalidade de remover possiveis valores anormais
dentro da distribuicdo dos dados antes da andlise de variancia ser implementada,
tendo a Figura 22 e 23 para o comprimento da raiz e parte aérea,
respectivamente nas quais ja foram previamente removidos os outliers com a

ajuda da ferramenta grafica e de analise de dados Originlab 2019.
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Figura 22. Boxplots para os diferentes ensaios em uma andlise da variavel

comprimento da raiz

40
*
€ 30 1
S .
N
<
8 20
O e
<
]
€
'S 10+
E
o
3 + £ ? +
04

SL90-10-5 SL90-15-7 SL100-10-7 SL100-15-5 AL90-10-7 AL90-15-5 AL100-10-5 AL100-15-7

Fonte: Autor, 2021.

Figura 23. Boxplots para os diferentes ensaios em uma analise da variavel
comprimento da parte aérea.
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Fonte: Autor, 2021.

Com o objetivo de verificar se as diferencas entre as médias das variaveis

de controle presente na Tabela 11, diferiam ou né&o significativamente, aplicou-
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se o0 teste de hipGtese denominado analise de variancia (ANOVA). Segundo
Paese (2001) apud Montgomery (1991), esta € uma ferramenta de comparacao
de varios grupos ou estratos de interesse. Utilizou-se na aplicacédo do teste de
analise de variancia um nivel de significancia igual a a=0,05, o que representa
uma confiabilidade de 95% nos resultados. Esta andlise foi implementada no
software estatistico Graphpad Prism 7, o qual testou a hipdtese nula (Ho e
alternativa(Hi) que sdo: Ho — as médias dos ensaios para as diferentes variaveis

sdo iguais e H1 —ao menos uma das médias dos ensaios é diferente das demais.

Tabela 11. Valores dos parametros de respostas coletados segundo
experimento fatorial executado

Parametros Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio
1 2 3 4 5 6 7 8

Germinagdo 66,7 91,1 90 93,3 88,9 86,7 73,3 93,3
Alongamento

daraiz 6,0 14,5 5,6 10,5 5,0 6,8 3,6 54
Alongamento
da parte aérea 5,3 15,4 11,6 7,4 49 10,3 3,3 13,1
Fonte: Autor, 2020.

Assim, se o valor de F obtido pela equacéo de estatistica de teste for maior
gue o valor de F critico (tabelado), rejeita-se a hipétese nula, ou seja, pelo menos
uma delas difere significativamente. Essa rejeicdo ou ndo desta hipétese pode
ser verificada por meio do valor de P, se esse for menor ou igual a a=0,05, rejeita-
se a Ho e se for maior que alfa, ndo se rejeita a hipétese nula, em consequéncia
pode se afirmar que ndo ha diferenca significativa (TIMOSSI et al., 2010).

A taxa de germinacao das sementes da Lactuca sativa L. apresentada na
Figura 24, mostra os ensaios 1 e 7 com taxas abaixo de 80%, sendo esses
classificados pela USEPA como baixo em um ensaio realizado como um controle

negativo, neste caso, agua destilada.
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Figura 24. Taxa de germinacao das sementes da Lactuca sativa L. calculada
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Fonte: Autor, 2020.

O resultado presente na Tabela 12, indicam que houve diferenca
significativa, uma vez, que o F calculado foi maior que o F critico e tendo

P<0,001, logo se rejeita a hiptese nula. Portanto, ha evidencias que esses
ensaios diferem.

Tabela 12. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a andlise de variancia a 95% de limite de confianca para os
ensaios analisados para o comprimento das raizes das plantulas de

alface
Tabela ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento (entre colunas) 3722 7 531,7 F (7,239) =27,13P<0,0001
Residuos (dentro de colunas) 4684 239 19,60
Total 8405 246

Fonte: Autor, 2020.
Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios

Na Figura 25 estdo representadas as médias de cada um dos ensaios
com suas respectivas incertezas associadas em forma de grafico de barras

gerado pelo Graphpad Prism 7, na qual é possivel verificar como tais ensaios
diferem.
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Figura 25. Comprimento da raiz das plantulas de alface em diferentes ensaios
em milimetros
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Fonte: Autor, 2020.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <0,
05)

O resultado presente na Tabela 13, indicam que houve diferenca
significativa, uma vez, que o F calculado foi maior que o F critico e tendo
P<0,001, logo se rejeita a hiptese nula. Portanto, ha evidencias que esses

ensaios diferem.

Tabela 13. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a andlise de variancia a 95% de limite de confianca para os
ensaios analisados para o comprimento das partes aéreas das
plantulas de alface

Tabela ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento (entre colunas) 5616 7 802,3 F (7,238) =72,19P<0,0001
Residuos (dentro de colunas) 2645 238 11,11
Total 8261 245

Fonte: Autor, 2020.
Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
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Figura 26. Comprimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
ensaios (mm)
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Fonte: Autor, 2020.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <0,
05)

Na Figura 26 estdo representadas as médias de cada um dos ensaios
com suas respectivas incertezas associadas em forma de gréfico de barras
gerado pelo Graphpad Prism 7, na qual é possivel verificar como tais ensaios
diferem.

A andlise de variancia (ANOVA) auxilia assim como a analise feita através
do estudo dos efeitos principais, mas nesta ndo € possivel observar certas
caracteristicas referentes ao crescimento e sobrevivéncias das sementes de
alface. Sendo assim, deu-se preferéncia para escolha de valores e atributos que
ocasionaram um melhor desenvolvimento das sementes de alface, uma vez que

este ocorreu tendo como efluente agua destilada.
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5.4 Teste de Toxicidade dos corantes brutos com Lactuca sativa L.

As diretrizes desse ensaio seguem em consonancia com os resultados
obtidos conforme ensaio padrdo do planejamento experimental (241) com as
variaveis selecionadas. O quadro 1 mostra de forma enumeradas as condi¢fes

detalhadas deste teste.

Quadro 1. CondicOes para teste de germinacédo de sementes

1. Tipo de teste Estatistico

2. Temperatura 25 °C

3. Luz Ausente

4. Recipiente do teste Placa de Petri (90mm) e Papel Filtro

5. Volume de teste 5

6. Numero de sementes 15

7. Replicas 3

8. Controles Agua destilada / Sulfato de Zinco |I
(Zn2S0a4)

9. Duracéo do teste 120 horas

Fonte: Autor, 2020.

5.4.1 Corante Reativo Laranja 122

Para o corante reativo Laranja 122, levando em consideragéo o controle
1 (Agua destilada), o qual espera-se um melhor desenvolvimento dos trés fatores
de controle em uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software
estatistico GraphPad Prism 7, foi determinada que houve diferenca significativa
entre as concentracdes utilizadas com o controle a um nivel de confianga de 95%
com parametros calculados apresentados na Tabela 14 e 15 para o alongamento

da parte aérea e raiz, respectivamente.

Tabela 14. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da parte aérea

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento F (6,273)= P=0,297
(entre colunas) 340,9 6 56,81 1,217 6
Residuo
(dentro das colunas) 12744 273 46,68
Total 13085 279

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 15. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a andlise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da raiz

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 3289 7 469,8 F(7,338)=23,28 P<0,0001
Residuo
(dentro das colunas) 6821 338 20,18
Total 10110 345

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

O teste de F indicou que para o alongamento da parte aérea ndo houve
diferenca significativa entre nenhuma das concentragdes em relagdo ao controle
1, como pode ser visto na Tabela 14. O teste de Dunnett se faz necessarios caso
algum desses tratamentos defiram do controle e este teste esta calculado na
Tabela 16. Sendo esse efeito também perceptivel através do gréafico de barras
das médias com suas incertezas associadas apresentadas pela Figura 27.

Tabela 16. Analise dos dados de alongamento da parte aérea (mm) da alface
usando o teste de Dunnett para as diferentes concentracées do

corante
Teste de Diferenca Intervglor de e A Valor P
Dunnett média confianga  Significancia ajustado
(95 %)
Controle 1 vs.
100% 2,966 -0,9928 to 6,925 ns 0,2225
Controle 1 vs.
75% 0,9361 -2,946to0 4,818 ns 0,9764
Controle 1 vs.
50% 0,9396 -2,875t0 4,754 ns 0,9738
Controle 1 vs.
25% 1,373 -2,896to 5,642 ns 0,9141
Controle 1 vs.
12,5% -0,8995 -4,736 to 2,937 ns 0,9794
Controle 1 vs.
6,25% 0,9238 -2,912to 4,760 ns 0,9765

Fonte: Autor, 2020.
ns = Nao Significativo
* = Pouco Significativo
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Figura 27. Crescimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
controles e diferentes concentracdes do corante reativo laranja 122
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Dunnett (p < 0, 05)
Fonte: Autor, 2020.

Ja o teste F para o alongamento da raiz indicou que houve diferenca
significativa entre um ou mais tratamentos em relagéo ao controle 1, como pode
ser visto na Tabela 15. A partir do teste de Dunnett € possivel concluir quais
grupos diferiram entre o controle, assim como apresentado na tabela 17. Esse
efeito perceptivel pela Figura 28, onde tem-se quase todas as concentracfes
apresentam média menor que o controle, exceto 75%. Indica-se assim, que este
corante apresenta um possivel efeito toxico inibitério com parametro mais

sensivel o alongamento da raiz.
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Tabela 17. Analise dos dados de alongamento da raiz (mm) da alface usando o
teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do corante

Intervalor de

Teste de Dunnett D|fe[enga confianca  Significancia \_/alor P
média (95 %) ajustado

Controle 1 vs.

6,25% 4,585 2,8151t0 6,354 FrAK <0,0001

Controle 1 vs.

12,5% 4,093 2,343 t0 5,842 FrAK <0,0001

Controle 1 vs.

25% 4,111 2,342 t0 5,881 ko <0,0001

Controle 1 vs.

50% 3,921 1,994 to 5,848 FxkK <0,0001

Controle 1 vs.

75% 0,7875 -0,9344 to 2,509 ns 0,6838

Controle 1 vs.

100% 2,871 1,149 to 4,593 *xk 0,0002

Fonte: Autor, 2020.
*rek = Muito Significativo

Figura 28. Alongamento da raiz das plantulas de alface em diferentes controles
e diferentes concentracfes do corante reativo laranja 122
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Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si, de acordo com o teste de
Dunnett (p < 0, 05)
Fonte: Autor, 2020.
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Na figura 28 pode-se observar que quase todas as concentragcdes do
corante reativo laranja 122 apresentaram diferencas significativas quando
comparado a amostra da agua, interferindo assim no alongamento da raiz da

alface.

5.4.2 Corante Reativo Amarelo 2R

Para o amarelo 2R levando em consideracdo o controle 1 (&dgua
destilada), o qual espera-se um melhor desenvolvimento dos trés fatores de
controle em uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 7, foi determinada que ndo houve diferenca significativa entre
as concentracgdes utilizadas e controle 1 a um nivel de confianca de 95% para
as medidas do crescimento da parte aérea com parametros calculados
apresentados na Tabela 18. J4 para o alongamento da raiz a ANOVA concluiu
gue houve diferenca entre todas as concentracfes utilizadas com parametros

calculados apresentados na Tabela 19.

Tabela 18. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da parte aérea

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 402,8 6 67,13 F (6, 308) = 1,08 P=0,3740
Residuo
(dentro das colunas) 19135 308 62,13
Total 19538 314

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

Tabela 19. Par@metros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da raiz

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 5193 7 7419 F(7,352) =26,77 P<0,0001
Residuo
(dentro das colunas) 9755 352 27,71
Total 14948 359

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.
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O teste de Dunnett para o alongamento da parte aérea nao apresentou
diferenca significativa em nenhuma das concentracfes analisadas em relacao
ao controle 1, como pode ser visto na Tabela 20. Essa concluséo pode ser tida
de uma forma mais visual pela Figura 29, onde as concentra¢gfes apresentam
um crescimento muito proximo ao controle 1. J& o mesmo teste para o
alongamento da raiz apresentou diferenca significativa em todas a
concentracfes em relacdo ao controle 1, como pode ser visto na Tabela 21. Esse
efeito perceptivel pela Figura 30, onde tem-se todas as concentracfes
apresentam médio menor que o controle. Esta analise aponta um possivel efeito

téxico inibitério no parametro alongamento da raiz.

Tabela 20. Andlise dos dados de alongamento da parte aérea (mm) da alface
usando o teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do
corante

Intervalor de

Teste de Dunnett leefe.nga confianga  Significancia Valor P ajustado
meédia (95 %)
Controle 1 vs. 100% 1,92 -2,166 to 6,006 ns 0,7026
Controle 1 vs. 75% 1,349 -2,737t0 5,435 ns 0,9226
Controle 1 vs. 50% 3,856 -0,2304 to 7,942 ns 0,0732
Controle 1 vs. 25% 2,216 -1,87 to 6,302 ns 0,5610
Controle 1vs. 12,5% 2,873 -1,213 to 6,959 ns 0,2874
Controle 1vs. 6,25% 2,602 -1,484 to 6,688 ns 0,3885

Fonte: Autor, 2020.
ns = Nao Significativo
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Figura 29. Crescimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
controles e diferentes concentragdes do corante reativo amarelo 2R
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Fonte: Autor, 2020.
A figura 30 indica que nenhuma concentracdo do corante amarelo 2R
qguando comparado ao controle, constituido apenas de agua destilada, interferiu
no crescimento do hipocétilo da L. sativa.

Tabela 21. Andlise dos dados de alongamento da raiz (mm) da alface usando o
teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do corante

Intervalor de

Teste de Dunnett D'fefef‘ga confianca  Significancia \_/alor P

média (95 %) ajustado
Controle 1 vs. 100% 10,2 7,283 10 13,11 hkk 0,0001
Controle 1 vs. 75% 10,04 7,128 to0 12,96 hkk 0,0001
Controle 1 vs. 50% 10,37 7,459 to 13,29 FrkK 0,0001
Controle 1 vs. 25% 10,81 7,897 to 13,73 kkk 0,0001
Controle 1vs. 12,5% 8,809 5,894 t0 11,72 FrkK 0,0001
Controle 1 vs. 6,25% 5,709 2,794 to0 8,623 el 0,0001

Fonte: Autor, 2020.
** = Muito Significativo



70

Figura 30. Alongamento da raiz das plantulas de alface em diferentes controles
e diferentes concentracdes do corante reativo amarelo 2R
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Dunnett (p < 0, 05)
Fonte: Autor, 2020.

Analisando a figura acima pode-se observar que houve diferenca
estatistica nas diferentes concentracdes do corante amarelo 2R quando foram
confrontadas com a amostra de agua destilada. A amostra do corante de menor

concentracdo, apresentou maior desenvolvimento da parte aérea da planta.

5.4.3 Corante Reativo Vermelho 35/5B

Para o vermelho 5B levando em consideracdo o controle 1 (adgua
destilada), o qual espera-se um melhor desenvolvimento dos trés fatores de
resposta em uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 7, foi determinada que néo houve diferenca significativa entre
as concentracdes utilizadas e o controle 1 a um nivel de confianca de 95% para
o alongamento da parte aérea com parametros calculados apresentados na
Tabela 22. Para o alongamento da raiz pela ANOVA ficou determinado que
houve diferenca significativa com parametros calculados apresentados na
Tabela 23.
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Tabela 22. Pardmetros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da parte aérea

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 108,2 6 18,03 F (6, 308) =0,2827 P=0,9449
Residuo
(dentro das colunas) 19643 308 63,78
Total 19751 314

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

Tabela 23. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da raiz

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 4496 7 642,3 F(7,352)=13,96 P<0,0001
Residuo
(dentro das colunas) 16192 352 46
Total 20688 359

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

O teste de Dunnett para o alongamento da parte aérea ndo apresentou
diferenca significativa em nenhuma das concentracdes em relacdo ao controle
1, como pode ser visto na Tabela 24. Esse efeito € perceptivel pela Figura 31,
onde as concentracfes apresentaram crescimento médio muito proximos ao
controle 1. Ja o mesmo teste para o alongamento da raiz apresentou diferenca
significativa nas concentracées 100%, 12,5% e 6,25% em relacdo ao controle 1,
como pode ser visto na Tabela 25, sendo esse efeito perceptivel pela Figura 32.
Esta analise aponta um possivel efeito toxico inibitério no parametro

alongamento da raiz.
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Tabela 24. Analise dos dados de alongamento da parte aérea (mm) da alface
usando o teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do

corante
. Intervalor de
Teste de Dunnett D'fefef“?a confianga  Significancia \(alor P
média ajustado
(95 %)
Controle 1vs. 100% 1,411 -2,729to0 5,551 ns 0,9107
Controle 1vs. 75% 0,03111 -4,109to0 4,171 ns 0,9999
Controle 1vs. 50% -0,1422 -4,282to 3,997 ns 0,9999
Controle 1vs. 25%  0,5422 -3,597 to 4,682 ns 0,9995
Controle 1vs. 12,5% -0,3244 -4,464 to 3,815 ns 0,9997
Controle 1vs. 6,25% 0,9156 -3,224 to 5,055 ns 0,9907

Fonte: Autor, 2020.
ns = Nao Significativo

Figura 31. Crescimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
controles e diferentes concentracdes do corante reativo vermelho 5B
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Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 25. Andlise dos dados de alongamento da raiz (mm) da alface usando o
teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do corante

Intervalor de

Teste de Difefenga confianga Significancia \_/alor P

Dunnett média (95 %) ajustado
Controle 1 vs. 100% 1,662 -2,067 to 5,391 ns 0,7197
Controle 1 vs. 75% 5,333 1,669 to 8,997 *k 0,0012
Controle 1 vs. 50% 2,198 -1,509 to 5,904 ns 0,4453
Controle 1 vs. 25% 2,102 -1,542 to 5,746 ns 0,4736
Controle 1vs. 12,5% 2,181 -1,572 t0 5,934 ns 0,4658
Controle 1vs. 6,25% 4,021 0,3148 to 7,728 * 0,0275

Fonte: Autor, 2020.

ns = Nao Significativo
* = Pouco Significativo
** = Significativo

Figura 32. Alongamento da raiz das plantulas de alface em diferentes controles
e diferentes concentracfes do corante reativo vermelho 5B
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Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si, de acordo com o teste
de Dunnett (p < 0, 05)
Fonte: Autor, 2020.
O estudo toéxicoldgico foi feito de acordo com a analise de variancia, mas
também este poderia ser calculado de acordo com seus indices de germinacao

(IG), indice de inibicdo de alongamento da raiz (IR) e hipocaétilo (IH). Autores
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como Pérez et al. (2012) e Bagur-Gonzalez, et al. (2010), utilizam deste
parametro como indicadores de toxicidade. Este calculo pode ser realizado
conforme equacado 18, classificando como téxicas amostras com menos que
75% de germinacédo, no IR e IH se negativo toxicas, positivas considera-se que
houve estimulo. Na Tabela 26 estdo presentes os valores coletados e utilizados
para calculos dos indices que constam na Tabela 27 para cada uma das

amostras dos azocorantes utilizados.

Amostra—Controle Equacéo
x100

Controle 18

Indice (germinagio, radicula, hipocélito)% =

Tabela 26. Valores coletados para os ensaios com alface dos trés azocorantes

[] Laranja Amarelo Vermelho

(%) G% RA PA G% RA PA G% RA PA
100 956 65 152 91,1 55 13,8 956 105 14,3
75 956 85 169 933 57 144 933 121 15,7
50 9,7 59 169 86,7 53 11,8 100% 12,2 15,8
25 97,8 6,2 155 978 49 135 956 121 15,2
125 911 53 145 933 6,9 128 100% 9,3 16,0
6,25 844 43 11,7 86,7 10,0 13,1 911 11,5 14,8

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 27. indices de toxicidades para o bioensaio com alface

Laranja Amarelo Vermelho
[] IG IR IH IG IR IH IG IR IH

100 0,02 -0,51 -0,083 -0,02 -0,59 -0,0 0,02 -0,21 -0,10
75 002 -0,36 0,08 0 -0,58 -0,10 0 -0,09 -0,002
50 0,04 -056 008 -0,07 -0,60 -0,25 0,07 -0,09 0,009
25 005 -0583 -001 005 -0,63 -0,24 0,02 -0,09 -0,03

12,5 -0,02 -0,61 -0,08 0 -048 -0,18 0,07 -0,31 0,02

6,25 -0,09 -068 -0,26 -0,0r -0,25 -0,26 -0,02 -0,24 -0,06

Fonte: Autor, 2020.



75

Essa avaliacdo demonstrou que nos trés corante houve um efeito inibitério
principalmente no parametro referente ao crescimento da raiz, com valores de
inibicdo entre -0,09 a -0,68, assim como observado pela analise de variancia
(ANOVA).

5.5 Estudo de degradacéo dos azocorantes

Trabalhando-se em condi¢gbes otimizadas previamente por (Neamtu et.
al., 2003), foram realizados estudos da degradacdo dos corantes abordados,
obtendo-se o0s resultados apresentados nas Figuras 33, 34 e 35. Nesta
sequéncia de espectros é possivel observar a rapida degradacdo do
grupamento, o que permitiu a completa remocé&o de cor para o Laranja 122 em
30 minutos, o Amarelo 2R em 10 minutos e o Vermelho 5B/35 em 30 minutos
pela utilizacdo do reagente de Fenton com acdo de radiacdo ultravioleta (Foto-

Fenton).

Figura 33. Monitoramento espectrofotomérico da degradacao do corante reativo
laranja 122 (corante: 50 mg/L, pH: 3, H202: 50 mg/L, peroxido de ferro
II: 5 mg/L).
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 34. Monitoramento espectroscopico da degradagcdo do corante reativo
amarelo 2 (corante: 50 mg/L, pH: 3, H202: 50 mg/L, peroxido de ferro
[I: 5 mg/L)
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 35. Monitoramento espectroscopico da degradacdo do corante reativo
vermelho (corante: 50 mg/L, pH: 3, H202: 50 mg/L, peroxido de ferro
II: 5 mg/L)
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Fonte: Autor, 2020.

Conforme é observado nos tratamentos executados com os diferentes
corantes, estes ocorreram em velocidade diferentes, tornando-se, portanto,
interessante investigar a cinética dessas reacdes. As Figuras 36, 37 e 38
descrevem um comportamento decrescente da concentragdo do Laranja 122,
Amarelo 2R e Vermelho 5B em fungao do tempo. A primeira etapa desta reagao
€ iniciada pelos radicais hidroxila provenientes da reacéo entre o peroxido de
hidrogénio (H202) e com os ions de Fe?* vindo do FeSOa. Essa etapa ocorre em

alta velocidade e o peroxido de hidrogénio é consumido intensamente, devido a
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formacdo de seus radicais pela clivagem homolitica de sua molécula. A
regeneracdo do Fe?* nesta reagdo é crucial para toda a mineralizagdo do
poluente, mas essa reacdo dar-se de forma lenta, uma vez que a baixa

concentracdes de H202 em solucgédo para reagir com Fe3*.

Figura 36. Cinética reacional para degradacéo do azocorante reativo laranja 122
pelo processo Foto-Fenton.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 37. Cinética reacional para degradacéo do azocorante reativo amarelo 2R
pelo processo Foto-Fenton
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Figura 38. Cinética reacional para degradacdo do azocorante reativo vermelho
5B pelo processo Foto-Fenton
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Fonte:Autor, 2020.

Uma reacdo de primeira ordem é aquela na qual a velocidade depende da
concentracdo de somente uma espécie reativa elevado a primeira poténcia
(BROWN, 2004). Neste caso a reacdo é dada por A > produtos, com sua
equacao de velocidade descrita para a degradacao dos corantes como:

. A[Corante] .
Velocidade = — - k[Corante] Equacéo 19

A partir de operacdes matematica de integracdo, esta relacdo €
transformada em uma equacao que relaciona a concentracgéo inicial [Corante]o,

com sua concentracdo em qualquer tempo(t), [Corante]t. Assim temos que:

[Corante]t —_kt

In[Corante]: — In[Corante]o = -kt ou In [Corante]o

Equacéo 20
ou In[Corante]: = -kt+ In[Corante]o

Estas equactes podem ser utilizadas de vérias formas como por exemplo
determinar a concentracao restante de uma espécie em qualquer momento apés
iniciada a reacao, o tempo necessario para que uma fragdo da amostra reaja, o
tempo necessario para que a concentracdo de uma espécie decresca até
determinado nivel.

A Equacdo 20 permite verifica se uma reacdo é de primeira ordem e
determina sua constante de velocidade. Essa equacdo tem mesma forma de
uma equacao geneérica de uma reta (y = ax+h), onde a € a inclinacdo e b a

intersecgao da linha com o eixo y.
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A reacdo de segunda ordem é aquela na qual a velocidade depende da
concentracdo de uma espécie reativa elevada a segunda poténcia ou da
concentracdo de duas espécies reativas distintas, com cada uma elevada a
primeira poténcia. (BROWN et al.,2004). Tendo sua equacdo de velocidade
descrita como:

A[corante] Equagéo 21

Velocidade = = k[Corante]?

Aplicando operacfes matematicas a Equacao 21 permite a deducédo da
seguinte equacao:
Equacéo 22

— =kt ——
[Corante]t * [Corante]o

Essa equacao assim como a 20, também tem a mesma forma de uma
linha reta (y= ax+b), deste modo, se uma reacdo for de segunda ordem
apresentara um grafico de 1/[Corante]t em fun¢éo de t como uma linha reta com
uma inclinacéo igual a k e intercepto igual a 1/[Corante]o.

Para confirmar de fato que a cinética do processo é de 12 ordem ou 22
ordem, foi necessario eliminar a hipétese que obtivesse menor coeficiente de
correlacéo linear (R?), observados pelas plotagens dos gréaficos de In(C/Co) em
funcdo do tempo(t), onde C é a concentracdo medida e Co é a concentragdo no
tempo zero para uma cinética de primeira ordem e para segunda ordem o0s
graficos de 1/C em funcao do tempo (t). Essa plotagem estdo presentes nas
Figura 39, 40 e 41.

Figura 39. Cinética de reacdo de 12 e 22 Ordem construido pela ferramenta Excel
para o azocorante Laranja 122
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Fonte:Autor, 2020.

Figura 40. Cinética de reacao de 12 e 22 Ordem construido pela ferramenta Excel
para o azocorante Amarelo 2R
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Fonte:Autor, 2020.
Figura 41. Cinética de reacdo de 12 e 22 Ordem construido pela ferramenta Excel
para o azocorante Vermelho 5B

0@ 600
4 0™ 10 20 30 40 500 y =15,221x - 82,582 °
L ) R2=0,7179
3 y =-0,1963x - 0,1558 400
. 2 _
- ... R%=0,9946 300
(@] ‘3 *e 8
) - < 200
. —
= ®
= 100 .
-5 ([ ]
oo o @
-6 ‘@ 100 O 10 20 30
-7 X -200
Tempo(min) Tempo(min)

Fonte:Autor, 2020.

A partir desta avaliacdo pode afirmar que o comportamento cinético
seguidos pelas reacdes de degradacdo desses corantes € de primeira ordem.
Analisando os valores de constantes de velocidade obtidos, evidencia-se que a
mineralizacao dos corantes Laranja e Vermelho ocorrem em uma taxa de reacéo
um pouco menor que a reacdo de degradacdo do Amarelo, com ambos
apresentando alta correlacéo linear (R?) dos dados com o modelo cinético de
primeira ordem. A remocao de coloracdo (reducdo de valores de absorbancia)
foi calculada e estes valores, assim como as condi¢cdes e tempo de meia vida

calculada para cada reacao estdo presentes na Tabela 28.
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Tabela 28. Descoloracdo (%) e constantes cinéticas segundo modelo linear para a oxidacdo avancada dos efluentes aquosos
sintéticos (Laranja 122, Amarelo 2R e Vermelho 5B) e téxtil (T = 30 °C)

Ensaio  azocorante H202 FeSOs4 Temperatura Remocao da k R?2 Tempo de meia
(mg/L)  (mg/L) (°C) coloracdo (%) (min7?) vida ti2 (min)

1 Laranja 122 50 5 30 99,40 0,1710 0,995 4,05
9

2 Amarelo 2R 50 5 30 100,00 0,3016 0,996 2,30
1

3 Vermelho 50 5 30 99,30 0,1963 0,994 3,53
5B/35 6

Fonte: Autor, 2020.
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5.6 Efluentes tratados por Foto-Fenton no bioensaio com alface

5.6.1 Laranja 122

Para o corante reativo Laranja 122, levando em consideracao o controle
1 (Agua destilada), o qual espera-se um melhor desenvolvimento dos trés fatores
de controle em uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software
estatistico GraphPad Prism 7, foi determinada que nado houve diferenca
significativa entre as concentracfes utilizadas com o controle a um nivel de
confianca de 95% com parametros calculados apresentados na Tabela 29 e 30

para o alongamento da parte aérea e raiz respectivamente.

Tabela 29. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a andlise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da parte aérea

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento F (6, 308) =
(entre colunas) 717,4 6 119,6 1,54 P=0,1647
Residuo
(dentro das
colunas) 23918 308 77,65
Total 24635 314

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte:Autor, 2020.

Tabela 30. Par@metros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da raiz

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento F (6, 275) =
(entre colunas) 5995 6 99,92 3,869 P=0,0010
Residuo
(dentro das
colunas) 7103 275 25,83
Total 7702 281

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte:Autor, 2020.

O Teste F calculado indicou que a variavel alongamento da parte area ndo

apresentou diferenca significativa dos diferentes tratamentos em relagcdo ao
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controle, mas j& para o alongamento da raiz 0 mesmo teste indicou que houve
um ou mais tratamentos que diferiram do controle, sendo necessaria aplicacao
do teste de Dunnett para identifica-los.

O teste de Dunnett para o alongamento da parte aérea ndo apresentou
diferenca significativa em nenhuma das concentragcbes analisadas em relacao
ao controle 1. Essa concluséo pode ser tida de uma forma mais visual pela Figura
42, onde as concentracdes apresentam um crescimento muito proximo ao
controle 1. Ja o mesmo teste para o alongamento da raiz apresentou diferenca
significativa entre a concentracédo de 50% em relacdo ao controle 1. Esse efeito
perceptivel pela Figura 43, onde tem-se quase todas as concentracdes
apresentando médias proximas ao controle. Esta analise aponta um possivel

efeito tdxico inibitério no pardmetro alongamento da raiz.

Figura 42. Crescimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
controles e diferentes concentracdes do corante reativo vermelho 5B
(tratado)
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 43. Alongamento da raiz das plantulas de alface em diferentes controles
e diferentes concentracfes do corante reativo vermelho 5B (tratado)
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Fonte: Autor, 2020.

5.6.2 Amarelo 2R

Para o amarelo 2R levando em consideracdo o controle 1 (dgua
destilada), o qual espera-se um melhor desenvolvimento dos trés fatores de
controle em uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 7, foi determinada que néo houve diferenca significativa entre
as concentracfes utilizadas e controle 1 a um nivel de confianca de 95% para
as medidas do crescimento da parte aérea e raiz com parametros calculados

apresentados na Tabela 31, 32 respectivamente.

Tabela 31. Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a andlise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da parte aérea

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 7174 6 119,6 F (6, 308) = 1,54 P=0,1647
Residuo
(dentro das colunas) 23918 308 77,65
Total 24635 314

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 32. Pardmetros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da raiz

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 6024 6 100,4 F(6,308)=2,041 P=0,0601
Residuo
(dentro das colunas) 15152 308 49,19
Total 15754 314

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

O Teste F calculado indicou que as variaveis alongamento da parte area
e raiz ndo apresentaram diferenca significativa dos diferentes tratamentos em

relagdo ao controle a um nivel de confianga de 95%.

Figura 44. Crescimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
controles e diferentes concentra¢des do corante reativo vermelho 5B
(tratado)
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Figura 45. Alongamento da raiz das plantulas de alface em diferentes controles
e diferentes concentracfes do corante reativo vermelho 5B (tratado)
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Fonte: Autor, 2020.

5.6.3 Vermelho 5B/35

Para o vermelho 5B levando em consideracdo o controle 1 (agua
destilada), o qual espera-se um melhor desenvolvimento dos trés fatores de
resposta em uma analise de variancia (ANOVA) utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 7, foi determinada que houve diferenca significativa entre todas
as concentracdes utilizadas e o controle 1 a um nivel de confianca de 95% para
o alongamento da parte aérea e raiz com parametros calculados apresentados
na Tabela 33 e 34 respectivamente.

Tabela 33.Parametros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism 7
para a andlise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da parte aérea

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
301,8 6 50,30 F (6, 289) = 0,9970P=0,4275
Residuo (dentro das colunas) 14579 289 50,45

Total 14880 295

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

Tratamento (entre colunas)
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Tabela 34. Pardmetros calculados pela ferramenta estatistica GraphPad Prism
7 para a analise de variancia a 95% de limite de confianca para o
alongamento da raiz

ANOVA SQ GL QM Estat. F P-valor
Tratamento
(entre colunas) 2642 6 440,4 F (6, 308) = 40,69 P<0,0001
Residuo
(dentro das colunas) 3333 308 10,82
Total 5976 314

Onde: SQ= Soma dos Quadrados; GL= Grau de Liberdade; QM= Quadrados Médios
Fonte: Autor, 2020.

O teste de Dunnett para o alongamento da parte aérea e raiz apresentou
diferenca significativa em todas as concentragdes em relagdo ao controle 1,
como pode ser visto na Tabela 35 e 36. Esse efeito € perceptivel pela Figura 46
e 47 para parte aérea e raiz respectivamente, onde as médias estédo plotadas e
€ apresentada seu desvio padrdo. Esta analise aponta um possivel efeito toxico

e inibitério nos pardmetros alongamento da parte aérea (hipocdtilo) e raiz.

Tabela 35. Analise dos dados de alongamento da parte aérea (mm) da alface
usando o teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do

corante
Teste de Diferenca Intervalor de e A
Dunnett média confianga Significancia
(95 %)
Controle 1 vs. 100% 0,5946 -3,430 to 4,620 ns
Controle 1 vs. 75% 0,7970 -3,136 t0 4,730 ns
Controle 1 vs. 50% 1,826 -2,199t0 5,851 ns
Controle 1 vs. 25% 0,9792 -2,954 t0 4,913 ns
Controle 1 vs. 12,5% 0,03333 -3,967 to 4,034 ns
Controle 1 vs. 6,25% 3,146 -0,9039 to 7,197 ns

Fonte: Autor, 2020.

ns = Nao Significativo
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Figura 46. Crescimento da parte aérea das plantulas de alface em diferentes
controles e diferentes concentracdes do corante reativo vermelho 5B
(tratado)
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Fonte: Autor, 2020
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Dunnett (p < 0,
05)

Tabela 36. Analise dos dados de alongamento da raiz (mm) da alface usando o
teste de Dunnett para as diferentes concentracdes do corante

Teste de Diferenca Intervalor de

Dunnett média 00(32%/:)961 Significancia
Controle 1 vs. 100% 7,556 5,766 to 9,345 Fokkok
Controle 1 vs. 75% 8,398 6,608 to 10,19 Fhkk
Controle 1 vs. 50% 8,442 6,652 to 10,23 *rkx
Controle 1 vs. 25% 8,689 6,899 to 10,48 *rkx
Controle 1 vs. 12,5% 8,147 6,357 to 9,937 ko
Controle 1 vs. 6,25% 8,107 6,317 to 9,897 Fhkk

Fonte: Autor, 2020.
***% = Muito Significativo
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Figura 47. Alongamento da raiz das plantulas de alface em diferentes controles
e diferentes concentracfes do corante reativo vermelho 5B (tratado)
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste
de Dunnett (p < 0, 05)
Fonte: Autor, 2020.

A amostra controle apresentou diferenca significativa quando equiparada
as amostras, com concentracdes diferentes, do corante vermelho. Assim,
percebe-se que apesar do tratamento, este corante ainda possui acdo toxica
diante a raiz de plantulas de alface, impedindo assim seu desenvolvimento
(Figura 47).

De acordo com o proposto pelos autores como Pérez, et al. (2012) e
Bagur-Gonzalez, et al. (2010), os parametros de inibicdo foram calculados,
esses estdo presentes na Tabela 37. Na germinacdo o corante Laranja
apresentou o mais alto valor de inibi¢éo (-0,89) na concentracao de 25%. Para o
Amarelo a Unica inibicdo observada neste parametro foi na concentracéo de 50%
(-0,05), j& para o Vermelho todas as concentracdes apresentaram inibicdo na
germinacdo das sementes de alface variando entre -0,01 a -0,19. No
alongamento da raiz o Laranja apresentou um estimulo na concentracéo de 75%
(0,50), mas demonstrando inibicAo em todas as outras concentracbes. O
Amarelo demonstrou estimulo nas concentracdes de 75%, 12,5% e 6,25% e
inibicio em 100% e 50%, ja para o Vermelho todas as concentracdes
apresentaram inibicdo neste paréametro. No alongamento da parte aérea
(hipocotilo) o Laranja apresentou estimulos em 75%, 50%, 25% e 6,25% e
inibicdo em 100% e 12,5%. Para o Amarelo houveram inibicdes desse parametro
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em 75%,50% e 25% e o estimulo em 100%, 12,5% e 5,25%, j& para o Vermelho

todas as concentracdes apresentaram inibicdo neste parametro.

Tabela 37. indices de toxicidades para o bioensaio com alface

Laranja Amarelo Vermelho
[1% IG IR IH IG IR IH IG IR IH

100 0 -0,01 -0,01 0 -0,23 0,16 -0,19 -0,69 -0,61
/75 002 050 014 002 021 -0,08 -0,24 -0,77v -0,70
50 0,02 -0,22 006 -005 -0,13 -0,13 -0,17 -0,78 -0,75
25 -0,89 -0,04 0,10 0,02 0 -0,15 -0,14 -0,80 -0,79
125 -0,05 -0,06 -0,06 0,02 0,02 001 -0,22 -0,75 -0,74
6,25 -0,05 -0,01 0,6 0,02 0,17 0,0 -0,00 -0,74 -0,74

Fonte: Autor, 2020.

Fica evidente por esta avaliacdo que os efeitos inibitérios, assim como
observados pela analise de variancia (ANOVA) para o corante Vermelho 5B que
foram significativos, confere a esse corante maior efeito toxico em alface que os

outros dois corantes apés 0 seu tratamento.

5.7 Avaliacéao toxicoldgica estimada das espécies formadas

Segundo ZANONI; YAMANAKA (2016) as espécies de radicalares OH, sao
capazes de realizar a total mineralizacdo dos corantes levando a formacéo de
dioxido de carbono (COz), adgua (Hz20) e outros ions inorganicos em solugéo.
Uma vez, que a reacdo de Fenton é parada apOs determinado tempo, a
verificacdo da total mineralizacdo € dada pela demanda quimica de oxigénio
(DQO) na qual se for obtido valores superiores a zero, indicar4 a que a total
mineralizacao n&o ocorreu, restando assim espécies intermediarias desta reacéo
em solucéo, as quais podem apresentar maior toxicidade que a espécie inicial.

A toxicidade do produto final desta reacdo foi verificada a partir da
ferramenta T.E.S.T (Toxicity Estimate Software Tool) versdo 4.2 da Agéncia dos
Estados Unidos de protecdo ambiental. Essa ferramenta utiliza um modelo
matematico (relacdo de atividade de estrutura quantitativa - QSARS) para

predizer a toxicidade de acordo com as caracteristicas fisicas e estrutura quimica
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de varias substancias. O método escolhido para realizar esta analise no
programa foi de consenso no qual a toxicidade prevista é estimada de acordo
com uma meédia das toxicidades previstas dos métodos QSAR. As previsbes de
toxicidade QSAR podem ser utilizadas para rastrear compostos néo testados,
com finalidade de estabelecer prioridades e possiveis niveis de toxicidade (US
EPA, 2016).

Na figura 48 € possivel acompanhar o mecanismo de degradacdo do
corante reativo Laranja 122 proposto por Radi e colaboradores (2018). Segundo
Ferreira (2019), os produtos finais dessa degradacdo em sua reacédo foram o
acido acético e o acido formico. Assim como o acido benzoico do mecanismo da
Figura 39, o acido acético e formico foram avaliados pela ferramenta T.E.S.T,
com seus resultados presentes no anexo deste trabalho, juntamente com os
valores calculados para os outros métodos, uma vez, que o método de consenso
avalia a toxidade com base nos valores obtidos por outros métodos. Deste modo,
os &cidos férmico e acético foram capazes por essa predicdo de desenvolver
efeito téxico em humanos e animais (MARTIN, 2016).

O &cido formico pode apresentar toxicidade dependente do percurso
metabdlico percorrido, assim como o tipo de exposicdo. Em humanos e outros
primatas o acido formico proveniente da oxidacdo do formaldeido pela acéo de
duas enzimas: a aldeido-desidrogenase e formaldeido-desidrogenase. Sua
eliminacdo do organismo € lenta em relacdo a seu progenitor, podendo este ser
metabolizado ou ndo, com sua exposi¢cdo em altas concentracfes é causadora
de acidose metabdlica, cegueira, efeitos no sistema nervoso central e a morte
(COELHO, 2009).
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Figura 48. Mecanismo da reacao de degradagao do Laranja 122 proposto por
Raid e colaboradores (2018)
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Fonte: RADI et al., 2018.

Para o corante reativo Amarelo 2R ndo foi possivel encontrar um
mecanismo proposto para sua degradacdo em nenhuma base de dados, mas
Aye e colaboradores (2003) em seu trabalho descrevem que mesmo apoés o
tratamento, a andlise por HPLC indicou a presenca de alguns intermediarios em
solucédo, sendo as menores concentracdes de intermediarios relacionados a
formacao de COq, acetato formados no estagio inicial de degradacdo. Em uma
quantificacdo por cromatografia idbnica foi determinada as porcentagens de
cloretos, sulfatos, nitratos e nitritos, sendo estas de 71,4%, 27,99% e 0,78%
respectivamente.

Para Vermelho 5B o possivel mecanismo da degradacdo do corante foi
proposto por Bansal; Sud (2013) no seu trabalho em condi¢cbes otimizadas,
podendo esse ser observado na Figura 49. Os intermediarios dessa reacao séo
formados principalmente pela clivagem da ligagao C-N e do grupo divinil sulfona,
levando assim a formacéo de acido ftalico e m-acetotoluidina. Estas espécies
foram avaliadas pelo programa teste e seus resultados estao presente no anexo

deste trabalho. A predigdo de toxicidade indica que apenas o do &cido ftalico é o
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gue tem a capacidade de desenvolver efeitos negativos em humanos e animais
(MARTIN, 20186).

Os ftalatos que sédo ésteres de acido ftalico, estes podem entrar e serem
excretados do organismo humanos por vérias rotas. Sua aplicagdo inclui
produtos de higiene pessoal e cosméticos e também é encontrado em adesivos,
sacos plasticos, entre outros. Esses compostos tém sido extensivamente
estudados devido a seu potencial toxico significativo. Algumas dessas espécies
interferem no sistema enddcrino como superestimulantes, esses imitam o
estrogénio e androgénio ligando-se ao receptor e bloqueando a ligagdao das
hormonas (MONTEIRO, 2017).

Figura 49. Mecanismo da reacao de degradacéo do Vermelho 5B/35 proposto
por Bansal; Sud (2013)
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6 CONCLUSAO

A revisdo bibliogréafica foi capaz de conseguir apurar quais 0s principais
parametros que possuem efeitos sobre a realizacdo do bioensaio, assim como
desenvolvimento das espécies de alface (Lactuca sativa L.). Nessa analise foi
determinada que 15 sementes, 5 mL de solucéo, placas de Petri de 90 mm e
auséncia de luz demonstram melhores desenvolvimento nas variaveis de
resposta analisadas neste trabalho.

A reacao de Foto-Fenton em escala de bancada com a concentracdo de
peréxido de hidrogénio de 50 mg/L e sulfato de ferro de 5 mg/L apresentou alta
taxas de descoloracédo chegando a 100% no corante reativo Amarelo 2R e de
99,40 e 99,30 para Laranja 122 e Vermelho 5B, respectivamente. Constatou-se
gue esta reacao para os trés corantes segue uma cinética de primeira ordem,
sendo assim, existe uma afinidade entre a concentracdo do corante e as
concentracdes de H202 e Fe?*. Menores concentracées dos azocorantes levara
a um aumento na velocidade do processo de oxidagao.

No teste de toxicidade com alface para os corantes brutos, observou-se
efeito inibitérios significativos para todos os corantes na variavel alongamento da
raiz. Ja para os corantes poés-tratamento Foto-Fenton apenas o corante
Vermelho 5B apresentou diferenca significativa a um nivel de confianca de 95%
(a=0,05) em todas variaveis de resposta. Sendo esse 0 corante com
comportamento toxico mais relevante poés-tratamento, tendo como possivel
causa a ser estudada a sua ndo mineralizacdo completa no tempo de reacao
observada.

A avaliacdo toxicologica pela ferramenta T.E.S.T é apenas uma predicao,
e leva em consideracdo diversos fatores como estrutura e comportamento
estudados por outros autores, estipulando um determinado comportamento real

da substéancia com organismo humano e animal.
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Predicao da toxicidade do &cido benzoico em humano e animais pela ferramenta

T.E.S.T no método de consenso

Prediction results
Endpoint Experimental value Predicted value
Developmental Toxicity value Lid 0,36
TDevelopmental Tomicity result Hid Developmental OMN -toxicant
Indimdual Predictions
hdethod Predicted value Test chemical

Hierarchical clustering 022 b

single model 048 f'L = |

FDA 042 A

Nearest neighbor 033

Fonte: EPA, 2020.
Predic&o da toxicidade do &cido féormico em humano e animais pela ferramenta

T.E.S.T no método de consenso

Prediction results
Endpoint Experimental value Predicted value
Developmental Tomety value IR 0,73
Developmental Tomeity result IR Developmental toxcant
Indindual Predictions
Wlethod Predicted value Test chemical

Hierarchical clustering 054 0.

Single model DI/A j‘

FDa 0,58

Mearest neighbor n&7

Fonte: EPA, 2020.
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Predicdo da toxicidade do acido acético em humano e animais pela ferramenta
T.E.S.T no método de consenso

FPrediction results

Endpoint Experimental value Predicted value
Developmental Tooicity walue IR 0,60

Developmental Toxicity result i Developmental tozicant

Indiwidual Predictions

Method Predicted value Test cherucal
Hierarchical clhustering 0E7 S
single model 07
FLA 0,26

6

HNearest neighbor o,

=z

Fonte: EPA, 2020.

Predicdo da toxicidade do m-acetotoluidina em humano e animais pela
ferramenta T.E.S.T no método de consenso

Prediction results
Endpoint Experimental value Predicted value
Developmental Tozxicity value A 0,44
Developmental Tomxicity result A Developmental IO -tomxcant
Indrrdual Predictions
Method Predicted value Test chermnical

Hierarchical clustering 04s

Single model 0,53 f:& i

FDA 0,08

Iearest neighbor &7

Fonte: EPA, 2020.
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Predicdo da toxicidade do &cido ftalico em humano e animais pela ferramenta

T.E.S.T no método de consenso

Prediction results
Endpoint Experimental value| Predicted value
Developtental Tomcity value TIia 0,53
Developmental Tomcity result Llid Developmental tozxcant
Individual Predictions
Method Predicted value Test chemical

Hierarchical clustering 04 e

Single model 0.7é S | -

FDA 2,60

MNearest neighbor 033

Fonte: EPA, 2020.



	ATA_DE_DEFESA_RAFAEL_OK_assinado.pdf
	ATA Nº 335
	Dra. CENIRA MONTEIRO DE CARVALHO, UFAL
	Dr. WAGNER ROBERTO DE OLIVEIRA PIMENTEL, UFAL
	Dra. CARMEM LUCIA DE PAIVA E SILVA ZANTA, UFAL
	Dra. DANIELA SANTOS ANUNCIAÇÃO, UFAL
	Dr. JOSEALDO TONHOLO, UFAL
	RAFAEL ANTONIO SANTOS DA SILVA
	Autor:
	RAFAEL ANTONIO SANTOS DA SILVA
	Título:
	Banca examinadora:
	Prof. JOSEALDO TONHOLO




