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Resumo

SANTOS, Jéssica Torres dos. Degradacdo de Diclofenaco de sédio pelos
processos de ozonizacdo e fotocatalise heterogénea Orientadores: Maurizio
Silveira Quadro e Cicero Coelho Escobar. 2022. 90f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Ambientais) — Centro de Engenharias. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2022.

Uma das cadeias de consumo que mais vem comprometendo a qualidade dos
recursos hidricos, com um aumento na geracao de residuos e descartes inadequados,
séo os farmacos. Apesar de possuirem funcao vital, os farmacos quando ministrados
em dose e prescricdo incorretas, podem ser prejudiciais aos seres humanos e
animais, pois estes, geralmente, apresentam baixa capacidade de absor¢cdo dos
compostos. A principal rota de entrada de residuos de farmacos no ambiente é o
lancamento de esgotos domésticos, tratados ou in natura, nos cursos d’agua. Os
Processos Oxidativos Avancados (POAs) tem recebido destaque como processo de
tratamento alternativo de aguas residuérias, por se tratar de métodos eficientes que
reduzem os impactos ambientais. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso
do Processos Oxidativos Avancados (POAs) de Ozonizacdo Catalitica, Fotocatalise
Heterogénea e Ozonizacgao Fotocatalitica, utilizando TiOz, na degradacéo do farmaco
diclofenaco de sodio, além de analisar a toxicidade dos efluentes, bem como outros
parametros quimicos, antes e apés os tratamentos. Como resultados foram
alcancadas altas eficiéncias de degrada¢cédo com a utilizacdo da ozonizacgao catalitica
e ozonizacgdao fotocatalitica, alcancando eficiéncias de remocéo de cerca de 95 e 99%,
respectivamente. O tratamento de Fotocatdlise Heterogénea foi o que alcancou
menores eficiéncias de remocao deste farmaco, chegando a cerca de 20%. Em geral,
0s processos envolvendo a utilizagdo de ozonio tiveram o pH diminuido gradualmente
enquanto a condutividade foi aumentada, enquanto a fotocatalise heterogénea se
manteve em pH neutros. Em relacdo a DQO, foi alcancada uma remocédo de até
70,58% utilizando somente ozénio, enquanto a Fotocatalise Heterogénea e a
Ozonizacdo Fotocatalitica obtiveram uma eficiéncia de remocdo de até cerca de
40%.Apesar de alguns tratamentos diminuirem os indices mitéticos na espécie Allium
cepa, nao foram observados alteracées cromossodmicas e mutacdes estatisticamente
diferentes do controle negativo, portanto ndo se pode afirmar que os tratamentos
causaram efeitos citotoxicos, genotdxicos ou mutagénicos nesta espécie. Para a
fitotoxicidade, também n&o foi verificado que os tratamentos tenham produzidos
efeitos toxicos para as sementes, somente um dos bioindicadores analisados apontou
diferenca estatistica em um dos tratamentos utilizados, demonstrando que a espécie
Lactuca Sativa foi a mais sensivel de todas para o indice de germinagao.

Palavras-chave: Diclofenaco de soédio; Ozb6nio; Fotocatalise Heterogénea;
Ozonizacéo Fotocatalitica;



Abstract

SANTOS, Jéssica Torres dos. Degradation of Sodium Diclofenac by the processes
of ozonation and heterogeneous photocatalysis. Orientadores: Maurizio Silveira
Quadro e Cicero Coelho Escobar. 2022. 90f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Ambientais) — Centro de Engenharias. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2022.

One of the consumption chains that has been most compromising the quality of water
resources, with an increase in the generation of waste and inadequate disposal, are
drugs. Despite having a vital function, drugs when administered in the wrong dose and
prescription, can be harmful to humans and animals, as they generally have a low
absorption capacity of the compounds. The main entry route of drug residues into the
environment is the discharge of domestic sewage, treated or fresh, into water courses.
Advanced Oxidative Processes (POAs) have received prominence as an alternative
wastewater treatment process, as they are efficient methods that reduce
environmental impacts. Therefore, the objective of this study was to evaluate the use
of Advanced Oxidative Processes (POAs) of Catalytic Ozonation, Heterogeneous
Photocatalysis and Photocatalytic Ozonation, using TiOz, as treatment of effluents
containing the drug diclofenac sodium, in addition to analyzing the toxicity of effluents,
as well as other chemical parameters, before and after treatments. As a result, high
removal efficiencies were achieved with the use of catalytic ozonation and
photocatalytic ozonation, reaching efficiencies between 95~99%. The Heterogeneous
Photocatalysis treatment was the one that reached the lowest efficiencies of removal
of this drug, reaching about 20%. In general, the processes involving the use of ozone
had the pH gradually decreased while the conductivity was increased, while
heterogeneous photocatalysis remained at neutral pH. Regarding COD, a removal of
up to 70.58% was achieved using only ozone, while Heterogeneous Photocatalysis
and Photocatalytic Ozonation obtained a removal efficiency of up to about 40%.
Although some treatments reduced mitotic indices in Allium cepa, there were no
chromosomal alterations and mutations statistically different from the negative control,
So it cannot be said that the treatments caused cytotoxic, genotoxic or mutagenic
effects in this species. For phytotoxicity, it was also not verified that the treatments had
produced toxic effects for the seeds, only one of the analyzed bioindicators showed a
statistical difference in one of the treatments used, demonstrating that the Lactuca
Sativa species was the most sensitive of all for the germination index.

Keywords: Sodium diclofenac; Ozone; Photocatalysis; Photocatalytic Ozonation;



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Lista de Figuras

Possiveis vias de entradas de farmacos no
AMDIENTE.....co e
Estrutura molecular do Diclofenaco..............ccoooeeiiiiiiiiiinnneee.
Esquema representativo da particula de um semicondutor....
Esquema do mecanismo de degradacdo de superficie por
0z0nizagao fotocatalitiCa...........cceeviiiiriiiieiiiiiieee e
Fluxograma Experimental..................ovviiiiiiiiiiieeeeeeeeceeeeeieens
Reator de Fotocatalise Heterogénea..........cccceeeeeeeeeeeeeeennnne.
Reator de Ozonizacao FotocatalitiCa............ccuvvveeeeeeeeeeeinnnn,
Espectros do diclofenaco de sédio e seu derivado do &cido
0] ([ o P PPPRURRPPPPRR
Comportamento da concentracdo do diclofenaco de sdodio
pelo tratamento com Ozonizacdo Catalitica, sem utilizacdo de
FAAIAGAD UV ...t
Comportamento da concentracdo do diclofenaco de sodio
pelo tratamento com Fotocatalise Heterogénea......................
Comportamento da concentracdo do diclofenaco de sdodio
pelo tratamento com Ozonizagdo Fotocatalitica utilizando: 60
minutos de radiacdo UV (a); 120 minutos de radiacao UV (b);
e 180 minutos de radiac8o UV (C).......cceevveeeeiiiieeeeeiiiieieeieeiinnns
Comportamento do pH pelo tratamento com Ozonizacao
(07 1= 111 ox- TSSO
Comportamento do pH pelo tratamento com Fotocatélise
HEtErOgENEA. ... .. cii ittt
Comportamento da DQO pelo tratamento com Ozonizagao
(O 7111
Comportamento da DQO pelo tratamento Fotocatalise
HEtErOgENEA. ... . i it
Comportamento da DQO pelo tratamento com Ozonizagao

Fotocatalitica utilizando: 60 minutos de radiagédo UV (a); 120

21

23

26

29

30

32

33

36

43

44

44

47

48

51

52

53



Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20
Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

minutos de radiacdo UV (b); e 180 minutos de radiacdo UV

indice Mitoético para o Tratamento de Ozonizacdo Catalitica,
sendo “CN” o valor do controle negativo..............ccccveeiieennnnn.
indice Mitético para o Tratamento de Fotocatéalise
Heterogénea, sendo “CN” o valor do controle negativo............
indice Mitético para o Tratamento de Ozonizagéo
Fotocatalitica utilizando: 60 minutos de radiagdo UV (a); 120
minutos de radiacdo UV (b); e 180 minutos de radiacdo UV
(c), sendo “CN” o valor do controle negativo.................ccc.e...
Alteracbes CromossOmicas encontradas nos tratamentos.......
Presenca de formagdo de micronucleos encontrados nos
0= 1= L 0 1=T 0] (01 TSSO ERPRTPRRRR
Citocinese encontrada para o tratamento de Ozonizacao
Catalitica, sendo “CN” o valor do controle negativo.................
Citocinese encontrada para o tratamento de fotocatélise
heterogénea, sendo “CN” o valor do controle negativo.............
Citocinese encontrada para o tratamento de ozonizagao
fotocatalitica com aplicacdo de 60 minutos de radiacdo UV,
sendo “CN” o valor do controle negativo..............ccccvvveeeeenenn.
indice de Germinac&o para Lactuca sativa, com aplica¢éo do
tratamento de ozonizagao catalitica, sendo “CN” o valor do
CONLrole NEQALIVO.........ccevvviiiiieicce e
indice de Germinac&o para Lactuca sativa, com aplica¢éo do
tratamento de fotocatalise heterogénea, sendo “CN” o valor
do controle negativo.

indice de Germinac&o para Lactuca sativa, com aplicacéo do
tratamento de ozonizacéo fotocatalitica, utilizando: 60 minutos
de radiacdo UV (a); 120 minutos de radiacdo UV; e 180
minutos de radiacdo UV; sendo “CN” o valor do controle

NEJALIVO.....eeiiiii e aeaaaa

55

55

56

60
62

63

63

64

66

66

67



Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

indice de Germinac&o para Allium cepa, com aplicacdo do
tratamento de ozonizagao catalitica, sendo “CN” o valor do
CONLIOlE NEGALIVO. ....eeeiieiiiieeei e
indice de Germinac&o para Allium cepa, com aplicacdo do
tratamento de fotocatalise heterogénea, sendo “CN” o valor
do coNtrole NeQAtiVO............ueuiiiiiieiee e

indice de Germinac&o para Allium cepa, com aplicacdo do
tratamento de ozonizagéo fotocatalitica utilizando: 60 minutos
de radiacdo UV (a); 120 minutos de radiacdo UV (b); e 180
minutos de radiacdo UV; sendo “CN” o valor do controle
NEGATIVO. ...ci i ittt
indice de Germinagdo para Cucumis sativus, com aplicacio
do tratamento de ozonizacéao catalitica, sendo “CN” o valor do
CONLrole NEQALIVO..........ccevviiiiiecie e
indice de Germinagdo para Cucumis sativus, com aplicacio
do tratamento de fotocatalise heterogénea, sendo “CN” o valor
do controle NegatiVO.............ueuiieiiiiiie e
indice de Germinacdo para Cucumis sativus, com aplicacio
do tratamento de ozonizacado fotocatalitica, com a utilizando:
60 minutos de radiacado UV (a); 120 minutos de radiacdo UV;
e 180 minutos de radiagcao UV; sendo “CN” o valor do controle

NEJALIVO......ceiiiiieiieeei e e e e e e e e e e e e e e eaaaeees

69

70

70

73

73

74



Tabela 1
Tabela 2
Tabela 3
Tabela 4
Tabela 5
Tabela 6
Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11
Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Lista de Tabelas

Tratamentos e doses aplicados..............ccccccviiiiiiiiiiiienenen.
Caracterizacdo da amostra inicial de diclofenaco de sodio
Andlise de variancia para a remocéo de diclofenaco...........
Eficiéncia de remocéao de diclofenaco em cada tratamento
Analise de variancia para o parametro de pH.......................
Valores de pH obtidos apds os experimentos em laboratorio
Analise de variancia para o parametro de condutividade....
Valores de condutividade obtidos ap0s 0s experimentos em
[F=T o] = 1 (0 ] [0 JO P
Andlise de varidncia para o0 parametro de
Valores de eficiéncia de remocao de DQO obtidos apds os
experimentos em laboratorio.............cceevviiiiiiee e
Andlise de variancia para o parametro de citotoxicidade......
Analise de variancia para o parametro de genotoxicidade....
Alteracbes cromossdmicas encontradas apdés 0s
experimentos em [aboratorio............ccceeeeeeeeeeeeiiieeieeeieeeeiiiia,
Andlise de variancia para o parametro de mutagenicidade...
Efeitos mutagénicos encontrados apds 0s experimentos em
F=T oo r= 1 (o ] [0 TSRO
Analise de variancia para o parametro de citocinese............
Andlise de variancia para os parametros de avaliacdo da
[0 Vot (8 [or= 7= 11 V7= U
Parametros avaliados para o biodidicador Lactuca sativa.....
Andlise de variancia para os parametros de avaliacdo da
AllUM CEPAL ...t
Parametros avaliados para o biodidicador Allium cepa........
Andlise de variancia para os parametros de avaliacdo da
CUCUMIS SALIVUS.....ooi et e e eeaaeeeees

Parametros avaliados para o biodidicador Cucumis sativus.

35
41
41
45
46
48
49

50

50

53

54
57

59

60

61

62

65

68

69

71

72

75



Lista de Abreviaturas e Siglas

AC Alteragbes cromossOmicas

AINEs Anti-inflamatorios nédo esteroides
BC Banda de conducéao

BV Banda de valéncia

CNS Conselho Nacional da Saude

DCF Diclofenaco de sddio

DQO Demanda Quimica de Oxigénio
ETEs Estacdes de Tratamento de Esgoto
IM indice Mitotico

Interfama Associacédo da Industria Farmacéutica de Pesquisa
MPEs Micropoluentes Emergentes

OMS Organizacdo Mundial da Saude

POAs Processos de Oxidativos Avancados



Sumario

L. INEFOTUGEID .. 16
2. ODJELIVOS ..o 18
P2 R @ o] =110 N0 = - 1 18
2.2 ODbJetiVO ESPECITICOS .. uuuuii i e e eiiieeeee e e e 18
S HIPOIESES ..ot a e 19
o S (VI EST- To 3 o]] ] [{o o | > o> N 20
O I =T g = ol o TR PPPRRTT 20
4.2 Diclofenaco de SOUIO........cccuuueiiiiiiiee ettt 23
4.3 Processos oxidativos avangados (POAS) .........vuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniininniniennens 25
4.3.1 FotocatalisSe NEtErOgENEA ........cccceiiiiiiiiiiiiiiee et 26
V0 T2 @ .40 1 414 Lo Lo 27
4.3.3 Ozonizagao fotocatalitiCa...........cceeeeeeeiiiieiice e 28
5. Material @ MEOUOS .........uuiiiiiiieiiiiie e 30
o0 RS To ] [U o= To I T (o = | 30
5.2 Tratamentos ULIIZAOS.........ccovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
5.2.1 Fotocatalise NeterogNea ..........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 31
5.2.2 Oz0nizagao fotoCatalItICA. ......cceeeeeiiiiiiiiiiieee e 32
5.2.3 Oz0NIZaGA0 CAtAlTICA......uuveeeeeieeeeeiiiiiiiee e 33
5.2.3.1 Determinagao da geragao de OZONIO .........ceeeeeveiiiieiieiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeees 33
5.2.4 Delineamento experimental ... 34
5.3 ANAIISES ..o 35
5.3.1 Determinacdo da concentracao de diclofenaco ..........ccccccevveiiiiiiiiiiiiiiinenen, 35
5.3.2 ANAlISES QUIMICAS ...vuuuiii i e e e e e 36
5.3.3 Andlise de citotoxidade, genotoxicidade e mutagenicidade.......................... 37
5.3.4 Analise de fItOtOXICIdAAE .........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 38
5.4 ANAlISE EStALISTICA .....eeiii ittt e e 40

0. RESUIAAOS € ISCUSSA0. . .. eneeeee et e e 41



B2 PH ettt ettt ettt ettt ettt ettt 46
6.3 CONAUEVIOAUE ......ceeiiieiiiiiiee et e e e e e e e e e 49
6.4 Demanda quimica de oXigénio (DQO) ........ccuuuiiiiiieeieieiiie e 50
6.5 Andlise utilizando o bioteste AlliUM CEPA.........cccevviieeiiiiiiiiiei e 54
6.5.1 CIHOLOXICIAAUE .....coeviiiiiiiiiiiii ettt 54
6.5.2 Genotoxicidade e mutageniCidade..............uuuuiiiiiiiiieiiiiiii e 57
6.5.3 CILOCINESE ...ttt 62
6.6 Analise de fItOtOXICIAAUE .........eeviiieiiiiiiiieee e 64
6.6.1 Analises utilizando o bioindicador Lactuca Sativa ............ccoeeevvviiieeeneeennnnne 64
6.6.2 Analises utilizando o bioindicador Allium Cepa .........cccccveeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 68
6.6.3 Analises utilizando o bioindicador Cucumis SatiVuS.............coocuviiieeeeeeeennenne 72

7. ConSIideracies fINAIS .........uuuiiiii e 76

REFERENCIAS ...ttt 78

Y 0 1] [0 | o1 PPPPPPPPP 86



1. Introducéo

O aumento nos padrdes de produgdo e consumo nos ultimos tempos, estdo
levando ao surgimento de novas substancias contaminantes (TAOUFIK et al., 2020).
Os contaminantes emergentes sao produtos quimicos sintéticos, naturais ou
quaisquer microrganismos que nao sdo comumente monitorados no meio ambiente,
mas tém o potencial de entrar e causar efeitos adversos nos ecossistemas e/ou a
saude humana. Dentre estes produtos podemos destacar os produtos quimicos
industriais, pesticidas, compostos farmacéuticos, surfactantes e produtos de cuidados
pessoais (SUI et al., 2015).

As principais preocupacdes com relagéo a esses contaminantes sao devidas a
pelo menos trés ameacas potenciais (ROSENFELD & FENG, 2011): i) A toxicologia
ambiental e humana da maioria desses compostos ainda néo foi totalmente estudada;
i) esses compostos geralmente ndo sao tratados em sistemas de tratamento de agua
e esgotos dos municipios e iii) a presenca desses contaminantes em sistemas de agua
pode gerar subprodutos cujas propriedades quimicas ainda ndo foram determinadas.

Uma das cadeias de consumo que mais vem comprometendo a qualidade dos
mananciais, sdo os farmacos, uma vez que milhares de produtos farmacéuticos tém
sido encontrados em ambientes aquaticos, e seu numero continua a aumentar
gradativamente (CARVALHO FILHO et al., 2018; TAOUFIK et al., 2020). No Brasil, de
acordo com dados do Conselho Nacional de Saude (CNS), os medicamentos de maior
uso pela populacdo sédo: anticoncepcionais, analgésicos, descongestionantes nasais,
anti-inflamatérios e alguns antibioticos, adquiridos em farmacias sem qualquer
dificuldade.

Os componentes farmacéuticos se enquadram em uma categoria de poluentes
dificeis de remover e/ou eliminar de efluentes residuais usando métodos
convencionais de tratamento de aguas residuéarias (JOHN et al., 2021). Portanto, fica
evidente a necessidade de buscar sistemas capazes de remover satisfatoriamente os
farmacos de matrizes ambientais (BISOGNIN, 2018).

Conforme Araujo et al. (2016), os Processos Oxidativos Avancados (POAS) tem
recebido destaque como processo de tratamento alternativo de aguas residuarias, por
se tratar de meétodos eficientes que reduzem os impactos ambientais. Sua eficacia
depende da geracdo de radicais livres reativos, sendo o mais importante o radical

hidroxila (HOe). Segundo Pignatello et al. (2006), os POAs se caracterizam por
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transformar, parcial ou totalmente, os poluentes em substancias mais simples como
diéxido de carbono, agua, anions inorganicos ou substancias menos toxicas e de facil
degradacé&o por tecnologias comuns.

Entre os POA, a fotocatalise é amplamente estudada para o tratamento de
aguas residuarias, uma vez que um progresso significativo foi feito no campo da
utilizacdo deste para a remocao de contaminantes de preocupacdo emergente da
agua, principalmente na categoria de produtos farmacéuticos (RUEDA-MARQUEZ et
al.,, 2020; MURGOLO et al., 2021). Aguinaco et al. (2012) afirmam que, em
comparacao com outros POASs, a ozonizacdo fotocatalitica possui a vantagem do
maior rendimento de radicais hidroxila devido ao carater oxidante mais poderoso do
0zOnio em comparacgado com o oxigénio.

Entretanto, é conhecido que durante a decomposicdo fotocatalitica dos
poluentes alvo na agua, pode ocorrer a geracdo de subprodutos mais tdéxicos que 0s
originais, sendo assim de grande importancia avaliar a toxicidade do efluente tratado
(RUEDA-MARQUEZ et al., 2020). Existem inUmeros teste toxicolégicos que podem
ser utilizados para avaliar as concentragdes e 0 tempo de exposi¢do necessario para
gue os agentes téxicos possam produzir efeitos adversos sobre 0s organismos
(BRAGA et al., 2015).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de degradacao do
farmaco diclofenaco de sodio através da utilizacdo de ozonizacdo catalitica,
fotocatélise heterogénea e ozonizacgéao fotocatalitica, bem como avaliar a reducéo de

toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e fitotoxidade.



18

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Este estudo visa avaliar os efeitos dos processos de ozonizacdo catalitica,
fotocatélise heterogénea e ozonizagao fotocatalitica, utilizando didxido de titanio (TiO,)
como catalisador, na degradacdo do farmaco diclofenaco de sdodio, assim como
avaliar a reducdo da fitoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

pelo uso dos referidos sistemas.

2.2 Objetivo especificos

e Avaliar os usos dos sistemas de ozonizacdo catalitica, fotocatalise
heterogénea e ozonizacdo fotocatalitica, na degradacdo do farmaco
diclofenaco de sédio;

e Avaliar 0 uso do catalisador TiO2 nos processos de tratamento utilizados;

e Avaliar as doses de 0zbnio na degradacédo do diclofenaco de sédio;

e Avaliar o tempo de radiacdo no processo de degradacao;

e Avaliar a reducéo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da
solugédo contendo farmaco diclofenaco de sédio com o uso dos sistemas
propostos;

e Avaliar a reducdo de fitotoxicidade do diclofenaco de sodio com os
bioindicadores Lactuca sativa, Cucumis sativus e Allium cepa,;

e Comparar os processos de ozonizagao catalitica, fotocatélise heterogénea
e ozonizacdo fotocatalitica, quanto a diminuicdo de citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade e fitotoxicidade;

e Avaliar o comportamento das caracteristicas quimicas das solu¢des com
diclofenaco apds a aplicacao dos tratamentos indicados;

e Determinar a melhor dose de ozénio e o melhor tempo de radiagcédo UV para
a reducéo na concentracao do diclofenaco de sodio;
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3. Hipoteses

e Astécnicas de ozonizacéo catalitica e fotocatalise heterogénea, utilizando TiOz,
sao eficientes na degradacéo do farmaco diclofenaco;

e As solucdes contendo diclofenaco de soédio, apds serem submetidos ao
tratamento de fotocatalise heterogénea e ozonizacdo catalitica, tém sua
toxicidade reduzida;

e O processo de fotocatalise heterogénea reduz a citotoxicidade, genotoxicidade
e mutagenicidade das solucoes;

e Atoxicidade das soluc¢des contendo diclofenaco de sodio € melhor reduzida no

tratamento utilizando ozonizacao fotocatalitica.



20

4. Reviséao bibliografica

4.1 Farmacos

A evolugéo tecnoldgica e o crescimento industrial trazem consequéncias, como
por exemplo, 0s impactos ambientais negativos originados das emissdes
antropogénicas de contaminantes presentes em concentracdes muito baixas, em nivel
traco (ng/L ou pg/L) - denominados microcontaminantes ou micropoluentes (MPES) -
no meio ambiente (LIMA et al., 2017). Estes compostos ndo possuem consequéncias
suficientemente conhecidas aos seres vivos e ao meio ambiente. Portanto, identifica-
se na atualidade uma emergente preocupacdo com os efeitos da incidéncia e
permanéncia de tais compostos nos ecossistemas (VERGEYNST et al., 2015; TIJANI
et al., 2016; SALIMI et al., 2017). Estes compostos ndo estdo atualmente protegidos
pela legislacéo, entretanto sdo considerados perigosos para o ecossistema e a saude
humana (JOHN et al., 2021).

Do extenso rol de microcontaminantes comumente detectados nos corpos
d’agua superficiais, destacam-se os desreguladores enddcrinos e os farmacos, que a
despeito da sua baixa concentracdo ambiental, tém o potencial de causar
significativos efeitos adversos. Recentemente, o monitoramento de farmacos
residuais no meio ambiente vem chamando atencéo devido ao fato de muitas dessas
substancias serem frequentemente encontradas em efluentes de Estacbes de
Tratamento de Esgoto (ETES) e Aguas naturais, em concentracdes na faixa de pg/L e
ng/L (BILA; DEZOTTI, 2003; LIMA et al., 2017).

Ueda et al. (2009) ressaltam que a relevancia dos farmacos na sociedade é
inquestionavel, uma vez que se estende desde o combate as enfermidades até
fungcbes como de proporcionar cada vez mais o prolongamento da longevidade
humana. Geralmente, os farmacos sao absorvidos pelo organismo e estao sujeitos a
reacOes metabolicas, entretanto, apds a administracdo, uma quantidade significativa
dessas substancias originais e seus metabolitos sdo excretados na urina, fezes ou
esterco animal, sendo frequentemente encontrados no esgoto doméstico (BILA;
DEZOTTI, 2003).

O avango do mercado farmacéutico é notorio, como por exemplo, o Brasil em

cinco anos migrou do 10° para o 6° lugar no mercado mundial em vendas de
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medicamentos devendo ainda subir duas posi¢cdes no ranking mundial de mercados
farmacéuticos até 2023 (INTERFARMA, 2019).

Com o aumento de publicacdes identificando a presenca de farmacos e seus
metabdlitos no meio ambiente (TERNES, 1998; KOLPIN et al., 2002), bem como o
aumento na producdo e diversidade desses compostos (BROWN et al.,, 2006;
SEBASTINE; WAKERMAN, 2003), essa passou a ser considerada uma das maiores
preocupacodes das ciéncias ambientais (CALISTO e ESTEVES, 2009). De acordo com
John et al. (2021), os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs), frequentemente
prescritos para dor e inflamacdo, estdo entre os farmacos mais comumente
detectados no meio ambiente.

A principal porta de entrada de farmacos no meio aquatico é através do efluente
oriundo das estacbes de tratamento de esgotos, uma vez que as tecnologias
convencionais de tratamento apresentam limitacbes na remocédo de uma variedade
de farmacos (CARVALHO et al., 2009). Além desta, podem existir outras rotas
possiveis que um farmaco segue no meio ambiente depois da sua producdo e

consumo pelos seres vivos, como mostrado na Figura 1.

Aplicagao Producao
Medicina Medicina . o g
iy Aquicultura — Industria
Veterinaria Humana
Excregao |
Estérco Esg'oto — l
Sedimento |
' Estacaode
Aterro
Solo EIE « Sanitario Tratamento
de efluentes
industriais
Agua de Subsolo < Aguas Superficiais
Estacg&o de Tratamento de Agua Agua Potavel

Figura 1. Possiveis vias de entradas de farmacos no ambiente
(Adaptado de Bila e Dezotti et al., 2003)
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Caminhos alternativos de farmacos residuais no ambiente aquatico, como
descritos por Bila e Dezotti (2003), podem ser: devido ao esterco ser usado como
fertilizantes e, dessa forma, ocorre a contaminacdo das aguas de subsolo; a
contaminacdo pode ser pelo uso do lodo digestivo proveniente das ETEs na
agricultura; ou ainda, a disposicdo ou deposicao de residuos provenientes de
industrias farmacéuticas em aterros sanitarios, contaminando as aguas de subsolo
nas cercanias do aterro.

Em comparacdo com o consumo humano de farmacos, a medicina veterinaria
representa um problema agravado, uma vez que comummente sdo administradas
doses maiores, além dos efluentes agropecuarios que sao depositados no solo,
muitas vezes sem qualquer tipo de tratamento prévio, poluindo diretamente as aguas
subterraneas (CALIMAN e GAVRILESCU, 2009). Acresce, ainda, que alguns
farmacos ndo sdo metabolizados pelo organismo, 0 que origina a sua excre¢ao como
forma ativa aumentado assim o0 seu possivel impacto nas cadeias troficas (FENT et
al., 2006).

Algumas investigacfes apontam os efluentes hospitalares como uma das
principais fontes poluidoras para a presenca de farmacos no meio ambiente devido as
descargas efetuadas nas redes de aguas residuarias publicas sem qualquer pré-
tratamento ou com pré-tratamentos insuficientes, uma vez que estes efluentes séo
habitualmente descarregados em ETE municipais (KUMMERER, 2009; VERLICCHI
et al., 2012b; SANTOS et al., 2013). Além disso, um efluente hospitalar pode ter uma
composi¢do bastante variavel, que geralmente resulta em altos niveis de toxicidade,
genotoxicidade e carga orgéanica, causando um impacto consideravel no ecossistema
e risco inerente a saude humana (KERN et al., 2013).

Os farmacos constituem substancias quimicas biologicamente ativas
sintetizadas com o intuito de produzir respostas fisiolégicas em humanos, animais e
plantas. Ha grande preocupacdo em relacdo a presenca destas substancias na agua
e seus potenciais efeitos adversos para a saude humana, animal e de organismos
aguaticos, uma vez que podem elas apresentar efeitos nesses organismos mesmo
em concentracdes traco. (CARVALHO et al., 2009; LIMA et al., 2017; CARVALHO
FILHO et al., 2018).

Um ponto critico neste tema é saber se existe um nivel elevado dessas

substancias no meio ambiente, que sejam suficientes para exercer efeitos adversos
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em seres Vvivos, uma vez que, embora a presenca de farmacos no ambiente tenha
sido relatada por diferentes grupos de pesquisa em diversos paises, informacgdes
sobre os seus efeitos adversos em diferentes organismos e, principalmente, as
concentragdes consideradas limiares s&o ainda incipientes (BILA e DEZOTTI, 2003;
SOUZA et al., 2020).

A poluicdo dos corpos d’agua por farmacos e a ampla distribuicdo desses
compostos no ambiente podem aumentar o risco de toxicidade, principalmente aos
organismos aquaticos (SOUZA et al., 2020). Em um trabalho realizado por Souza et
al. (2020), foram apresentadas as concentracdes de farmacos quantificados em aguas
e efluentes brasileiros e compiladas informacdes sobre a toxicidade de tais
contaminantes em nivel aquético, celular e genético. Com base nos ensaios
citotdéxicos e genotoxicos, em sua maioria, viu-se que os farmacos na concentracao

usualmente encontrada no ambiente ndo apresentaram toxicidade significativa.

4.2 Diclofenaco de sddio

O diclofenaco (DCF), conforme representado na Figura 2, € um anti-inflamatério
popular, ndo esteroidal comum (AINE) usado como comprimidos orais ou gel topico
(GARCIA- ARAYA et al., 2010; VIENO E SILLANPA, 2014), que consiste na classe do
acido fenilacético com propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas e
geralmente é usado para tratar a dor (JOHN et al., 2021). Este medicamento pode ser
adquirido em farmacias sem a necessidade de receita médica, fato que contribui para
seu alto consumo (PENHA et al., 2021).

OH

MNH

Cl

Figura 2. Férmula estrutural do Diclofenaco
Fonte: GARCIA- ARAYA et al., 2010
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Um dos casos mais famosos envolvendo este farmaco é o referente ao declinio
de espécies de abutres do sul da Asia em consequéncia do uso veterinario do anti-
inflamatoério ndo esteroidal, uma vez que os abutres ficam expostos a esse farmaco
guando se alimentaram de carcacas de animais que foram tratados com diclofenaco
antes da morte (GREEN et al., 2006).

Sathishkumar et al. (2020), ap0s uma extensa pesquisa de revisédo de estudos
de monitoramento ambiental global, puderam comprovaram que o diclofenaco e seus
metabdlitos estdo onipresentes em quase todos os compartimentos ambientais
relacionados a agua e ao solo, bem como na biota (animais e plantas). As
concentracfes maximas medidas de DCF em aguas residuarias municipais variam
entre 0,44 e 7,1 pg/L e as concentracbes médias estédo entre 0,11 e 2,3 pg/L (VIENO
E SILLANPA, 2014). As concentracdes de aguas residuarias municipais refletem o
consumo de DCF pelos residentes no sistema de esgoto especifico, logo as taxas de
consumo variam muito entre os paises e também dentro dos paises, o que torna dificil
determinar as concentracdes tipicas de aguas residuarias (VIENO E SILLANPA,
2014).

A partir dos estudos de ecotoxicologia apresentados por Sathishkumar et al.
(2020), os autores confirmam que o diclofenaco pode causar efeitos adversos em
mamiferos, animais aquaticos, plantas, artrépodes e minhocas, sendo importante
ressaltar que o estresse oxidativo induzido por esta substancia foi descrito em
diferentes animais aquaticos, que é a fonte de varias doencas. Em plantas, este
farmaco demostrou efeitos citotoxicos e genotoxicos. Além disso, os autores ainda
ressaltam que a exposicdo de longo prazo ao diclofenaco também desempenha um
papel critico na toxicidade para organismos né&o-alvo, enfatizando o problema
ecolégico da exposicao a este medicamento para espécies nao-alvo, incluindo seres
humanos, durante a exposi¢ao cronica.

De acordo com Verlicchi et al. (2012b), o DCF esta entre os farmacos mais
frequentemente detectado em efluentes de estacbes de tratamento de aguas
residuarias municipais, uma vez que 73 produtos farmacéuticos revisados, DCF teve
a oitava maior carga de massa meédia no efluente secundario das estagbes de
tratamento de aguas residuarias municipais.

O diclofenaco € um composto de dificil biodegradacéo e a sua eliminacdo no
tratamento convencional de aguas residuarias é limitada e incompleta porque essas

plantas geralmente ndo sao projetadas para eliminar micro poluentes como o0s
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produtos farmacéuticos (GERBALDO et al., 2021). Portanto, € necessario desenvolver
uma tecnologia avancada para alcancar uma degradacao satisfatéria do diclofenaco
(Bl et al., 2021). Vieno e Sillanpa (2014) também afirmaram que para ocorrer um
aumento na eliminacdo dessa substancia, é preciso investigar e desenvolver métodos
de tratamento terciario eficazes e econdmicos, como por exemplo, métodos baseados
em oxidacao ou adsorcao.

Existem muitos estudos focados em melhorar a eficiéncia de conhecidas
tecnologias de tratamento do esgoto ou reduzir custos, fundindo-as com métodos mais
sustentaveis e ecoldgicos. A aplicacédo de diferentes tecnologias com o titulo geral de
Processos de Oxidacdo Avancada (POASs) € um destes métodos (MURGOLO et al.,
2021).

4.3 Processos oxidativos avancados (POASs)

Os POAs tém sido extensivamente estudados devido ao seu potencial como
alternativas ou complementos aos processos convencionais de tratamento de
efluentes, uma vez que os radicais hidroxila gerados sao altamente reativos e pouco
seletivos, podendo atuar na oxidacdo quimica de uma vasta gama de substancias
(MELO et al., 2009).

Ao contrério de outras tecnologias de descontaminag¢do, como por exemplo:
adsorcao, coagulacéao, floculacédo, sedimentacéo, bio-filtracdo e remocéao de gas, que
muitas vezes transferem os problemas de poluicdo da agua para outro meio, a
utilizacédo de POAs leva a decomposicao e mineralizacdo de contaminantes em agua,
ou seja, a molécula é convertida para o seu maior estado de oxidacdo possivel,
convertendo-a em agua, dioxido de carbono, em anions inorganicos oxidados ou em
qualquer outra molécula que torne viavel a remocéo por processos bioldgicos, nesse
caso, qualquer processo que favoreca o aumento da biodegradabilidade. Esse
processo ocorre em consequéncia da geragdo de reagentes oxidantes ativos, como
radical hidroxila (HOe), superéxido, ozoneto, pares elétron-buraco fotoproduzidos.
Essas espécies oxidativas atacam o0s poluentes existentes na agua e o0s oxidam
gradualmente em substancias menos nocivas (MEHRJOUEI et al., 2015).

Os POAs sao conhecidos como métodos promissores para a remocao de
contaminantes de preocupacdo emergente de efluentes de &guas residuarias
(RUEDA-MARQUEZ et al., 2020; TAOUFIK et al., 2020). Dentre os POAs classicos
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estdo o reagente Fenton, foto-Fenton, a ozonizacgéo, a fotocatalise heterogénea além
de outros, sendo que todos eles sdo conhecidos pela capacidade em degradar

compostos recalcitrantes.

4.3.1 Fotocatélise heterogénea

O processo de fotocatalise heterogénea é baseado na irradiacdo de raios UV
em semicondutores inorganicos visando desencadear reacdes cataliticas, de forma a
convertes a energia de fétons em energia quimica, que auxiliam no processo de
descontaminacéo de poluentes organicos (MERG et al., 2010; XIAO et al., 2015).
Neste processo é feita a ativacdo de um semicondutor por uma radiacdo solar ou
artificial. A caracterizacdo do semicondutor é composta por uma banda de valéncia
(BV) e uma banda de conducao (BC), com uma separacédo entre elas definida como
“bandgap”, conforme a Figura 3. Quando a absorcao de fétons é maior que a energia
dessa regido, o elétron é promovido da banda de valéncia para a banda de conducéo,
deixando por consequéncia, uma lacuna (h+) na banda de valéncia, essa lacuna é
potencialmente positiva, quando a agua passa pelo semicondutor sdo facilmente
gerados radicais de *OH (NOGUEIRA; JARDIM, 1998). Conforme Xiao et al. (2015),
a geracao de de pares elétron-lacuna auxiliam a desencadear uma série de reacfes

de oxidacao/reducado dos substratos adsorvidos.

O,

- BC
|
| }
taca [
hv ererasEo | Energia de
| recombinaca “bandgap"
|
v Y

\i<8v
/;xidagﬁo OH-

HO-

Figura 3. Esquema representativo da particula de um semicondutor.
Fonte: Nogueira e Jardim, 1998
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O diéxido de titanio (TiO2) € o semicondutor mais utilizado neste processo,
devido a sua estabilidade quimica, alta atividade fotocatalitica e baixa toxicidade
(MEHRJOUEI et al., 2015). Porém, apesar das suas vantagens dentre elas o seu custo
relativamente baixo, 0 uso de catalisadores para aplicacbes praticas em &guas
residudrias reais e tratamento de agua pode ser limitado devido as dificuldades que
surgem quando o fotocatalisador em pd deve ser separado da agua tratada
(MURGOLO et al., 2021). Rueda-Marquez et al. (2020) também afirmam que de forma
geral, apesar da alta eficiéncia relevante dos fotocatalisadores usados na forma de p6
disperso para a degradacdo de poluentes organicos emergentes e reducdo da
toxicidade, a aplicacao pratica deste processo é dificilmente viavel devido aos desafios
técnicos que surgem quando o fotocatalisador deve ser separado da agua para mais
reuso.

E conhecido que durante a decomposicéo fotocatalitica dos poluentes, pode
ocorrer a geracao de subprodutos mais toxicos que os originais, portanto € de grande
importancia avaliar a toxicidade do efluente de esgoto tratado (RUEDA-MARQUEZ et
al., 2020). Além disso, de acordo com Murgolo et al. (2021), sdo necessérias
pesquisas futuras no sentido de avaliar a aplicabilidade dos processos fotocataliticos
em termos de sustentabilidade e custos do processo, passando de uma escala de
laboratorio, a uma escala piloto até uma escala real, de forma a preencher essa lacuna
entre testes e aplicacbes em escala real, também de forma comparativa com as
melhores tecnologias disponiveis para a remoc¢do de contaminantes emergentes de

aguas residuarias.

4.3.2 Ozonizacao

O ozobnio (O3) é um géas formado por trés atomos de oxigénio, sendo que dois
constituem a base do oxigénio presente no ar e o terceiro, muito instavel, pode se
desligar facilmente do ozbnio para se ligar a moléculas de outras substancias
organicas, alterando sua composicao quimica. Caracteriza-se por ser um gas instavel
e de alto poder oxidante, sendo essas duas qualidades importantes na desinfeccao
de esgotos domésticos. A instabilidade ocorre porque quando o efluente € langado no
meio ambiente ndo havera residual oxidante que possa ser danoso a biota aquatica e
o alto poder de oxidacéo para a eficiente remocao de compostos, microrganismos e
nutrientes (RODRIGUES et al.,2012).
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O o0zb6nio € um agente oxidante capaz de reagir com uma variedade de
compostos organicos e inorganicos, além de ser capaz de promover a desinfeccao de
numerosos microrganismos. Associado a estas vantagens, pode-se destacar ainda
que o ozodnio é capaz de reduzir consideravelmente as concentracdes de compostos
guimicos como os desreguladores endocrinos, os medicamentos e os produtos para
cuidados pessoais, tornando-o propicio para o tratamento de agua de abastecimento
e dguas residuarias, além de efluentes industriais (ONEBY et al., 2010).

Para Wang e Chen (2020), a adicdo de um catalisador pode melhorar a
eficiéncia do ozénio, uma vez que pode facilitar a decomposicao do ozénio para formar
os radicais livres mais ativos, resultando em uma rapida degradacdo e mineralizacéao

efetiva dos poluentes organicos.

4.3.3 Ozonizacgéao fotocatalitica

A ozonizacédo fotocatalitica € um sistema fotocatalitico gas-liquido complexo
gue envolve etapas de transferéncia de massa, fotdlise direta, reacdes quimicas e
cataliticas e fotocataliticas, com um vasto numero de variaveis para investigar
(AGUINACO et al., 2012). Este processo ocorre na presenca de fotocatalisador,
radiacdo UV-vis e 0zonio (RUEDA-MARQUEZ et al., 2020).

A adicdo de ozobnio a fotocatalise aborda um dos principais fatores limitantes
da eficiéncia da fotocatalise heterogénea, que € a recombinacéao elétron-buraco, uma
vez gue o 0zOnio presente sequestra os elétrons fotoexcitados formados na superficie
do catalisador, o que, consequentemente, aumenta a eficiéncia do catalisador e
contribui para a formagcdo de oxidantes adicionais, como radicais hidroxila, que
reagem com 0S compostos organicos a serem removidos, conforme a Figura 4
(LASHUK e YARGEAU, 2021). Portanto, a combinacdo de o0zbdnio com
fotocatalisadores e seus efeitos sinérgicos resultantes séo considerados uma técnica
promissora para a decomposicdo de microrganismos refratarios e compostos
organicos em agua (MEHRJOUEI et al., 2015).

A principal vantagem da ozonizacgéo fotocatalitica € seu maior rendimento de
radicais hidroxila devido ao carater oxidante mais poderoso do ozénio em comparacao
com o oxigénio. Essa vantagem, minimiza a indesejavel reacao de recombinacéo de
elétrons e buracos oxidantes positivos na banda de valéncia que resultam na inibi¢céo

da velocidade do processo. Como consequéncia, taxas de oxidagdo mais altas sao
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esperadas ao usar a ozonizacgdo fotocatalitica (AGUINACO et al., 2012; GARCIA-
ARAYA et al., 2010; AGUSTINA et al., 2005). Entretanto, de acordo com Mehrjouei et
al. (2015), o aumento da temperatura do sistema reduz a meia-vida e a solubilidade
do ozOnio em uma solucdo aquosa, e qualquer escassez na concentracao de 0zonio

afetara negativamente a producao de ozonizacéao fotocatalitica.
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Figura 4. Mecanismo de degradac¢éo de superficie por ozonizacdo fotocatalitica.

Fonte: Lashuk e Yargeau, 2021

Intermediates

Um estudo desenvolvido por Valério et al. (2020) comparou o desempenho de
degradacédo da tetraciclina usando trés diferentes sistemas, sendo eles a fotocatalise
(UV), ozonizacdo (Os) e ozonizacdo fotocatalitica (UV + Ogz), usando particulas de
titanio (P25) como fotocatalisador suportado em uma estrutura macroporosa, e
concluiu os processos separados resultaram em eficiéncia de degradacao limitada,
exibindo valores de degradacdo semelhantes para tratamentos com UV ou Os. No
entanto, o processo combinado apresentou uma degradacdo favoravel atingindo

quase a degradacéao total da tetraciclina.
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5. Material e métodos

Os experimentos e as andlises foram realizados no Laboratério de Andlise de
Aguas e Efluentes, localizado no Centro de Engenharias (CEng) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel).

A pesquisa decorreu conforme o fluxograma experimental (Figura 5)

apresentado abaixo, no qual os itens serdo melhor detalhados nos tépicos a seguir.

SOLUCAO COM DICLOFENACO

v

/ TRATAMENTOS APLICADOS \

FOTOCATALISE OZONIZACAO CATALITICA OZONIZAGAO
HETEROGENEA FOTOCATALITICA

v v v

DETERMINAGCAO DA ANALISES ANALISE ANALISE DE
CONCENTRACAODE | | FISICO-QUIMICAS CITOTOXICIDADE, FITOTOXICIDADE
DICLOFENACO MUTAGENICIDADE E
GENOTOXICIDADE

.

TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

A

Figura 5. Fluxograma Experimental

5.1 Solucéo inicial

A solucéo utilizada neste trabalho foi produzida com comprimidos comerciais
do farmaco diclofenaco de sodio da marca Neoquimica® diluidos em agua destilada.
A concentracgdo utilizada foi de 25 mg/L. Esta concentracéo foi adotada com o objetivo

de testar a capacidade dos sistemas de tratamentos de degradar o diclofenaco de
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sédio, uma vez que utilizando concentracbes menores ou usualmente encontrados no
meio ambiente, ndo seria possivel ter um limite de deteccdo apds os tratamentos.
Todas as amostras foram armazenadas na geladeira durante todo periodo em

que foi realizado os tratamentos e as analises.

5.2 Tratamentos utilizados

Os tratamentos utilizados neste trabalho foram a fotocatalise heterogénea,
ozonizacao fotocatalitica e o processo de ozonizagao catalitica. Para a realizacdo dos
experimentos, foi adotado o processo em bateladas. Para isso, foram utilizados
250mL de solucao para cada tratamento, os quais foram feitos em duplicatas.

Os tratamentos foram submetidos a duas etapas, sendo ambas sob agitacao
magnética. Inicialmente, elas permaneceram 20 minutos, no escuro de forma a
promover a adsorc¢éo inicial e atingir o equilibrio e, posteriormente, foram submetidas
a aplicacao dos tratamentos de acordo com o delineamento experimental.

No processo de ozonizacgao fotocatalitica, o ozonizador foi ligado apos os 20
minutos iniciais, ou seja, apdés o periodo no escuro. Em ambos tratamentos, de
fotocatalise heterogénea e ozonizagao fotocatalitica, a lampada também foi ligada 20
minutos antes de entrar em contato com a solugéo, de forma a atingir sua maxima
poténcia.

ApoOs cada tratamento, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 3600 rpm,
com o objetivo de separar o catalisador da amostra. Os aparatos utilizados em cada
tratamentos, bem como o delineamento experimental serdo descritos nos tépicos a

sequir.

5.2.1 Fotocatdlise heterogénea

O sistema de fotodegradacdo foi feito utilizando um reator em formato
retangular, tendo as seguintes dimensdes: comprimento de 40 cm, largura de 30 cm
e altura de 50 cm. A parte interna do reator foi totalmente forrado com papel aluminio,
a fim de evitar perdas e dissipagéo de energia luminosa (luz). A lampada utilizada foi
do tipo UV de 300 W, da marca OSRAM, a qual emiti UV-A na faixa entre 315-400 nm
e UV-B na faixa entre 280-315 nm (diametro de 127 cm e largura de 185 cm).

O aparato experimental utilizado neste trabalho € mostrado na Figura 6. Foram

utilizados um agitador magnético (a) de forma a manter o catalisador em suspenséao
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na solugéo, um injetor de O2 com um difusor poroso (b), um béquer de capacidade
250 mL (c) onde foram colocadas as amostras, um banho-maria (d) com entrada e
saida constante de agua (cujo béquer foi colocado dentro), um sistema de exaustado
de ar (e) buscando evitar o super aquecimento no interior da unidade, uma lampada

UV (f) conforme as descri¢des citadas acima.

5. T,

Figura 6. Reator de Fotocatalise Hetergnea

5.2.2 Ozonizacdo fotocatalitica

A Ozonizagdo Fotocatalitica foi realizada utilizando o mesmo aparato
apresentado na Figura 6, porém com a adicdo do equipamento necessario para a
geracdo de ozbnio, como mostrado na figura 7. Foram adicionados um compressor
de ar (g) e um gerador de ozénio (h), sendo também substituido a mangueira que com
difusor poroso com Oz, por outra também com difusor poroso, mas levando 0zonio (c).
Neste tratamento foi utilizado um ozonizador da marca Panozon, modelo 053308 P+70

(9), juntamente de um compressor de ar (f) para a inser¢cado de 0z6nio no sistema.
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Figur 7. Reator de Ozonizacéo Fotocatalitica
5.2.3 Ozonizacao catalitica

A Ozonizacao Catalitica foi realizada no mesmo aparato mostrado na Figura 6,
entretanto para este tratamento ndo foi ligada a lampada UV. Todas as doses de

ozobnio aplicadas serédo conduzidas no escuro, sem interferéncia de qualquer luz.

5.2.3.1 Determinacao da geracéo de oz6nio

Foi realizado um teste a fim de confirmar a capacidade real de ozonizagéo, uma
vez que a geracdo de ozonio pode ser diferente da informada pelo fabricante, através
do método iodométrico adaptados de APHA (2005), RAKNESS et al. (1996) e HOSS
(2020).

Foram utilizados dois frascos lavadores de gas, com 400 mL de iodeto de
potassio 2% em cada frasco. Durante 10 minutos foram borbulhado ozénio na
sequéncia de frascos. ApOs desligar a injecdo de ozonio, foram adicionados 10 mL
de H2SOa4 2N as solucdes, as quais serdo transferidas para um Erlenmeyer de 1L.
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Por fim, a solucao foi titulada com tiossulfato de sddio até adquirir coloracéao
amarelo palido. Logo apés, foi adicionado em torno de 5 mL de indicador amido,
obtendo coloracao azulada, prosseguindo com a titulacao até a cor azul desaparecer.

A dose de ozobnio entdo é dada pela Equagéo 1:

(A+B).N.24
— (1)

Dose de ozbnio (mg/min) = -

Onde:

A = volume de titulante do frasco A, em mL
B = volume de titulante do frasco B, em mL
N = normalidade do Na2S20s, e

T = tempo de ozonizacao, min

Para este estudo, a analise foi realizada e através desta, foi determinada a
geracéo de ozonio de 88,2 mgOas/h, ou entédo, 1,47 mg/min.

5.2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi um fatorial de 24, ou seja, foram
utilizados 2 fatores resposta (dose de o0z6nio aplicada e tempo de radiacdo), com 4
niveis (doses de ozbénio — 0 mg Os/L; 88,2 mg Os/L; 176,4 mg Os/L; 352,8 mg Osl/L;
tempo de radiacdo — 0 minutos; 60 minutos; 120 minutos e 180 minutos), conforme a
Tabela 1.

Foram utilizadas as mesmas concentracfes de diclofenaco de sédio na solugéo
inicial, sem tratamento. Foram utilizados 0,6 g/L de didoxido de titanio (TiO2), como

fotocatalisador, como recomendado por Aguinaco et al. (2012).
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Tabela 1. Tratamentos e doses aplicados

Tempos de Tempos de Quantidade de Dose de o0zo6nio
Radiagcao UV Ozonizagéo Oz6nio (mg O3) aplicada
(min) (min) (mg Os/L)

0 0 0 0

0 15 22,05 88,2

0 30 44,1 176,4

0 60 88,2 352,8
60 0 0 0

60 15 22,05 88,2
60 30 44,1 176,4
60 60 88,2 352,8
120 0 0 0
120 15 22,05 88,2
120 30 44,1 176,4
120 60 88,2 352,8
180 0 0 0
180 15 22,05 88,2
180 30 44,1 176,4
180 60 88,2 352,8

5.3 Analises

5.3.1 Determinacao da concentracéo de diclofenaco

A determinacdo da concentracdo do diclofenaco foi realizada pelo método

espectrofotométrico adaptando-se a metodologia de Matin et al., (2005), a qual

baseia-se na reacdo entre o diclofenaco sddico e o acido nitrico em temperatura

ambiente (25° C) produzindo um composto amarelado (um derivado nitrato de

Diclofenaco de Sédio) com absorbancia maxima a 380 nm. Conforme a Figura 8 a

[{peg)

seqguir, onde “a” corresponde ao espectro do Diclofenaco de sédio e “b” corresponde

ao espectro do produto da reacéo entre Diclofenaco de sodio e acido nitrico.
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Figura 8. Espectros do diclofenaco de sodio e seu derivado do acido nitrico.
Fonte: Matin et al., (2005)

Foram utilizados comprimidos de diclofenaco de s6dio macerados com um
almofariz e pistilo até que adquiram o aspecto de pé. Foram produzidas 10 solucdes
com concentracfes diferentes, utilizando-se o farmaco contido nos comprimidos,
partindo-se do principio de que cada comprimido possui 50 mg de diclofenaco de
sadio.

As amostras das solu¢Bes foram coletadas e, em um baldo volumétrico de
10mL foram avolumadas com 1ml de &cido nitrico a 63% e 9mL de amostra,
adquirindo a cor amarelada para que posteriormente seja submetida a leitura no
espectrofotometro.

ApoOs realizadas as varias leituras foi determinada a nova curva padrao
produzida entdo com as amostras das novas solucdes, bem como também foram
determinados seus limites de detecgao e quantificacdo bem como o valor de “R2”

caracteristico da curva analitica.

5.3.2 Analises quimicas

A solucéo contendo o farmaco diclofenaco de sédio foi caracterizada antes e

depois da realizacao dos ensaios de laboratorio, sendo determinados os parametros:
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pH, Condutividade Elétrica e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). As analises
foram realizadas de acordo com a metodologia apresentada no Manual de Analise de
Aguas e Efluentes (QUADRO et al., 2016). O pH foi aferido em medidor de pH de
bancada da marca MS Tecnopon, e a condutividade foi medida em um condutivimetro
microprocessado AT — 255 Alfakit. A DQO foi realizada por refluxo fechado.

5.3.3 Analise de citotoxidade, genotoxicidade e mutagenicidade

Para a realizacdo destas analises, o tecido meristematico foi obtido através das
raizes germinadas de sementes organicas de cebola (Allium cepa L.) da variedade
baia periforme, organicas, livres de agrotoxicos e fungicidas, da marca ISLA®, lote
132868. As sementes foram germinadas a (20 £ 5 ° C), em contato com os efluentes
testados em conformidade com o processo de germinacéo realizado por Cuchiara et
al. (2012).

Foram utilizadas placas de petri de plastico de 90 cm de diametro, onde foram
colocadas 25 sementes sobre duas folhas de papel filtro qualitativo, (14pm de
porosidade), em contato com 4 ml do efluente.

As raizes foram coletadas ao quarto e quinto dia de germinacao, de acordo com
o tamanho alcancado, sendo aquelas que atingiram cerca de 1 centimetro de
comprimento ao quarto dia ja foram coletadas, e as restantes permaneceram
incubadas por mais 24 horas e coletadas ao quinto dia. ApGs coletadas, as raizes
foram fixadas em solugdo de Carnoy (Etanol e Acido acético glacial 3:1), por no
minimo 24 horas em frascos de vidro devidamente identificados, sendo armazenadas
freezer a -4° C até a finaliza¢éo do trabalho.

Antes da preparacdo das laminas, as raizes foram lavadas em agua destilada
(por 5 minutos), hidrolisadas em HCI a 5N (por 10 minutos) e lavadas novamente em
agua destilada (5 minutos), sendo posteriormente separada apenas a parte
meristematica da raiz e preparada uma lamina citol6gica conforme a técnica de
esmagamento de Guerra e Souza (2002) aplicando-se uma gota de orceina acética a
2% como corante. Foram utilizadas duas raizes em cada lamina, sendo analisadas
1000 células por lamina, as mesmas serdao observadas ao microscépio 6ptico sob

objetivas de 40X aplicando-se a técnica de varredura.
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Os efeitos citotoxicos foram avaliados considerando o indice Mitético — IM (%),
pois estes € o parametro basico usados para aferir a citotoxicidade e esta relacionado
a avaliacdo da aceleracdo, inibicdo ou parada do processo de divisdo celular
(CUCHIARA et al., 2012). Para tanto, foi utilizada a formula descrita por Carita (2010)
(Equacéo 2):

ne de células em divisao

IM% = X 100 @)

n? total de células observadas

A genotoxicidade foi determinada através da frequéncia de alteracdes
cromossomicas - AC (%), as quais foram identificadas nas diferentes fases de divisédo
da mitose: profase, metafase, anafase e tel6fase, nas células meristeméaticas de A.
cepa, considerando, neste caso, como alteracbes cromossOmicas fragmentos
cromossOmicos, perdas e pontes, cromossomos retardatarios ou soltos e outras
alteracdes. Para o célculo da frequéncia de AC foi utilizado a formula de acordo com
Brandalise (2018) (Equacéo 3):

n? de aberragdes cromossémicas observadas

AC% = X 100 3)

n? total de células observadas

A mutagenicidade foi avaliada a partir da presenca de micronucleos pois estes
resultam de danos, ndo reparados ou erroneamente, nas células parentais, sendo
facilmente observados nas células filhas como uma estrutura semelhante ao nucleo
principal, mas em tamanho reduzido (LEME & MARIN-MORALES, 2009).

5.3.4 Andlise de fitotoxicidade

Os ensaios de fitotoxicidade foram realizados para avaliar o efeito toxico das
amostras, conforme adaptacdo das metodologias indicadas por Zucconi et al. (1981),
Mendes et al. (2016) e Brandalise (2018). Os ensaios foram realizados em
quadruplicata utilizando como bioindicadores as sementes: pepino (Cucumis sativus),
da variedade pepino caipira, organicas, livres de agrotoxicos e fungicidas, da marca
ISLA®, lote 147206; alface (Lactuca sativa), da variedade regina de verao, organicas,

livres de agrotéxicos e fungicidas, da marca ISLA®, lote 132174; e cebola (allium
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cepa), da variedade baia periforme, organicas, livres de agrotoxicos e fungicidas, da
marca ISLA®, lote 132868.

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicatas, nos quais foram
colocados 5 ml de amostra em cada placa de Petri, incluindo trés controles para cada
tipo de semente, sendo um deles com pH 3, outro com pH 7 e outro com pH 10, de
forma a investigar se o pH também interferiu na germinacdo das sementes. As placas
foram cobertas com parafilme para facilitar as trocas gasosas e diminuir as perdas por
umidade.

Para a alface foram utilizadas 20 sementes por placa (80 por tratamento no
total), sendo incubadas a uma temperatura de 20+5°C por um periodo de 48 horas,
de acordo com a metodologia de Mendes et al. (2016).

Para o pepino foram utilizadas 10 sementes por placa (40 por tratamento no
total), sendo incubadas a uma temperatura de 20+5°C por um periodo de 72 horas,
de acordo com a metodologia de Mendes et al. (2016).

Para a cebola foram utilizadas 20 sementes por placa (80 por tratamento no
total), sendo incubadas a uma temperatura de 20+5°C por um periodo de 120 horas,
de acordo com a metodologia de Brandalise et al. (2018).

O numero de sementes germinada e o comprimento das radiculas foi
contabilizado com o auxilio de um paquimetro digital e o indice de germinacao foi

calculado através da formula descrita por Zucconi et al. (1981) (Equagéo 4):
Lm
IG=G— (4)

Onde:

IG= indice de germinacéo;

G= numero de sementes germinadas na amostra, dividido por niumero de
sementes germinadas no controle;

Lm= longitude média das raizes germinadas da amostra (mm);

Lc= longitude média das raizes germinadas do controle (mm).

Um indice de germinacéo inferior a 100% indica que a germinacao da raiz foi
prejudicada pelo contato com a solugao, enquanto valores superiores a 100% indicam

gue as caracteristicas foram melhoradas.
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Para o parametro de germinacao relativa (GR) foi contabilizado o nimero total
de sementes germinadas por tratamento, enquanto para o parametro de alongamento
médio das raizes (AR) foi feito a média do comprimento radicular encontrado em cada

tratamento.

5.4 Analise estatistica

Antes de todas as analises, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk (p < 0,05) para verificar a normalidade dos mesmos. Os resultados foram
analisados através da andlise de variancia das interacdes e efeito simples dos fatores
pelo programa Andlises Estatisticas com R Shiny (SAIS) e pelo teste de regressao em
pedacos (piecewise) pelo programa SigmaPlot versdo 14.5. As equacdes geradas
para cada uma das regides dos gréaficos gerados podem ser encontradas no Apéndice
A deste trabalho.

Os dados referentes aos parametros de citotoxicidade, genotoxicidade,
mutagenicidade, citocinese e aos indices de germinacao foram submetidos a anélise
de variancia e posterior comparagao com o controle negativo pelo teste de Bonferroni

pelo programa Graph Pad Prism, verséo 8.0.
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6. Resultados e discussao

A caracterizacdo da amostra inicial, contendo diclofenaco de sédio produzida e
utilizada antes dos tratamentos € apresentada na Tabela 2. Antes de ser submetida

aos tratamentos foram adicionados 0,6 g/L de TiOx.

Tabela 2. Caracterizacdo da amostra inicial de diclofenaco de sddio

Efluente Concentragdo pH  Condutividade DQO

Diclofenaco de sbédio

diluido em agua destilada 25 mg/L 7,32 23,18 1S 108,47 mg/L

6.1 Degradacéo de diclofenaco de sédio

O aumento das doses de o0zbnio, bem como o aumento no tempo de radiacao
aplicado durante a fotocatalise heterogénea, promoveram uma diminuicdo
significativa dos teores de diclofenaco de sédio presente na solugdo, como mostrado
na Tabela 3. O quadro de analise da variancia (Tabela 3) mostra uma interacédo
significativa (0,05% de probabilidade) entre as doses de 0z6nio e o tempo de radiacéo
aplicados. Se a interacdo entre os dois fatores aplicados nao for significativa, isso
evidencia que os fatores séo independentes, ou seja, 0 comportamento de um fator
independe da variagdo do outro fator. No entanto, se uma interagéo for significativa,
como ocorre neste parametro analisado, isso indica que a resposta de um fator
depende da presenca ou auséncia do outro. Desta forma, necessita-se apresentar o
comportamento de um fator dentro de cada nivel do outro fator (BARBIN, 2003;
GOMES, 2000; STORCK et al., 2006), ou seja, deve-se analisar os efeitos simples
dos fatores.

Tabela 3 — Analise de variancia para a degradacéo do diclofenaco

Analise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiagao 0,0017298
Doses de 0zb6nio 0,0000000
Interacdo entre Tempo de radiacéo e as Doses de Ozo6nio 0,0241441

A andlise do sistema de ozonizacdo catalitica simples (sem a utilizacdo da
radiacdo UV) € mostrada na Figura 9. Pode-se perceber que ocorre uma rapida

degradacéo do diclofenaco de s6dio com a aplicacdo da primeira dose de ozonio e,
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na sequéncia, ocorre uma estabilizacéo (platd) nas concentracdes de diclofenaco em
solucéo.

A curva que melhor se adaptou ao comportamento apresentado pelo
diclofenaco com a aplicacéo de ozonio foi a Linear — Platd, como pode ser observado
na Figura 9. Este modelo de resposta linear-platdé (PRL) foi aplicado inicialmente em
ensaios sobre fertilidade do solo (BRAGA, 1983). Sua principal vantagem é que na
presenca de doses muito elevadas de algum elemento torna-se possivel estimar a
diminuicdo do desempenho ocasionado pelo excesso. Segundo Coelho et al. (1987),
o modelo descontinuo PRL permite a comparacdo de combinacdes alternativas de
retas e platés permitindo escolher como melhor opcdo de ajuste a combinacéo que
melhor apresente a soma de quadrados dos desvios.

Utilizando o processo de ozonizacdo em seu trabalho, Beltran et al. (2009)
afirmam que apds os primeiros 10 minutos de reacdo, com uma concentracao de 20
mg Os/L, foi observado que o diclofenaco foi totalmente eliminado, permanecendo na
solucdo apenas uma mistura de acidos carboxilicos saturados e insaturados e outros
intermediarios. Os autores afirmaram, entretanto, que esse processo nao foi capaz de
remover 0s compostos gerados nos primeiros minutos da ozonizagédo, uma vez que a
maioria deles é de natureza acido carboxilico, por serem refratarios ao ataque do
ozonio.

GARCIA-ARAYA et al. (2010) afirmaram que, a uma concentracdo de entrada
de 10 mg Os/L, o ozbdnio néo foi detectado nas solugbes aquosas de diclofenaco
durante os primeiros 5 minutos de reacdo, o que demonstra que todo o0zdnio
consumido nesse periodo de tempo reage diretamente com o diclofenaco e

provavelmente os primeiros subprodutos da oxidacéo.
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Figura 9. Comportamento da concentracdo do diclofenaco de sédio pelo tratamento com Ozonizag¢éo
Catalitica, sem utilizag&do de tempo de radiacao UV.

A analise do sistema de fotocatalise heterogénea simples (sem a aplicacao de
0z6nio), é mostrada na Figura 10. Pode ser observado que nos tempos de radiacao
menores as concentracdes de diclofenaco se mantiveram constantes. Somente a
partir dos 120 minutos de exposicdo a radiacdo UV que inicia um processo de
diminuicdo da concentracdo de diclofenaco em solucdo. Neste caso, também a curva
gue melhor se adaptou ao comportamento apresentado pelo diclofenaco com a
aplicacao de radiacdo UV foi a Linear — Platd, como pode ser observado na Figura 10.

Utilizando o processo de fotocatalise heterogénea, Rizzo et al. (2009) também
observou em seu estudo que a mineralizagdo do diclofenaco foi aprimorada pelo
aumento do tempo de radiacdo. Calza et al. (2006), utilizando uma concentracao
inicial de 15mg/L de diclofenaco e 0,2 g/L de TiOz, observou o desaparecimento total
deste farmaco apds 1 hora de radiacdo UV, entretanto utilizando uma lampada de
maior poténcia (1500W).

Esta diferenca na degradacéo do diclofenaco em comparacéo ao observado na
Figura 10 pode ser explicada porque a taxa de mineralizagc&o do diclofenaco, depende
de algumas varidveis importantes que afetam diretamente as taxas de reacao quimica
e fotocatalitica, ou seja, a taxa do processo, sendo elas: a concentracao inicial do
composto alvo, nesse caso o diclofenaco de sodio, a carga do fotocatalisador e o
tempo de radiagao (AGUINACO et al., 2012; RIZZO et al., 2009).
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Figura 10. Comportamento da concentragdo do diclofenaco de sédio pelo tratamento com Fotocatélise
Heterogénea.

A andlise do sistema de ozonizacado fotocatalitica é mostrada na Figura 11,
onde pode-se observar o efeito simples da fotocatalise no processo de ozonizagao.
Observa-se um comportamento semelhante ao encontrado no processo de
ozonizacdo catalitica simples sem a utilizacdo de radiacdo UV (Figura 9),
apresentando uma répida degradacao inicial do diclofenaco na primeira dose de
ozonio aplicada, seguido de uma estabilizacdo e formacéo de platd, com o aumento
das doses. Neste caso, também foi observado que a curva que melhor se adaptou
ao comportamento do diclofenaco foi a Linear-Platd, como pode ser observado na
Figura 11.
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Figura 11. Comportamento da concentracao do diclofenaco de sédio pelo tratamento com Ozonizacdo
Fotocatalitica utilizando: 60 minutos de radiagcdo UV (a); 120 minutos de radiacdo UV (b); e 180 minutos
de radiacdo UV (c).

Pode-se perceber que o tratamento de fotocatalise heterogénea foi o que
menos conseguiu remover o diclofenaco de sodio, ao contrario dos processos

envolvendo a utilizagdo de oz6nio que obtiveram uma grande remogao ja na primeira
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dose aplicada, o que corrobora com a pesquisa de GARCIA-ARAYA et al. (2010), que
afirmaram que a ozonizacdo do diclofenaco € uma reacao rapida e a eliminacao
completa é alcangcada em cerca de 7 minutos.

Segundo Holanda (2022), o 0z6nio promove uma rapida quebra na molécula
de diclofenaco, entretanto o aumento das doses de 0z6nio pode nao ter sido eficiente
na quebra total da molécula, uma vez que passa a degradar os seus metabdlitos,
diminuindo assim a fitotoxicidade, citotoxidade, genotoxicidade e mutagenicidade da
solucao final. Dessa forma, o uso de processos combinados (ozonizacéo e fotocatalise
heterogénea) pode promover uma maior eficiéncia na degradacdo da molécula de
diclofenaco, bem como, uma diminuicdo dos indicadores de toxicidade nos
tratamentos combinados.

Os tratamentos utilizando o processo de ozonizacgdo catalitica (simples sem
utilizacdo de radiacdo UV) tiveram uma eficiéncia de remocdo da molécula de
diclofenaco em torno a 95%. Enquanto o tratamento de fotocatalise heterogénea
(simples sem aplicacdo de 0zb6nio), teve uma eficiéncia de remogéo de até 20% da
molécula de diclofenaco. Os processos combinados tiveram eficiéncia de remocao de
até 98,61% na degradacao da molécula, conforme pode ser observado na Tabela 3.

A remocao de 98,61% da molécula de diclofenaco foi alcangcado com tempo de
180 minutos de radiacdo combinado com uma dose de 352,8 mg Os/L. Esse resultado
pode ser explicado pois uma combinagcdo de dois ou mais POA’s pode aumentar a
geracao de radicais livres altamente reativos que consequentemente leva a taxas de
oxidacdo mais altas (AGUSTINA et al., 2005).

Tabela 4 — Eficiéncia de remocéo de diclofenaco em cada tratamento
Radiacao Dose de Os Radiacao Dose de O3

(minutos) (mg/L) B (minutos) (mg/L) 6B
0 0 - 60 88,2 94,79%
0 88,2 94,79% 60 176,4 96,52%
0 176,4 94,09% 60 352,8 96,87%
0 352,8 94,44% 120 88,2 95,48%
60 0 0% 120 176,4 97,22%
120 0 2,84% 120 352,8 97,57%
180 0 19,7% 180 88,2 93,92%
- - - 180 176,4 97,74%

- - - 180 352,8 98,61%




46

Os tratamentos utilizando a fotocatalise heterogénea combinada com a
ozonizacdo obteve eficiéncias de remocbes superiores quando comparadas aos
efeitos simples do processo de ozonizacao e fotocatalise.

Para a remocéao de diclofenaco de sédio, quando realizado o desdobramento
do fator “tempo de radiagdo” dentro do fator “doses de 0z6nio”, pode-se observar que
a dose ideal a ser utilizada € a de 176,4 mg Os/L, uma vez que a utilizacdo das doses
de 88,2 mg Os/L e 352,8 mg Os/L.

De acordo com Aguinaco et al. (2012), quando se trata do diclofenaco de sodio,
diferentemente dos outros sistemas oxidantes estudados na sua pesquisa (radiacao
UVA, ozonizagao simples, ozonizagéo catalitica de TiOz, fotdlise de 0zonio e oxidacéo
fotocatalitica), a ozonizacdo fotocatalitica gerou apenas um intermediario ndo
identificado, o qual também foi detectado em outros sistemas oxidantes juntamente
com alguns acidos, 0 que pode ser apontado como uma consequéncia da maior

capacidade de oxidagédo desse processo.
6.2 pH

O aumento das doses de 0z6nio, bem como o aumento no tempo de radiacao,
promoveu modificacdes significativas no pH das amostras (Tabela 5). Entretanto, ndo
foi observado uma interacéo significativa entre os fatores tempo de radiacao e doses
de 0zb6nio no quadro da analise de variancia (Tabela 5), isso evidencia que os fatores
sdo independentes, ou seja, 0 comportamento de um fator independe da variacéo de

outro fator.

Tabela 5 — Andlise de varidncia para o pardmetro de pH.

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,010534
Doses de 0z6nio 0,000000
Interacdo entre Tempo de radiacdo e as Doses de Ozbnio 0,084326

A analise do sistema de ozonizacao catalitica (simples) € mostrado na Figura
12. Pode-se perceber que existe uma rapida diminuicdo no valor do pH com a
aplicacdo da primeira dose, e na sequéncia € observado uma estabilizacdo (platd) nos

valores de pH da solucédo. A curva que melhor se adaptou ao comportamento do pH
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com a aplicacéo das doses de 0zbnio foi a Linear-Platd, como pode ser observado na
Figura 12.

Coelho et al. (2009), trabalhando com o processo de ozonizagdo, também
observaram que o pH diminuiu rapidamente de 7 para 3,9 - 4,3 e, ap6s 20 minutos de
reacao permaneceu constante em torno de 3, indicando por este perfil de variacéao
que sao formados compostos acidos durante este processo. O o0zbnio tem a
capacidade de degradar poluentes organicos através do ataque direto ou pela reacao
indireta com os radicais livres (fortemente dependente do pH), além disso, na
auséncia de luz UV o ozoénio ainda pode reagir diretamente com compostos organicos
(em condic@es acidas ou neutras) contribuindo para a formacéao de acidos carboxilicos
como produtos finais, que dificiimente podem ser mineralizados (OYAMA, 2000).
Portanto, pode-se deduzir que o pH da solucdo desempenha um papel crucial na
determinacao da eficiéncia da ozonizacdo, uma vez que pode alterar as vias de reacéo
(XIAO et al., 2015).

0 rrrrrrrrJrrrrrrrrij
0 100 200 300 400

Dose de 0zdnio (mg O4/L)

Figura 12. Comportamento do pH pelo tratamento com Ozonizacgdo Catalitica.

A analise do sistema de fotocatalise heterogénea (simples) € mostrado na
Figura 13. Pode ser observado que os valores de pH apresentaram um
comportamento constante durante os tempos de radiagdo aplicados, mantendo-se
neutro, com valores proximos ao pH da solu¢cdo de entrada no sistema. Estes
resultados discordam do encontrado por Rizzo et al. (2009), uma vez que utilizando
fotocatalise heterogénea, afirma que em seus experimentos o pH variou de 5,5 a 4,0
em temperatura ambiente, demonstrando uma diminuicdo em relagdo ao observado

na Figura 13.
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Figura 13. Comportamento do pH pelo tratamento com Fotocatélise Heterogénea.

Foi observado uma diminuicdo do pH de 7 para cerca de 3,5 em todos os
tratamentos com a utilizacdo do gas ozénio, enquanto os tratamentos envolvendo
somente o uso de fotocatalise mantiveram um pH um pouco mais neutro, proXimo ao
pH de entrada da solucéo de entrada, como mostrado na Tabela 6. Essa diminui¢cdo
de pH pode ser explicada pela ozonizacao fotocatalitica levar a geracdo de acidos

organicos e inorganicos durante a oxida¢do (MEHRJOUEI et al., 2015).

Tabela 6 — Valores de pH obtidos apds experimentos em laboratério
Radiacao Dose de Os Radiacao Dose de O3

(minutos) (mg/L) pH (minutos) (mg/L) pH
0 0 7,32 60 88,2 3,6

0 88,2 3,73 60 176,4 3,4

0 176,4 3,75 60 352,8 3,4

0 352,8 4,19 120 88,2 3,3

60 0 6,8 120 176,4 3,1
120 0 6,9 120 352,8 2,9
180 0 6,8 180 88,2 3,1

- - - 180 176,4 2,9

- - - 180 352,8 2,6

Mehrjouei et al. (2015) afirmaram que a maioria dos estudos publicados nessa
area demonstram que o pH acido é preferido para os tratamentos de ozonizagéo

fotocatalitica devido & uma maior oxidagéo e eficiéncia de mineralizagao.
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Entretanto, Bhadra et al. (2016), afirmam que o diclofenaco tem um pka
(constante de dissociacao) de 4,15, o que indica que em valores menores que este de
pH, o diclofenaco tem uma forma neutra e entdo tem a sua solubilidade reduzida,
causando a precipitacao do farmaco nestas condi¢des, o que pode justificar porque a
remocao atinge um platd e ndo consegue 100% de remocao nos tratamentos que
foram utilizados 0z6nio, pois o pH da amostra fica abaixo do valor estipulado de pka

do composto.

6.3 Condutividade

O aumento das doses de 0z6nio, bem como o aumento no tempo de radiacao,
promoveu modificacdes significativas na condutividade das amostras (Tabela 7). O
guadro de andlise de variancia (Tabela 7), mostra uma interacao significativa (0,05%

de probabilidade) entre as doses de o0z6nio aplicadas e o tempo de radiagdo UV.

Tabela 7 — Andlise de variancia para o parametro de condutividade.

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,00000200
Doses de 0z6nio 0,00000129
Interacdo entre Tempo de radiacédo e as Doses de Ozbnio 0,00084502

A analise do comportamento dos valores de condutividade € mostrada na
Tabela 8. Analisando os valores obtidos para a condutividade, é possivel perceber
que em todos os tratamentos, no primeiro momento ocorre 0 aumento deste
parametro de forma gradual, entretanto, para a ozoniza¢do catalitica ocorre um
decaimento brusco logo em seguida. Ja& para os tratamentos de fotocatalise
heterogénea e ozonizacéao fotocatalitica (utilizando 60 minutos de radiacdo UV) esse
decaimento no segundo momento acontece de forma mais gradual.

No tratamento de Ozonizacao Catalitica (simples), a condutividade apresentou
um valor mais alto quando aplicada a dose de 88,2 mg O3/L, que logo foi reduzido nas
doses seguintes. As alteragdes nos valores de condutividade, e também pH, podem
estar relacionadas a formacgéao de acidos e sais organicos resultantes da oxidacéo de
poluentes e interferéncia do uso de catalisador no processo (KERN et al., 2013).

De forma geral, para a Ozonizacdo Fotocatalitica, foi observado um aumento
gradual da condutividade conforme as doses de 0z6nio e tempo de radiagdo tambéem
foram aumentados, diferente da Fotocatalise Heterogénea que apresentou um
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comportamento ao contrario, ou seja, a condutividade diminuiu com o aumento do
tempo de radiacao.

Nos tratamentos de ozonizagao fotocatalitica (utilizando 120 e 180 minutos de
radiacdo UV) pode-se perceber que os valores de condutividade continuam

aumentando de forma mais lenta apds um tempo de reacao.

Tabela 8 — Valores de condutividade obtidos apés experimentos em laboratério

Ra.diagéo Dose de Condutividade Ra_diagéo Dosc,)e3 de Condutividade
(minutos)  Os (mg/L) (uS) (minutos) (mg/L) (uS)
0 0 23,18 60 88,2 166,2
0 88,2 228 60 176,4 290,6
0 176,4 54 60 352,8 288,4
0 352,8 69,79 120 88,2 304,2
60 0 36,12 120 176,4 421,4
120 0 29,27 120 352,8 506,3
180 0 21,76 180 88,2 545,5
- - - 180 176,4 783
- - - 180 352,8 1045

6.4 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

O aumento das doses de 0z6nio, bem como o aumento no tempo de radiacao,
nao promoveu modificacdes significativas na DQO das amostras (Tabela 9). Neste
caso, nao foi observado uma interacéo significativa entre os fatores tempo de radiacao
e doses de 0zbnio no quadro da analise de variancia (Tabela 9), isso evidencia que
os fatores sao independentes, ou seja, o comportamento de um fator independe da

variacdo de outro fator.

Tabela 9 — Anadlise de variancia para o parametro de DQO.

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,96484
Doses de 0z6nio 0,53045
Interacdo entre Tempo de radiacéo e as Doses de Oz6nio 0,70258

A analise do sistema de ozonizacao catalitica (simples) € mostrado na Figura
14. Pode-se perceber que nas primeiras doses aplicadas ocorre uma diminuicéo
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gradual (com a aplicacao das duas primeiras doses) e, em seguida, uma tendéncia a
uma estabilizacéo dos valores e formacao de um plato. A curva que melhor se adaptou
ao comportamento da DQO, com a aplicagcdo de ozonio foi a Linear — Platd, como
pode ser observado na Figura 14.

Béltran et al. (2009), trabalhando com o processo de o0zonizag¢ao observou que
0 0z6nio sozinho leva a uma rapida taxa de remocéao do carbono organico total (TOC)
durante os primeiros 20 minutos de reacao, e logo apds diminui mais lentamente até
atingir um valor estacionario apos 2 horas de reacdo, sendo encontrada uma remoc¢ao
de 43, 46 e 50% apoOs 120 minutos de reacdo em pH 5, 7 e 9, respectivamente. Ao
contrario da remocao rapida do diclofenaco em processos de ozonizacdo, a remogao
de carbono total organico (TOC) é um processo mais lento (GARCIA-ARAYA et al.,
2010).
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Figura 14. Comportamento da DQO pelo tratamento com ozonizagdo catalitica

A andlise do sistema de fotocatélise heterogénea simples (sem a aplicacédo de
0z6nio), € mostrada na Figura 15. Pode ser observado que ocorre uma diminuicéo
gradual da DQO durante todos os tempos de radiagcédo UV aplicados.

Rizzo et al. (2009), trabalhando com a fotocatalise heterogénea também
observou que a remocao do diclofenaco é maior em comparacdo com a porcentagem
de remocédo de DQO, o que pode ser explicado pela formacao de intermediarios
organicos aromaticos durante o processo. Calza et al. (2006), entretanto, relataram a
remocao quase completa de TOC para uma concentracgéo inicial de Diclofenaco de
15mg/L e 0,2 g/L de TiO2 ap6s 120 minutos de radiacdo (usando, no entanto, uma

lampada de maior poténcia).
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Em seu estudo, Rizzo et al. (2009) também observou que uma remocao
progressivamente maior (78 e 85%) de DQO foi detectada quando a carga de TiO2
aumentou para 0,4g/L e 0,8 g/L apds 120 minutos de radiagdo com uma concentragdo
inicial de 15 mg/L de diclofenaco.
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Figura 15. Comportamento da DQO pelo tratamento com fotocatélise heterogénea.

A Figura 16 traz o efeito simples da fotocatalise no processo de ozonizagédo
catalitica. Observa-se um comportamento semelhante ao encontrado no processo de
ozonizacao simples (sem aplicacdo de radiacdo UV), com exce¢do da curva que
demonstra o comportamento da utilizacdo de 120 minutos de radiacdo, com uma
diminuicao inicial dos valores de DQO na primeira dose aplicada, seguido de uma
estabilizacdo e formacdo de platd, com o aumento das doses de ozbnio. Esse
comportamento também foi descrito por Rocha et al. (2009), que avaliou a degradacédo
do diclofenaco de sédio utilizando H202/fenton em um reator eletroquimico, onde
ocorre uma diminuicdo na DQO nos primeiros 20 minutos da eletrélise e em seguida
ocorre uma estabilizacdo da DQO em funcéo do tempo.

Aguinaco et al. (2012), trabalhando com ozonizacao fotocatalitica, afirma que
com relagcdo a remocdo de TOC o melhor processo em termos de taxa de
mineralizacdo para tempos menores que 50 minutos foi a ozonizag&o fotocatalitica,
uma vez que, a conversdo de TOC aumentou de 45% (sem 0zo6nio) para 62-68%

quando foi aplicada uma concentracdo de ozoénio de 20-30 mg/L.
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Figura 16. Comportamento da DQO pelo tratamento com Ozonizacdo Fotocatalitica utilizando: 60
minutos de radiacdo UV (a); 120 minutos de radiacdo UV (b); e 180 minutos de radiagéo UV (c).

Os tratamentos com processo de ozonizagcdo catalitica simples tiveram

eficiéncia em torno de 70% na remocdo de DQO. O tratamento com fotocatalise

heterogénea simples (sem 0z6nio), teve uma eficiéncia de remocéao de até 41,76%. E

0s processos combinados tiveram uma eficiéncia de remocéo de DQO de até 41,76%,

conforme pode ser observado na Tabela 10.
Com base nos dados de DQO encontrados é possivel perceber que o

tratamento de ozonizacao catalitica foi o que mais removeu DQO, ao contrario do que

foi encontrado por Fernandes et al. (2020) que afirmou que todas as reacdes

fotocataliticas atingiram maiores remocbes de DQO em comparacdo com a

ozonizagéo simples.

Tabela 10 — Valores de eficiéncia de remocéo de DQO obtidos apds experimentos em laboratério

adecie Doecde) gy hadacio Dosede0) gy
0 0 - 60 88,2 0
0 88,2 11,74 60 176,4 11,74
0 176,4 70,58 60 352,8 11,74
0 352,8 70,58 120 88,2 0
60 0 11,74 120 176,4 0
120 0 11,74 120 352,8 41,16
180 0 41,16 180 88,2 11,74
- - - 180 176,4 11,74
- - - 180 352,8 11,74
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6.5 Andlise utilizando o bioteste Allium cepa

Os testes utilizando o biondicador Allium cepa permitem a avaliacdo de
diferentes endpoints genéticos (LEME e MARIN-MORALES, 2009), os quais serdo

apresentados e discutidos nos proximos tépicos.

6.5.1 Citotoxicidade

O aumento nas doses de 0z0Onio, assim como 0 aumento no tempo de radiacao
aplicados, ndo promoveram modificacbes significativas na citotoxicidade das
amostras (Tabela 11). Nao foi observada uma interacéo significativa entre os fatores
tempo de radiacdo e doses de 0zénio no quadro de analise de variancia (Tabela 11),
0 que evidencia que os fatores séo independentes, ou seja, 0 comportamento de um

fator independe da variacado de outro fator.

Tabela 11 — Analise de variancia para o parametro de citotoxicidade.

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,68437
Doses de 0z6nio 0,33378
Interacdo entre Tempo de radiagcédo e as Doses de Oz6nio 0,99929

A analise do sistema de ozonizacao catalitica € mostrada na Figura 17. Pode
ser observado que existe primeiramente um aumento do indice mitético com a
aplicacao da primeira dose de ozdnio, de 88,2 mg Os/, elevando o indice acima do
encontrado no controle negativo, entretanto nas doses seguintes ele decai, voltando
a aumentar na Ultima dose de ozénio aplicada, de 352,8 mg Os/L, ficando com valores
menores que o0 encontrado no controle negativo. A curva que melhor se adaptou ao
comportamento do diclofenaco, com a aplicacdo de ozonio foi a Linear — platé, como

pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17. indice Mitético para o Tratamento de Ozonizagdo Catalitica, sendo “CN” o valor do controle
negativo.

A andlise do sistema de fotocatélise heterogénea simples (sem a aplicacédo de
o0zo6nio), € mostrado na Figura 18. Pode ser observado que na aplicacdo do primeiro
tempo de radiacdo UV ocorreu uma diminuicdo do indice mitético. Entretanto a partir
dos 120 minutos de exposicao a radiacado UV, o indice comeca a subir, chegando ao

altimo tempo com um indice mitético mais alto que o encontrado no controle negativo.
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Figura 18. indice Mitdtico para o Tratamento de Fotocatalise Heterogénea, sendo “CN” o valor do
controle negativo.

A Figura 19 traz o efeito simples da fotocatalise no processo de ozonizacao.

Pode-se observar um comportamento semelhante ao processo de o0zonizagéo
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catalitica (Figura 17), com uma diminuicdo do indice mitético nas primeiras doses

aplicadas seguido de um aumento das doses aplicadas.
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Figura 19. indice Mitético para o Tratamento de Ozonizagéo Fotocatalitica utilizando: 60 minutos de
radiacdo UV (a); 120 minutos de radiacdo UV (b); e 180 minutos de radiacdo UV (c), sendo “CN” o valor
do controle negativo.

Para Brandalise (2018) O indice mit6tico € o parametro basico usado para aferir
a citotoxicidade e esta relacionado a avaliacdo da aceleracdo, inibicdo ou parada do
processo de divisdo celular. Pode ser observado que de maneira geral, todos os
indices mitoticos dos tratamentos envolvendo o uso de ozénio, apresentaram um
comportamento semelhante, sendo reduzidos até a terceira dose de ozonio aplicada
(de 176,4 mg Os/L) e apresentando um aumento no Ultimo ponto, referente a maior
dose aplicada de 352,8 mg Osl/L.

De acordo com Souza (2010), a reducao do indice mitético - IM pode fornecer
informacdes sobre a atividade citotdxica das substancias. Porém, esse mesmo autor
destaca que o aumento do IM pode ser prejudicial, pois pode indicar processos
tumorais. Uma que teve reducéo acentuada do seu indice mitotico foi no tratamento
de fotocatalise heterogénea, no tempo de radiacdo de 60 minutos, que também se
encontra com uma reducdo préxima de 50%. Entretanto, pode-se perceber que nos
tempos seguintes esse indice € corrigido e volta a crescer, alcancando valores mais
altos ou préximos do controle negativo em nos pontos seguintes.

Para Fiskesjo (1993) uma substancia s6 é considerada citotoxica quando a
reducdo do seu indice mitotico é superior a 50%. De acordo com essa classificacao,
pode-se considerar citotoxico todos os pontos que receberam a dose de ozb6nio de
176,4 mg OsL, independentemente do tempo de radiagdo UV adotado (60, 120 e 180
minutos), pois todos os tratamentos de ozonizagdo fotocatalitica cujos quais foram
aplicadas essa dose de ozoénio tiveram uma reducdo maior que 50% do seu indice

mitotico. Porém, nas doses maiores aplicadas, pode-se perceber que este indice volta
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a aumentar, sendo em dois casos (120 e 180 minutos de radiacdo UV) nas maiores
doses de ozonio aplicada, de 352,8 mg Os/L acabando com um indice mitético maior

que o controle negativo.

6.5.2 Genotoxicidade e mutagenicidade

O aumento nas doses de 0z6nio, assim como 0 aumento no tempo de radiacao
aplicados, ndo promoveram modificacdes significativas na genotoxicidade das
amostras (Tabela 12). N&o foi observada uma interacéo significativa entre os fatores
tempo de radiacdo e doses de 0z6nio no quadro de analise de variancia (Tabela 12),
0 que evidencia que os fatores séo independentes, ou seja, 0 comportamento de um

fator independe da variagéo de outro fator.

Tabela 12 — Andlise de variéncia para o pardmetro de genotoxicidade.

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,54657
Doses de 0z6nio 0,09712
Interacéo entre Tempo de radiacédo e as Doses de Ozb6nio 0,25146

Na avaliacdo dos efeitos genotoxicos sdo apurados o potencial de promover
alteracdes nocivas ao material genético de um agente toxico e que necessariamente
nao sao fixadas uma vez que podem ser recompostas pelo sistema de reparo celular
(BRANDALISE, 2018).

A Tabela 13 apresenta os efeitos genotoxicos produzidos pelas amostras no
bioindicador Allium cepa. Embora ndo tenha sido observado diferenca estatistica
significativa, pode-se perceber que a solucdo de diclofenaco sem tratamento (bruta)
foi a que produziu um maior efeito genotoxico. Beltran et al. (2009) observou que
utilizando a solucéo inicial de diclofenaco na concentracdo de 30 mg/L foi atingindo a
morte total do crustdceo Daphnia magna apos 48h de exposi¢do. Aguinaco et al.
(2012) também observou que uma solucéo de diclofenaco a 30 mg/L levou a morte de
65% dos organismos de Daphnia magna apos 48h de exposigao.

Um estudo conduzido por Guiloski et al. (2017) observou que diclofenaco néo
foi genotdxico no sangue e no figado de Rhamdia quelen, entretanto a autora destaca
gue os dados disponiveis sobre a genotoxicidade do diclofenaco em peixes nao sao
tdo conclusivos, uma vez que dependem do tempo de exposicdo, espécie e

concentracéo adotados.
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Analisando os tratamentos que tiveram a aplicacdo apenas de doses de 0z6nio
€ possivel ver que a primeira dose aplicada nédo produziu nenhum efeito genotoxico
para esta espécie. Entretanto, na segunda dose aplicada apareceram algumas
alteracdes cromossdmicas, que logo foi diminuido com a aplicacdo da dose mais alta
do ozonio aplicada. Beltran et al. (2009), trabalhando com ozonizacéo, observou que
apos 10 minutos de ozonizagdo (20 mgOs/L) a solugdo apresentou uma alta
toxicidade, porém apoés 2 horas de reacao foi significativamente reduzida a toxicidade
da agua, sendo observado que apoés as 48h de exposi¢céo a solucéo final, apenas 15%
dos organismos morreram.

Para o processo de fotocatalise heterogénea simples, foi observado que
somente o0 primeiro ponto ndo apresentou nenhum efeito genotdxico para esta
espécie. A partir dos 120 minutos de exposi¢cdo a radiacdo UV existiu a presenca de
algumas alteracdes cromossdmicas. Rizzo et al. (2009) relataram que, trabalhando
com fotocatalise heterogénea, a toxicidade leve apresentada pela solucdo de 15 mg/L
de diclofenaco nao tratado em D. magna diminuiu gradualmente e desapareceu
completamente apds 60 minutos de radiagdo com uma carga de 0,2 g/L de TiO2. Calza
et al. (2006), trabalhando com o processo de fotocatalise heterogénea, observou que
durante esse tratamento, no periodo de 0 a 20 minutos de radiacdo sdo formados
compostos mais toxicos que o diclofenaco utilizando o bioensaio com Vibrio fischeri
Microtox baseado na inibicdo de bactérias luminescentes

Analisando o processo de ozonizagao fotocatalitica, com aplicacdo de doses
de ozbnio e tempos de radiacdo UV, pode ser observado que o tratamento que
recebeu 176,4 mg Os/L junto a um tempo de radiacdo de 60 minutos de UV, também
teve um aumento das altera¢des cromossémicas préximo ao encontrado na amostra
sem tratamento, entretanto todas as outras apresentaram um menor indice de efeitos
genotoxicos. Conforme Aguinaco et al. (2012), em seu trabalho com ozonizacgéo
fotocatalitica, essa combinacdo de dois POAs foi 0 que mais conseguiu reduzir a
toxicidade do diclofenaco pra a D. magna, quando comparado aos efeitos isolados
dos tratamentos.

O uso de trés controles, um com pH acido, um com pH neutro e um com pH
bésico, permitiu observar ainda que este fator ndo interferiu no aumento de alteracdes
cromossOmicas, uma vez que este efeito ndo foi observado em nenhum dos trés
controles. Portanto, as alteracdes que apareceram nos tratamentos provavelmente

aconteceram devido aos intermediarios oxidados formados no processo,
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especialmente acidos carboxilicos, formados a partir da mineralizacdo incompleta de

compostos organicos podem ter efeitos toxicos (LASHUK e YARGEAU, 2021).

Tabela 13. Alteracdes cromossdmicas encontradas apés 0s experimentos em laboratério
Alteragbes Cromossomicas
Tempo de radiagdo UV Dose de ozonio (mg Alteragbes Cromossomicas

(minutos) O3/L) (AC%)
0 0 0,15
0 88,2 0
0 176,4 0,08
0 352,8 0,05

60 0 0

60 88,2 0

60 176,4 0,13
60 352,8 0,05
120 0 0,03
120 88,2 0,03
120 176,4 0,05
120 352,8 0,08
180 0 0,05
180 88,2 0

180 176,4 0,03
180 352,8 0,05

A presenca de alteragbes cromossdmicas observadas nas células
meristematicas dos bioindicadores ndo foram significativas, porém houve o
aparecimento de ponte cromossémica na anafase e a perda de cromossomo (Figura
20). Conforme as altera¢cdes cromossOmicas, como perdas cromossdmicas, atrasos,
aderéncias, multipolaridade e metafases C resultam de efeitos aneugénicos, enquanto
as pontes e quebras cromossémicas, sdo indicadores de uma acao clastogénica.
Quando as alteracbes genotdxicas de efeitos clastogénicos ndo sdo devidamente
reparadas pelo sistema celular, podem levar a mutacdes herdaveis cujos efeitos
podem ser desde a inviabilidade celular até o desenvolvimento de processos
carcinogénicos (BRANDALISE, 2018; LEME E MARIN-MORALES, 2009).
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Figura 20. Alteracdes Cromossdmicas encontradas nos tratamentos: 1) Anafase com ponto
cromossbmica encontrada na amostra sem tratamento; 2) Anafase com ponte cromossémica
encontrada no tratamento de Ozonizagdo Catalitica, 352,8 mg Oaz/L; 3) Metafase com cromossomo
solto encontrada no tratamento de Ozonizag¢&o Fotocatalitica com 60 minutos de radia¢do e 176,4 mg
O3/L; 4) Anéfase com perda de cromossomo encontrada no tratamento de Ozonizagdo Fotocatalitica
com 120 minutos de radiacdo UV e 176,4 mg Os/L.

Leme e Marin-Morales (2009) afirmam que o teste de A. cepa € vantajoso por
ser um ensaio rapido e sensivel para detectar genotoxicos e mutagénicos ambientais,
bem como, pela possibilidade de avaliar diversos desfechos genéticos, permitindo a
avaliacdo dos mecanismos de acdo dos agentes testados no DNA dos organismos
expostos.

Com relagcéo a mutagenicidade das amostras, 0 aumento nas doses de 0z6nio,
assim como o aumento no tempo de radiacdo aplicados, ndo promoveram
modificacdes significativas (Tabela 14). Nao foi observada uma interagéo significativa
entre os fatores tempo de radiacdo e doses de o0zbnio no quadro de andlise de
variancia (Tabela 14), o que evidencia que os fatores séo independentes, ou seja, 0

comportamento de um fator independe da variacdo de outro fator.

Tabela 14 — Analise de variancia para o parametro de mutagenicidade.

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,55378
Doses de 0z6nio 0,41594
Interacdo entre Tempo de radiacdo e as Doses de Ozdnio 0,11253

Foi detectado a presenca de algum indice de mutagenicidade nos tratamentos
de ozonizagdo catalitica na dose de 88,2 mg Os/L de ozbnio, na fotocatalise
heterogénea no tempo de radiagdo de 60 minutos e na ozonizagdo fotocatalitica em
dois tratamentos, na dose de 352 mg Os/L de 0z6nio e 120 minutos de radiagéo UV e
na dose de 352 mg Os/L de o0zbnio e 180 minutos de radiacdo UV, como pode ser

observado na Tabela 15.
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Os tratamentos que apontaram algum efeito, estes podem ter ocorrido como
consequéncia de algum subproduto formado durante os tratamentos, uma vez que na
amostra contendo o diclofenaco sem tratamento n&o foi identificado nenhum efeito
mutagénico nas células em divisdo mitética do Allium cepa. Este comportamento
também foi encontrado por Diniz et al. (2015) que investigou a ecotoxicidade do
diclofenaco (entre outros farmacos) e seus subprodutos da fotolise UV em peixes-
zebra (Danio rerio) e os resultados demonstraram que os subprodutos gerados a partir
da degradacdo do diclofenaco foram significativamente mais téxicos do que o

composto original.

Tabela 15. Efeitos mutagénicos encontrados apds os experimentos em laboratério

Mutagenicidade

Tempo de radiagdo  Dose de ozonio (mg Mutagenicidade (MUT%)

UV (minutos) O3/L)
0 0 0
0 88,2 0,15
0 176,4 0
0 352,8 0
60 0 0,08
60 88,2 0
60 176,4 0
60 352,8 0
120 0 0
120 88,2 0
120 176,4 0
120 352,8 0,05
180 0 0
180 88,2 0
180 176,4 0
180 352,8 0,13

A presenca de efeitos mutagénicos observadas nas células meristematicas dos
bioindicadores nao foram significativos, porém houve o aparecimento de micronucleos
nas ceélulas (Figura 21), e destes tratamentos, somente os ultimos dois (de ozonizagao

fotocatalitica) também apresentaram alteracdes cromossdmicas.
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Figura 21. Presenca de formagdo de micronicleos encontrados nos tratamentos: 1) Presenca de
diversos microndcleos detectados no tratamento de Ozonizacdo Fotocatalitica com 60 minutos de
radiacdo UV e 88,2 mg Os/L de ozdnio aplicado; 2) Presenca de dois microndcleos encontrados no
tratamento de 180 minutos de radiacdo UV e 352,8 mg Oz/L de 0zdnio aplicado.

6.5.3 Citocinese

A citocinese € o processo pelo qual uma célula mae se divide em duas células
filhas, onde a célula em divisao sofre uma série de mudancas, envolvendo processos
biolégicos complexos que garantem a segregacao igual do material genético nas
células filhas. A divisdo celular € importante para as funcdes celulares normais e erros
de citocinese podem promover muitas doencas (SRIVASTAVA et al., 2021).

O aumento nas doses de 0z0Onio, assim como 0 aumento no tempo de radiacao
aplicados, ndo promoveram modificagdes significativas na citocinese das amostras
(Tabela 16). N&o foi observada uma interacéo significativa entre os fatores tempo de
radiacdo e doses de 0zb6nio no quadro de andlise de variancia (Tabela 16), o que
evidencia que os fatores sé@o independentes, ou seja, 0 comportamento de um fator

independe da variagdo de outro fator.

Tabela 16 — Analise de variancia para o parametro de citocinese

Andlise de variancia Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,71634
Doses de 0z6nio 0,38167
Interacdo entre Tempo de radiacédo e as Doses de Ozoénio 0,99240

A andlise do sistema de ozonizagdo simples, € mostrado na Figura 22. Pode -
se perceber que os valores de citocinese se mantiveram todos proximo ao valor



63

encontrado como controle negativo, ocorrendo uma diminuicéo inicial desse indice até

a segunda dose de 0z6nio aplicada, e por ultimo a tendéncia a aumentar.
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Figura 22. Citocinese encontrada para o tratamento de Ozonizagao Catalitica, sendo “CN” o valor do
controle negativo.

A analise do sistema de fotocatélise heterogénea simples (sem a aplicacdo de
oz6nio), é mostrado na Figura 23. Pode ser observado que no primeiro tempo de
radiacdo ocorre uma diminuicdo deste indice de citocinese. A partir dos 120 minutos

de radiacao UV, inicia um processo de aumento do indice de citocinese.
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Figura 23. Citocinese encontrada para o tratamento de fotocatélise heterogénea, sendo “CN” o valor
do controle negativo.

A Figura 24 traz o efeito simples da fotocatalise no processo de ozonizacao.

Observa-se um comportamento semelhante ao processo de ozonizacdo catalitica
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simples (Figura 22), com uma diminui¢do do indice de citocinese nas primeiras doses

de 0z6nio aplicadas e, um aumento do indice na aplicacéo de 352,8 mg Os/L aplicado.
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Figura 24. Citocinese encontrada para o tratamento de ozonizacgédo fotocatalitica com aplicacdo de 60
minutos de radiagdo UV, sendo “CN” o valor do controle negativo.

Com relacdo a citocinese, pode-se observar que todos os tratamentos
apresentaram primeiramente uma reducéo gradual dos seus valores, até abaixo do
controle negativo, para voltarem a subir na ultima dose de ozénio aplicada de 352,8
mg Os/L. Nos tratamentos de ozonizagdo fotocatalitica com 60 e 180 minutos de
radiacdo UV, a ultima dose de ozdnio aplicada nao foi suficiente para elevar o indice
de citocinese acima do controle negativo, embora tenha sido observado esse
aumento. Ja o tratamento de ozonizacao fotocatalitica com 120 minutos de radiacao
UV, na ultima dose de ozénio aplica conseguiu elevar o indice de citocinese a um nivel
maior que o controle. O mesmo efeito pode ser observado no tratamento de
fotocatalise heterogénea, sendo o tratamento de fotocatalise heterogénea com 120

minutos que radiagdo o que apresentou o maior efeito de citocinese de todos.

6.6 Analise de fitotoxicidade

Os testes de fitotoxicidade envolvem a avaliacao de efeitos toxicos em plantas
ou algas, podendo utilizar diversos parametros, tais como: crescimento (por exemplo,
comprimento da raiz, germinacéo, biomassa), atividade enzimatica e cor (LASHUK e
YARGEAU, 2021).

6.6.1 Analises utilizando o bioindicador Lactuca Sativa

O aumento das doses de 0z6nio, bem como 0 aumento no tempo de radiacao
aplicado durante a fotocatalise heterogénea, promoveram uma diferenca significativa

na fitotoxiciadade para o bioindicador Lactuca sativa, como mostrado na Tabela 17. O
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quadro de analise da variancia (Tabela 16) mostra uma interacao significativa (0,05%
de probabilidade) entre as doses de 0z6nio e o tempo de radiacéo aplicados.

Para o bioindicador Lactuca sativa pode-se observar que para o indice de
Germinacéo houve uma interacdo significativa entre os fatores (Tabela 17). Portanto
foi observado primeiramente o desdobramento do fator “tempo de radiacdo” dentro de
cada nivel do fator ozonio, e pode-se notar que somente a dose 88,2 mg Os/L néo
teve médias significativamente diferentes. Enquanto os outros niveis, 176,4 mg Os/L
e 352,8 mg Os/L obtiveram uma estatistica significativamente diferente. Ja no
desdobramento do “0z6nio” dentro de cada um dos niveis do fator tempo de radiagéo
nao foi observado nenhuma diferenca significativa entre as médias.

Para o parametro de alongamento médio das raizes, também foi observado
uma interagdo significativa para este bioindicador (Tabela 17). Neste caso, foi
observado que quando o fator de tempo de radiacdo foi desdobrado dentro de cada
um dos niveis de ozbnio, em todas as doses foi possivel observar uma diferenca
estatistica. Entretanto, ao fazer o desdobramento do ozénio dentro de cada um dos
niveis de tempo de radiacdo, as médias foram estatisticamente iguais para o tempo
de 60 minutos. Porém, houve diferenca estatistica na interacdo de oz6nio com 0s
tempos de 120 e 180 minutos.

No parametro de germinacédo relativa ndo foi observada interacdo entre os
fatores, bem como o efeito simples obteve médias estatisticamente consideradas
iguais (Tabela 17).

Tabela 17 — Analise de variancia para os parametros de avaliacdo da Lactuca sativa

indice de Alongamento Germinacéao
Andlise de variancia Germinacéao médio relativa
Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc

Tempo de Radiacéo 0,00000 0,000000 0,61068
Doses de 0z6nio 0,35436 0,279904 0,51289
Interacdo entre Tempo de
radiacdo e as Doses de 0,00030 0,000019 0,76122
Ozobnio

A analise do sistema de ozonizacéo simples, € mostrado na Figura 25. Pode -
se perceber que quando exposta a solucdo de diclofenaco, sem tratamento, os valores
do indice de germinacdo se encontraram acima do que foi encontrado no controle

(agua destilada). A aplicagdo da primeira dose de ozbnio fez com que esse indice
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diminuisse, voltando a subir a partir da aplicacdo da segunda dose de o0zbnio em
diante. Cabe salientar que mesmo ocorrendo essa diminuicdo no indice, 0 mesmo nao
ficou abaixo do encontrado no controle.
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Figura 25. indice de Germinag&o para Lactuca sativa, com aplica¢do do tratamento de ozonizag&o
catalitica, sendo “CN” o valor do controle negativo.

A analise do sistema de fotocatalise heterogénea simples (sem a aplicacdo de
0z6nio), é mostrado na Figura 26. Pode ser observado que com a aplicacao dos
tempos de radiacdo UV houve uma diminuicdo gradual do indice de germinacao.
Neste caso, a aplicacdo do Uultimo tempo de radiacdo obteve um indice

significativamente diferente dos valores encontrados no controle (Agua destilada).

Indice de Germinal
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Figura 26. indice de Germinac&o para Lactuca sativa, com aplicacdo do tratamento de fotocatélise
heterogénea, sendo “CN” o valor do controle negativo.
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A Figura 27 traz o efeito simples da fotocatalise no processo de ozonizacao.
Pode-se observar um comportamento semelhante ao encontrado no processo de
ozonizag&o catalitica simples (Figura 25). Primeiramente é observado uma diminuigao
dos indices de germinacdo e, em seguida, pode-se notar um aumento a partir da
aplicacdo da segunda dose de ozénio. Entretanto, com a utilizacdo de processos
combinados, os indices se mantiveram menores do que o encontrado no controle
negativo (dgua destilada).
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Figura 27. indice de Germinag&o para Lactuca sativa, com aplicacdo do tratamento de ozonizag&o
fotocatalitica, utilizando: 60 minutos de radiagdo UV (a); 120 minutos de radiacdo UV; e 180 minutos
de radiacdo UV; sendo “CN” o valor do controle negativo.

Analisando o indice de germinacéo da espécie Lactuca sativa de forma geral,
pode-se observar que o primeiro ponto de todas as curvas (amostra sem tratamento)
se encontra um pouco acima do valor do indice encontrado para o controle negativo.
Diferentemente dos resultados encontrados por Kummerova et al. (2016), o qual
observou que, dos endpoints usualmente analisados do teste de fitotoxicidade de
lentilha (Lemna minor), ocorreu uma inibicdo consideravel dos parédmetros de
crescimento (nimero de plantas em 70%, peso seco em 86% e area foliar em 18%)
ap6s 10 dias de cultivo foi encontrada em 100 pg/L Diclofenaco.

A partir de quando foram aplicados os tratamentos, houve uma diminuicao
gradual em todos os tratamentos para o indice de germinacao - IG%, sendo que na
fotocatalise heterogénea, no ultimo tempo aplicado, de 180 minutos, esse ponto diferiu
estatisticamente do controle negativo também. A Tabela 18 a seguir apresenta 0s
parametros de indice de Germinacéo (IG), Germinacao relativa (GR) e Alongamento

médio das raizes (AR) para o bioindicador Lactuca sativa.
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Tabela 18 — Pardmetros avaliados para o biodidicador Lactuca sativa
Parametros avaliados para Lactuca sativa

Dose de indice de . o
Tempo de o T Germinacéao Alongamento médio
radiacao ozonio (mg ~ Germinagao relativa (GR) das raizes (AR) (mm)
03/L) (%)

0 0 133,2 68 28,42

0 88,2 100,4 67 21,75

0 176,4 102,7 72 20,69

0 352,8 109,8 71 22,44

60 0 81,0 65 18,09

60 88,2 139,7 71 28,56

60 176,4 79,7 65 17,80

60 352,8 90,0 67 19,49
120 0 50,4 63 11,61
120 88,2 71,4 65 15,94
120 176,4 84,7 69 17,82
120 352,8 74,8 73 14,87
180 0 33,1 65 07,39
180 88,2 68,3 66 15,01
180 176,4 52,9 69 12,21
180 352,8 63,0 64 14,28

*Para o controle foi encontrado um alongamento médio relativo de 21,98mm e uma germinacéo relativa
de 66 sementes germinadas.

E possivel notar que esta espécie foi a que demonstrou menores indices de
germinacao em relacdo as outras estudadas, sendo a Unica a apresentar indices de
germinacao menores que 80% em mais de um dos tratamentos, bem como uma maior
inibicdo nos alongamentos médios das raizes. Este fato pode ser explicado por Torres
et al. (2018), que afirma que as sementes de alface apresentam uma elevada de
sensibilidade as mais diversas substancias.

Diferentemente das outras espécies testadas, a L.sativa apresentou uma
diminuicdo nas médias de alongamento radicular. Em sua pesquisa, Sousa et al.
(2020) também registraram uma reducdo no comprimento da raiz em resposta a
exposicdo de Solanum lycopersicum L. na dose de 10mg/L comparada as raizes néo
expostas, apesar de nao verificar efeito na germinacéo desta espécie quando exposta

ao diclofenaco de sédio.

6.6.2 Andlises utilizando o bioindicador Allium cepa

O aumento nas doses de 0z6nio, assim como 0 aumento no tempo de radiacédo

aplicados, ndo promoveram modificagdes significativas na fitotoxicidade para o
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bioindicador Allium cepa (Tabela 19). N&o foi observada uma interacéo significativa
entre os fatores tempo de radiacdo e doses de 0z6nio no quadro de analise de
variancia (Tabela 19), o que evidencia que os fatores séo independentes, ou seja, 0

comportamento de um fator independe da variagdo de outro fator.

Tabela 19 — Analise de variancia para os parAmetros de avaliagdo da Allium cepa.

indice de Alongamento Germinagéo
Andlise de variancia Germinacéao médio relativa
Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc

Tempo de Radiacéo 0,96026 0,12733 0,05998
Doses de 0z6nio 0,34078 0,26120 0,66738
Interacdo entre Tempo de
radiacdo e as Doses de 0,93831 0,84504 0,69085
Ozobnio

A analise do sistema de ozonizagdo simples é mostrada na Figura 28. Pode -
se perceber que os valores do indice de germinacdo se mantiveram abaixo do
encontrado no controle negativo. Entretanto, pode-se perceber que com a aplicacao
da primeira e da terceira dose de 0z6nio, este valor ficou muito préximo ao do controle.

Somente a aplicacdo da dose 176,4 mg Os/L pareceu causar uma diminuicdo no
indice.
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Figura 28. indice de Germinacdo para Allium cepa, com aplicacdo do tratamento de ozonizacgéo
catalitica, sendo “CN” o valor do controle negativo.

A andlise do sistema de fotocatélise heterogénea simples (sem a aplicagédo de
0z06nio), é mostrado na Figura 29. Pode ser observado que na aplicagdo do primeiro

tempo de radiacdo houve uma diminui¢ao no indice de germinacgéo. A partir do tempo
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de 120 minutos pode ser observado um aumento gradual. Entretanto todos os valores

se encontram abaixo do encontrado no controle negativo.

Indice de Germina

0 I I I I
0 60 120 180

Tempo de radiagdo (minutos)

Figura 29. indice de Germinacdo para Allium cepa, com aplicacdo do tratamento de fotocatalise
heterogénea, sendo “CN” o valor do controle negativo.

A Figura 30 traz o efeito simples da fotocatélise no processo de ozonizacgao.
Pode-se observar um comportamento similar ao encontrado nos efeitos simples de
ozonizacao e fotocatélise heterogénea (Figuras 28 e 29, respectivamente), porém
para o uso combinado pode-se observar que alguns pontos o indice de germinagéo
consegue superar o encontrado no controle negativo. Para este bioindicador, somente

a ozonizacao fotocatalitica promoveu valores de indice de germinag¢do maiores que 0

controle.
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Figura 30. indice de Germinacdo para Allium cepa, com aplicagdo do tratamento de ozonizag&o
fotocatalitica utilizando: 60 minutos de radiacdo UV (a); 120 minutos de radiacéo UV (b); e 180 minutos
de radiacdo UV; sendo “CN” o valor do controle negativo

Analisando as curvas do indice de germinacdo da espécie Allium cepa, pode-

se observar que o primeiro ponto, sem tratamento, se encontra abaixo do controle
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negativo, embora ndo tenho diferido estatisticamente. Para os tratamentos de
ozonizacao fotocatalitica, a tendéncia é de o indice subir a medida que as doses
aumentam gradualmente. Enquanto nos outros tratamentos (fotocatalise heterogénea
e 0zonizacdo catalitica) a tendéncia é de o indice diminuir na primeira dose aplicada,
de 88,2 mg Os/L, e voltar a aumentar somente na maior dose aplicada.

A Tabela 20 a seguir apresenta os parametros de indice de Germinacéo (IG),
Germinacéo relativa (GR) e Alongamento médio das raizes (AR) para o bioindicador
Allium cepa.

Tabela 20 — Pardmetros avaliados para o biodidicador Allium cepa
Parametros avaliados para Allium cepa

Dose de indice de L L
Tempo de o T Germinacéao Alongamento médio
radiacao ozonio (mg  Germinagao relativa (GR) das raizes (AR) (mm)
03/L) (%)

0 0 92,7 55 29,12

0 88,2 100,9 57 30,59

0 176,4 87,2 52 28,97

0 352,8 100,1 58 29,84

60 0 79,8 57 24,18

60 88,2 94,2 59 27,60

60 176,4 108,9 62 30,36

60 352,8 97,9 60 28,20
120 0 83,2 60 23,96
120 88,2 91,1 64 24,58
120 176,4 97,4 71 23,75
120 352,8 111,0 62 30,94
180 0 84,5 61 23,94
180 88,2 97,3 54 31,13
180 176,4 87,0 60 25,06
180 352,8 106,1 64 28,64

*Para o controle foi encontrado um alongamento médio relativo de 27,87mm e uma germinacéo relativa
de 62 sementes germinadas.

Esta espécie se mostrou menos sensivel as amostras, que a Lactuca sativa,
sendo observado que os tratamentos que obtiveram alguma diminuicdo no
crescimento radicular em comparagédo com o controle foram aqueles em que foram
aqueles utilizando 120 minutos de radiagc&o, nas doses 0, 88,2 e 176,4 mg OsL de
0z6nio bem como, utilizando 180 minutos de radiacdo, nas doses 0 e 176,4 mg Os/L
de 0zb6nio. Santos et al. (2021) confirmaram que a menor concentracao de diclofenaco
testada em seus estudos, igual a 7,5 mg/L, ja foi capaz de causar alteracdes no

crescimento de raizes de A. cepa, entretanto observou-se uma reducao de toxicidade,
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com melhores resultados apds 3 horas de exposi¢cdo, 0 que corrobora com 0 uso da
radiacdo UV na degradacdo de compostos quimicos, como o diclofenaco, e a reducéo

do seu potencial toxico.

6.6.3 Analises utilizando o bioindicador Cucumis sativus

O aumento das doses de 0z6nio, bem como 0 aumento no tempo de radiacao
aplicado durante a fotocatélise heterogénea, promoveram uma diferenca significativa
na fitotoxiciadade para o bioindicador Cucumis sativus, como mostrado na Tabela 21.
O quadro de andlise da variancia (Tabela 21) mostra uma interacdo significativa
(0,05% de probabilidade) entre as doses de 0zonio e o tempo de radiacao aplicados.

Analisando o parametro de indice de germinacdo, é possivel inferir que a
interacdo dos fatores de tratamento ndo teve uma interacdo significativa quando
utilizados combinados. O parametro de germinacao relativa também néo apresentou
interagdo significativa entre os fatores, bem como o efeito simples deles também n&o
obteve médias estatisticamente diferentes. O parametro de alongamento médio das
raizes foi possivel observar uma interacao significativa entre os fatores, indicando que

a resposta de um fator depende da presenca ou auséncia do outro.

Tabela 21 — Andlise de vari@ncia para os par@metros de avaliacdo do Cucumis sativus.

indice de Alongamento  Germinacao
Andlise de variancia Germinacéao médio relativa
Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Tempo de Radiacéo 0,45980 0,0145864 0,65359
Doses de 0z6nio 0,00831 0,0000002 0,19334
Interacdo entre  Tempo  de 0,32227 0,0311703 0,68172

radiacéo e as Doses de Ozo6nio

A analise do sistema de ozonizacéo simples, € mostrado na Figura 31. Pode -
se perceber que a aplicacdo de doses de ozonio foi capaz de aumentar de forma

gradual o indice de germinacao para esta espécie.
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Indice de Germina
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Figura 31. indice de Germinag&o para Cucumis sativus, com aplicagéo do tratamento de ozonizag&o
catalitica, sendo “CN” o valor do controle negativo.

A andlise do sistema de fotocatélise heterogénea simples (sem a aplicacédo de
0z0nio), € mostrado na Figura 32. E possivel observar que houve uma diminuicéo
gradual do indice de germinacao utilizando este processo, da mesma forma que foi
encontrado pra Lactuca sativa. Todos os indices de germinacdo apresentaram um
valor abaixo do encontrado no controle (agua destilada).

Indice de Germina

0 I 1 | I

0 60 120 180
Tempo de radiagdo (minutos)

Figura 32. indice de Germinag&do para Cucumis sativus, com aplicacéo do tratamento de fotocatalise
heterogénea, sendo “CN” o valor do controle negativo.

A Figura 33 traz o efeito simples da fotocatélise no processo de ozonizacgao.
Pode-se observar um comportamento semelhante ao que foi visto no processo de
0zonizacgao catalitica simples (Figura 31). Existe um aumento no indice de germinacao

para esta espécie com a aplicacéo de doses de 0zb6nio, podendo ser observado que
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a combinacéao de doses de 0z6nio combinados com a exposi¢ao de 60 e 120 minutos
a radiacdo UV manteve os indices acima do encontrado no controle negativo.

Nos estudos de Lashuk e Yargeau (2021) viram que 86% dos resultados de
toxicidade ndo mostraram aumento da toxicidade apos o tratamento de ozonizacdo
fotocatalitica, 0 que se correlaciona com as altas porcentagens de remocéo de
contaminantes observadas, uma vez que os autores afirmam que o produto final
raramente é mais toxico que a solucao original.

Testes de toxicidade também podem ser utilizados para monitorar o0s
tratamentos e otimizar os processos. O maior nivel de degradacéo e producéo de
radicais hidroxila que ocorre no processo de ozonizacao fotocatalitica pode promover
mecanismos de reacdo que levam a uma maior formacgdo de moléculas ainda toxicas
(FERNANDES et al., 2020; LASHUK; YARGEAU, 2021).

b) c)
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0 882 176,4 352,8 0 882 176,4 352,8 0 882 1764 352,8
Dose de Ozbnio (mg Og/L) Dose de Ozdnio (mg Os/L) Dose de Ozdnio (mg O4/L)

Figura 33. indice de Germinagdo para Cucumis sativus, com aplicacdo do tratamento de ozonizag&o
fotocatalitica, com a utilizando: 60 minutos de radiacdo UV (a); 120 minutos de radiagdo UV; e 180
minutos de radiagdo UV; sendo “CN” o valor do controle negativo.

Analisando o indice de germinacao da espécie Cucumis sativus de forma geral,
pode-se observar que o primeiro ponto, que representa a amostra sem tratamento, se
encontra proximo ao valor do indice de germinacdo do controle, demonstrando que
para esta espécie o diclofenaco nédo afetou diretamente no indice. Os tratamentos
envolvendo a utilizacdo de doses de 0zdnio mantiveram os indices proximos ao valor
do controle negativo, ndo sendo encontrada nenhuma diferengca estatisticamente
significativa. Ja na utilizacdo de fotocatalise heterogénea, sem o uso de 0zonio, pode-
se perceber uma diminuicao gradual nos valores do indice de germinacgéo.

A Tabela 22 a seguir apresenta os parametros de indice de Germinac&o (IG),
Germinacéo relativa (GR) e Alongamento médio das raizes (AR) para o bioindicador

Cucumis sativus.
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Tabela 22 — Pardmetros avaliados para o biodidicador Cucumis sativus
Parametros avaliados para Cucumis sativus

Dose de indice de

Tem_poNde ozbnio (Mg~ Germinacéo Gerr_nina(;éo Alonggmento médio
radiacao 03/L) (%) relativa (GR) das raizes (AR) (mm)
0 0 102,1 39 28,43
0 88,2 107,7 39 30,00
0 176,4 105,4 39 29,37
0 352,8 1116 38 31,92
60 0 81,9 38 23,42
60 88,2 102,2 38 29,22
60 176,4 103,9 40 28,22
60 352,8 107,9 39 30,07
120 0 74,8 39 20,85
120 88,2 106,7 40 29,00
120 176,4 114,8 40 31,19
120 352,8 108,2 39 30,15
180 0 70,2 37 20,61
180 88,2 1155 39 32,17
180 176,4 91,7 40 24,92
180 352,8 99,3 40 26,98

*Para o controle foi encontrado um alongamento médio relativo de 27,86mm e uma germinacéo relativa
de 40 sementes germinadas.

Para a espécie C. sativus foi observado que a maioria dos tratamentos elevou
o indice de germinacéo, além do controle. Dentre estes, 0s processos de 0zonizagao
catalitica e ozonizacdo fotocatalitica foram os que mais elevaram esse indice,
enquanto os menores indices dizem respeito aos tratamentos de Fotocatalise
Heterogénea.

Em todas as espécies testadas, houveram tratamentos que obtiveram um
indice de germinacao mais alto que o encontrado no controle (sem diclofenaco), sendo
gue na amostra considerada bruta ou sem tratamento, tanto a L. sativa quando C.
sativus apresentaram esse indice mais alto que o controle. Sousa et al. (2020) também
verificou em seu trabalho que a exposicdo de Solanum lycopersicum L. as
concentracdes de diclofenaco de 15 pg/L, 30 pg/L, 1 mg/L e 10 mg/L nédo afetou a
germinacao da mesma, ndo sendo registradas diferencas considerando o peso fresco
total e o comprimento da parte aérea para qualquer concentracdo de diclofenaco

utilizada.
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7. Considerac0es finais

Apos a realizacdo dos experimentos, nas condi¢des testadas, pode-se concluir
gue a utilizacao de processos de tratamento envolvendo o uso de luz UV e 0z6nio sao
promissores para o tratamento de efluentes contendo o farmaco diclofenaco de sédio,
uma vez que foi possivel alcancar altas eficiéncias de remocao deste poluente através
do uso destas técnicas.

No caso dos processos de ozonizacgao simples, os resultados demonstram uma
eliminacéo rapida e praticamente completa do diclofenaco, com cerca de 95% de
eficiéncia de remocdo, com pequenas diferencas nas taxas de remocdo que
provavelmente dependem do pH e das condi¢cdes de tamponamento. A reacao direta
do ozdnio é a principal responsavel pela eliminacdo do diclofenaco de sédio. Uma vez
gue o diclofenaco tenha desaparecido, seus subprodutos sédo removidos pela reacao
com os radicais hidroxila formados na decomposicdo do ozénio e também pela reacéo
do diclofenaco com o ozénio.

No que diz respeito aos processos fotocataliticos heterogéneos, o diclofenaco
nao foi completamente removido, nas condi¢cdes aplicadas neste trabalho, chegando
a uma remocdo maxima de cerca de 20% apenas. Entretanto, nestes tratamentos
parametros como pH e condutividade se mantiveram constantes, ndo sofrendo
grandes alteracGes ao final dos tratamentos. Nestes casos, provavelmente sdo os
radicais hidroxila formados que sao as espécies oxidantes responsaveis pela remocao
do diclofenaco, bem como subprodutos.

Quando ao efeito do uso combinado destes dois tratamentos, denominado
como Ozonizacao Fotocatalitica, pode se considerar que foi o processo que chegou a
maiores eficiéncias de remocdo do diclofenaco de sédio, com cerca de 99% de
remocao, entretanto também foi proporcionado uma diminui¢éo nos valores de pH da
amostra, indo valores de 7 até cerca de 4 - 3. Neste tratamento também foi observado
um aumento gradual nos valores de condutividade das amostras.

As analises de citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e citocise
utilizando o bioindicador Allium cepa, ndo apontaram efeitos toxicos quando em
contato com as amostras tratadas, bem como com a amostra inicial contendo apenas
diclofenaco diluido. Os testes de fitotoxicidade utilizados neste trabalho também né&o
apontaram efeitos fitotoxicos nos bioindicadores utilizados, sob os diferentes

tratamentos utilizados, nem mesmo quanto a solu¢cao contendo diclofenaco de sodio,
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sendo uma unica dose apontando diferenca estatistica significativa em uma unica
espécie utilizada.

Os efeitos toxicos diretos e indiretos do contato com efluentes contendo
farmacos ainda estéo sendo estudados e, portanto, esta pesquisa se torna importante,
uma vez que as plantas se constituem como fontes alimentares humanas, conhecer o
efeito produzido pelos efluentes contendo farmacos nestes organismos pode ser o
primeiro passo para tragar medidas de mitigagao e controle de contaminagéo deste
no ambiente.

ApoOs os estudos conduzidos, pode-se considerar o uso do processo de
ozonizacao é eficaz no tratamento de efluentes contendo diclofenaco de sédio, uma
vez que somente com esse tratamento foi possivel alcancar altas eficiéncias na
remocao deste poluente, chegando a remover até 95%. Foi verificado ainda que a
dose mais indicada na maioria dos parametros foi de 88,2 mgOa/L.

A utilizacéo deste processo combinado dos processos também pode ser eficaz,
uma vez que a utilizacdo dos dois chegou a uma eficiéncia de remocao de quase
100% do diclofenaco nas doses mais altas, e ambos, ndo apresentaram efeito toxico
aos bioindicadores utilizados.

Apesar do grande avanco em pesquisas dentro da tematica da degradacéo de
farmacos utilizando diferentes técnicas, questdes relacionadas aos intermediarios
formados durante os processos de tratamento que podem ser ainda mais perigosos
do que o composto original devem ser melhor avaliadas, uma vez que neste trabalho

nao foi abordado este aspecto.
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Apéndice A: Lista com as equacoes dos graficos Linear-Platd

Identificacéo Equacbes
0 1(0) = 2H06 (1,22¢~7 —¢t) + 1,68 = (t — t1))
Figura 9 i _ (1,22¢e77 — t1)
g 02.(6) = (1,68 (t2 — ) + 1,99 * (t — 1,22¢~7))
regtao ~ (t2 —1,22¢77)
N (25 % (89,5 — t) + 25,74 = (t — t1))
regido 1(t) =
Figura 10 (89,5 —t1)
9 0200 — (25,74 = (t2 — t) + 21,48 = (t — 89,5))
regido = (©2-895)
50 1() = (24,21 % (7,61e™° —t) — 0,53 * (t — t1))
Figura 11 — a) i _ (7,61e”° — t1)
g 02 () - (CUS3F (2D +092: t=761¢7))
regtao - (t2 —7,61e79)
50 1() = (24,21 % (7,72e™° —t) — 0,75 * (t — t1))
Figura 11 — b) i - (7.72¢7° = t1)
g 02 () - (CUT5F (2D +075+ t=772¢7))
regtao - (t2 — 7,72¢7°)
B (24,17 = (2,5e78 —t) — 0,59 = (t — t1))
regiao 1(t) = —
Figura 11 —c) (25¢7% = t1)
g 020 - (Z059 (-0 +043 - (=25¢7))
regtao 2 () = (t2 — 2,5¢78)
010 < 3L (7,01e7 — t) + 3,45 * (t — t1))
Figura 12 o ~ (7,01e™® — t1)
g 02(0) - BA5F(2-D+416+(=701e7))
regtao - (t2 —7,01e79)
N , * , —t)+6, *(t—t
o~ 67 (123,57 — ) + 6,92 * (¢t — t1)
Figura 13 i _ (123,57 — t1)
9 0 200 — (6,92 (t2—t) + 6,81 = (t — 123,57))
r€g1ao st = (t2 — 123,57)
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Figura 14 T (181,30 — t1)
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Figura 16 — a) o - (191,12 — £1)
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88

(108,47 * (176,40 — t) + 108,47 = (t — t1))

regido 1(t) =

| (176,40 — t1)
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Figura 24 — a) N (1,98 * (t2 — t) + 2,53 * (t — 183,87))
regido 2(t) = (t2 — 183,87)
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Figura 24 — b) e
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(£2 — 144,99)
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(3,15 * (140,13 — ©) + 1,92 * (t — t1))

regido 1(t) =

_ (140,13 — t1)
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| regido 1(t) = (188,39 — t1)
Figura 30 — a) N (107,80 * (t2 — t) + 97,90 = (t — 188,39))
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| regido 1(t) = (201,16 — t1)
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regiao 2(t) = (€2 — 201,16)
50 100 (95,18 * (214,96 — t) + 88,23 * (t — t1))
regtao = _
Figura 30 — ¢) (2176 L)

(88,23 * (t2 — t) + 106,10 * (¢t — 214,96))
(t2 — 214,96)

regido 2(t) =
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(103,41 * (197,55 — ¢) + 107,11 = (t — £1))

regido 1(t) =

N (197,55 — t1)
gu N (107,11 * (t2 — t) + 111,60 * (t — 197,55))
regido 2(t) = (t2 — 197,55)
~ (102,10 * (69,61 — t) + 78,66 * (t — t1))
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N (101,83 * (189,48 — t) + 103,76 * (t — t1))
| regido 1(t) = (189,48 — t1)
Figura 33 — a) N (103,76 * (t2 — t) + 107,90 * (t — 189,48))
regido 2(t) = (t2 — 189,48)
N (101,51 * (180,45 — t) + 114,50 * (t — t1))
| regido 1(t) = (180,45 — t1)
Figura 33 — b) N (114,50 * (t2 — t) + 108,20 * (t — 180,45))
regiao 2(t) = (2 — 180,45)
0 18 (108,30 = (229,23 — t) + 94,78 = (¢t — t1))
regido = _
Figura 33 —¢) 0

(94,78 = (2 — t) + 99,30 * (¢ — 229,23))
(£2 — 229,23)

regiao 2(t) =




