Quim. Nova, Vol. 32, No. 5, 1134-1138, 2009

ESTUDO DA ADSORCAO DE BROMETO DE ETIDEO EM RESINA XAD-7

- SP, Brasil

Artigo

Monica Winkler de Oliveira, Alexandre W. S. Hilsdorf, Astréa F. de Souza Silva e André Fernando Oliveira*
Nicleo de Ciéncias Ambientais, Universidade de Mogi das Cruzes, Av. Candido X. A. Souza, 200 08780-911 Mogi das Cruzes

Recebido em 3/4/08; aceito em 16/12/08; publicado na web em 11/5/09

STUDY OF ETHIDIUM BROMIDE ADSORPTION ON XAD-7 RESIN. The adsorption of ethidium bromide on XAD-7 resin
was studied. The Freundlich model was the most representative isotherm model to describe the sorption behavior. A solid-liquid

equilibrium model was proposed to explain the resin mass influence on the sorption. The equilibrium constant value estimated
was 2.31. The results showed an ethidium bromide ion-pair physical adsorption, with adsorption enthalpy equals to -19.33 kJ/
mol. A pK, value equals to 4.69 = 0.01 was estimated by two distinct methods. The results will be applied to the ethidium bromide

preconcentration aiming its decomposition.
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INTRODUCAO

A Quimica Verde, um conceito importante atualmente, tem como
preocupacio o desenvolvimento de tecnologias e processos que levam
em consideragdo os impactos a saide humana e ao meio ambiente,
por meio, por exemplo, da diminui¢do do uso e da geragdo de ma-
teriais perigosos, gerados pelos intimeros produtos fundamentais a
humanidade.

O brometo de etideo (EtBr) ¢ um composto derivado da fenan-
tridina,” cujos equilibrios 4cido-base de Bronsted sdo apresentados
na Figura 1, e muito utilizado em laboratdrios de biologia molecular
para corar dcidos nucléicos, pois, quando intercalado na estrutura
de DNA, o sistema formado fluoresce com uma cor vermelho-
alaranjado® sob luz ultravioleta.>* Desta maneira, este composto
¢ um severo poluente devido a capacidade de se intercalar na
estrutura do DNA, apresentando um elevado potencial mutagénico
e carcinogénico.*3
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Figura 1. Equilibrios dcido-base de Bronsted-Lowry do sistema Etideo (CAS
1239-45-8)

Virios procedimentos sdo descritos para a destrui¢ao do brometo
de etideo, principalmente sua adsor¢do em carvdo ativo seguida
de incineragdo do conjunto,*’ enquanto que outros procedimentos
incluem a destrui¢ao com agentes oxidantes e redutores,>* como
permanganato de potdssio e hipoclorito de sddio. Alguns autores,

*e-mail: ferqa@umc.br

entretanto, ndo recomendam essa pratica, pois hd indicios da
producio de residuos também t6xicos.* Além disso, as baixas con-
centragdes do brometo de etideo nos residuos também dificultam
sua destrui¢do.”

A XAD-7 € uma resina polimérica adsorvente composta por
monomeros de éster-acrilico que possui polaridade intermedidria.
Tem sido usada para remover poluentes organicos de residuos
aquosos, para adsorver tanto materiais hidrofébicos de dgua como
materiais hidrofilicos de sistemas nao-aquosos,® assim como na pré-
concentracdo de substincias himicas’ e metais, apds adsor¢do de
compostos quelantes.'’

O estudo do comportamento do EtBr sobre XAD-7 € importante
para o desenvolvimento de metodologia para pré-concentracio desse
composto, visando posterior destrui¢do. Espera-se a adsor¢@o deste
cdtion nesta resina neutra, através da formac@o de par i6nico."" O
objetivo deste trabalho foi, portanto, estudar o processo de adsor¢ao
do brometo de etideo em resina XAD-7.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e usou-se
dgua deionizada em todos os experimentos. Os espectros de absorcio
foram obtidos em espectrofotdmetro UV-visivel Agilent 8453A com
cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

Solug¢@o de brometo de etideo - (EtBr) (Merck) 1,23.10 mol/L.
As demais solugdes de trabalho foram preparadas a partir dessa
solugdo estoque por dilui¢do.

Solucdo tampao universal - foi preparada uma solugio contendo
citrato 0,05 mol/L, fostato 0,04 mol/L e dcido bérico 0,05 mol/L, cujo
pH foi ajustado com HC1 4,8 mol/L. A forca idnica foi corrigida com
NacCl para o valor de 0,5 mol/L.

Pré-condicionamento da resina XAD-7 - para garantir a auséncia
de substancias previamente adsorvidas a resina, uma massa de resina
nova foi lavada com dgua deionizada e mantida em uma solucéo
de HC1 0,12 mol/L, sob agitacdo magnética por 4 h. A solucio foi
filtrada e apds a lavagem da resina, com dgua deionizada, foi mantida
em uma solugdo de NaOH 0,1 mo/L (Synth) sob agitagdo magnética
por mais 4 h. Apds este tempo, a resina foi novamente lavada e man-
tida em agua deionizada por uma noite. O tratamento foi finalizado
mantendo-se a resina em metanol (J.T Baker) sob agitagdo por 4 h
e depois de filtrada, seca em dessecador a vicuo.'?
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Procedimento

Para obtencdo das isotermas utilizou-se 10 mL de cada solucio
de EtBr com concentracdes de 10 a 100 pmol/L, em béqueres con-
tendo diferentes massas de resina de 20 a 500 mg. As misturas foram
mantidas em agitagdo magnética por 10 min e a concentragdo de EtBr
em equilibrio foi determinada no sobrenadante.

Os efeitos do pH e da temperatura na adsor¢do de soluto foram
avaliados com variacdo no pH de 2,0 a 7,0 e da temperatura de 10 a
40 °C, utilizando-se uma massa constante de 200 mg de resina.

A resina também foi avaliada em termos de reten¢ao de protons.
Para este estudo, uma coluna contendo a resina foi percolada com 2
mL de 4cido cloridrico 1 mol/L e lavada com dgua. Posteriormente
pesou-se 500 mg dessa resina, colocou-se 5 mL de dgua e a mistura
foi titulada com hidréxido de sédio 0,09 mol/L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo e método de quantificacdo do brometo de
etideo

Para a determinacdo da concentracdo de brometo de etideo na
fase aquosa, optou-se pela espectrofotometria molecular. O espectro
de absor¢io do composto apresenta 4 maximos de absor¢io em 213,
286, 317 € 480 nm.

Os valores de absortividades molares aparentes referentes aos
comprimentos de onda citados foram determinados mediante curvas
analiticas obtendo-se de 4,4.10% 5,5.10% 1,6.10*¢ 5,9.10° L/(mol cm),
respectivamente, para 213, 286, 317 e 480 nm. Desta maneira, foi
escolhido o comprimento de onda igual a 286 nm para o monitora-
mento da concentraciio de brometo de etideo por apresentar a maior
sensibilidade da curva analitica (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de absor¢do molecular de solugdo de EtBr 35 umol/L. No
detalhe, sao apresentadas as curvas analiticas nos valores de comprimentos
de onda com mdximo de absor¢do

O comportamento do brometo de etideo foi estudado em diversos
valores de pH em tampao universal, conforme apresentado na Figura
3, a fim de compreender o seu comportamento dcido-base. Com o
aumento do pH do meio, observa-se o aumento da banda na regido
de 213 nm e a diminui¢do em 226 nm devido a diminui¢ao da con-
centragdo da espécie protonada. A elevag@o da linha base abaixo de
213 nm foi devida a presenga do tampao universal.

A influéncia do pH no espectro € devido ao equilibrio de trans-
feréncia de prétons (equilibrio dcido-base de Bronsted-Lowry).
Pela andlise da estrutura da molécula, € possivel estimar dois sitios
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Figura 3. Espectros de EtBr 0,15 umol/L em diferentes valores de pH. Setas
indicam valores crescentes de pH

de protonacio, ou seja, as aminas aromaticas, as quais apresentam,
usualmente, valores de pKa menores que 5,0, mas, devido a conjuga-
¢do na fenantridina, uma delas devem apresentar um valor algumas
unidades mais baixo."

Assim, os graus de dissociagdo foram entdo estimados, conside-
rando-se um sistema pseudo-monopratico e, portanto, utilizando-se
a Equacao 1

A4,-B
T ®
max

onde o, € o grau de dissociagdo para a espécie a espécie ‘i’; A, éa
absorbancia no comprimento de onda (205 e 226 nm) para o pH igual
aj; A, amaior absorbancia medida nesse comprimento de onda
no pH onde se supde que o grau de dissociagdo sejaiguala l e, B ¢
o valor do branco nesse mesmo comprimento de onda.

A partir dos dados experimentais, onde € observado apenas um
equilibrio dcido-base, considera-se que o préton removido nessa
faixa de pH corresponde ao segundo préton ionizdvel do composto
(associado ao segundo pKa do composto), devido a elevada acidez
do primeiro sitio de protonacdo, como jd discutido.

Desta maneira o pK, foi estimado por dois métodos distintos
(Figura 4). O primeiro, utilizando a forma logaritmica da equagdo
da constante de acidez (Equagdo 2)

pH = pK, +10g[azj 2
Qo
onde o, € 0., sdo, respectivamente, os graus de dissociagdo da espécie
protonada e com um préton a menos. Foi verificado o comportamento
linear da Equacdo 2 sendo, entdo, o pKa estimado de 4,69 + 0,01
estimado por regressdo linear (Figura 4).

Para a estimativa do pKa foi também testado um método nao-
linear sigmoidal (sigméide de Boltzmann) para a curva de o, em
fungdo do pH (Figura 4). Este método € til para determinar o pKa em
sistemas cuja resposta analitica (R) € funcdo apenas de uma espécie
do equilibrio 4cido - base pela Equagdo 3

R(pH)=R.o. + R, 3

onde R € uma componente constante da resposta que ndo € influen-
ciada pelo pH e R, € a resposta da espécie que influencia o sistema.
Assim, considerando-se um sistema pseudomonoproticos, o grau de
dissociac@o pode ser calculado pela Equagao 4.
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Figura 4. Estimativa do pK, do EtBr por dois métodos: (A) método de linearizagdo; (B) método ndo-linear sigmoidal
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Assim, foram obtidos os pardmetros para o modelo ndo-linear
apresentado na Equacdo 5, com auxilio do software Microcal Origin
6.0

(4, —4,)

Y Trerrmy T ©
onde os termos A, e A, devem diferir por uma unidade, sendo o se-
gundo igual a absorbancia da soluc¢do na condi¢do em que o grau de
dissociacdo do composto € igual a 0, ou seja, o valor do branco. O
valor estimado do expoente x € igual ao pKa, fixando-se o termo dx
igual a 1/In(10), ou seja, 0,43429. O valor de pKa obtido foi igual a
4,69 £ 0,05. Este tltimo método € mais interessante, pois ndo exige
que a resposta seja obtida em um grande intervalo de pH.

A importancia da determinagdo dos valores de pKa de um sis-
tema quimico em qualquer estudo em solugdo (principalmente em
soluc@o aquosa) € a compreensdo do comportamento das espécies
desse sistema em solugdo.

Estudos de adsorc¢ao

No estudo das isotermas do brometo de etideo adsorvido em resina
XAD-7, utilizaram-se diferentes massas da resina e o valor do pH das
solugdes foi mantido em 7,0, valor em que as aminas estdo desproto-
nadas. A partir das medidas de absorbancia (em 286 nm), realizadas
apds o tempo de agitag¢@o e repouso, foram calculadas as quantidades
de brometo de etideo adsorvidas. E importante ressaltar que os valores
de pH das solugdes foram sempre ajustados para o mesmo valor antes
das medidas de absorbancia (isto €, igual 4,0) para garantir o0 mesmo
comportamento do sistema em rela¢@o a curva analitica.
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Figura 5. Isotermas de Freundlich para EtBr em diferentes massas de resina
XAD-7

O modelo de Langmuir ndo se mostrou adequado para os re-
sultados obtidos. Foi estudado o modelo da isoterma de Freundlich
(Equagao 6) o qual apresentou um comportamento linear em todas as
condicdes estudadas, como pode ser observado na Figura 5.

EtBr 1=K ,C,"" 6
[EtBr,]=K ,.C, (6)
onde K, € capacidade de adsor¢do e 1/b € intensidade de adsorgéo.
Esses parametros foram obtidos por regressdo linear da curva de
linearizagdo (Equagdo 7) e s@o apresentados na Tabela 1.

log[ EtBr,]=log K , +%logCT (7)

Tabela 1. Parametros obtidos para isoterma de Freundlich, em pH 4,0, a partir da Equagio 7

Massa de resina/mg Kf 1/n r’ sd

20 0,31 0,29 1,02 £ 0,08 0,9934 0,0601
50 0,17 £ 0,01 1,00 £ 0,70 1,0000 0,0053
100 0,076 £ 0,028 1,01 £ 0,04 0,9988 0,0254
200 0,035 £ 0,029 0,99 + 0,07 0,9945 0,0533
500 0,018 + 0,000 0,9920 + 0,0002 1,0000 0,0001

Kf, capacidade de adsorgdo; 1/n intensidade de absorcéo, r? coeficiente de determinagéo e sd, estimativa dos desvios padréo dos residuos
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Assim, a inclinag¢@o (1/b) ndo diferiu significativamente da
unidade, ao nivel de 95% de confianga,'s para todas as condig¢des
experimentais estudadas. Desta maneira, a isoterma de Freundlich ¢
chamada “linear”,'® ou tipo constant partition."’

O coeficiente de adsorcao Kf permite identificar a capacidade
do adsorvente em reter um soluto; pode ser entendido como uma
medida da distribuigdo de equilibrio entre as fases liquida e sdlida.'®
Os valores apresentados na Tabela 1 sugerem interacdes de natureza
dispersiva (forcas de London)."

Ainda que o modelo de Freundlich seja usualmente tratado como
empirico, para racionalizar os resultados tomou-se por base um
modelo de equilibrio de adsor¢do sélido-liquido, considerando-se o
par-i6nico do brometo de etideo

EtBr (aq) = EtBr (s) 3

quantitativamente definido pela constante de equilibrio K_ e pelo
balango de matéria,

[EtBr ]
= Ll QL )
[EtBr,, ]
n, =n, +n, =CV, =[EiBrlm, +[EtBr 1V,
(10)

onde n € a quantidade de matéria de brometo de etideo, os sub-indices
R e aq se referem as fases resina e aquosa, respectivamente. C. € a
concentracio total de brometo de etideo inicialmente na fase aquosa
antes de estar em contato com a resina isenta desse composto.

As Equagoes 9 e 10 podem ser rearranjadas para estabelecer a
relagdo entre a concentrag@o de brometo de etideo adsorvido e a sua
concentracio total no sistema.

o

mg 1 T
CT = [E[BV@)]- 7-}-]{7 = [EtBr(S)] :[ = KfCT

an

Assim, a Equag@o 11 € uma expressao cldssica da Equacdo de
Freundlich linear, se pH, temperatura e forca idnica sdo mantidos
constantes. E interessante observar que o modelo utilizado € andlogo
ao equilibrio de parti¢do.?

A relagd@o do termo linear com a massa de resina pode ser obtida
a partir da Equagao 7.

1 1 1
= | me | — (12)

K, |7, K,

Na Figura 6 € apresentado o grifico da reciproca dos termos
lineares da Equagao logaritmica de Freundlich e a massa de resina,
com valores apresentados na Tabela 1. Observando o comportamento
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Figura 7. Estimativa da entalpia de adsor¢do mediante a Equagdo de van’t

Hoff

linear previsto na Equac@o 12, estimou-se a constante de equilibrio
de adsorgdo condicional K_em 2,31 L/mg a 25 °C.

As isotermas de Freundlich em diferentes temperaturas foram es-
tudadas e a entalpia de adsor¢ao foi obtida mediante o gréfico de In K,
versus 1/T (Figura 7) e através da Equacao de van’t Hoff (Equac@o 13).
Utilizando-se dos valores de K obtidos (Tabela 2), estimou-se a entalpia
de adsor¢do em -19,7 + 1,1 kJ/mol. Isto significa que a adsor¢do € um
Processo exotérmico, ou seja, o valor de K, tende a diminuir a medida
que a temperatura se eleva.”! Além disso, esse valor é compativel com
aqueles processos relacionados a uma adsorgéo fisica.??

dinK;)  AH, (13)
d(1/T) R

A fim de avaliar a presenca de grupos carboxilicos residuais
na resina devido a eventual hidrdlise dos ésteres acrilicos, a qual

Tabela 2. Resultados do ajuste das isotermas de Freundlich com o aumento de temperatura

T /(°C) K/K P sd

10 0,047+0,015 1,024+0,016 0,9998 0,0112
20 0,0330,041 0,9864+0,0572 0,9967 0,0415
30 0,027+0,062 0,96630,0950 0,9904 0,0689
40 0,02120,007 0,9427+0,0158 0,9997 0,0113
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poderia entdio atuar como uma resina anionica fraca, uma massa de
resina foi titulada com NaOH apds ter sido eluida com HCI 1,0 mL
e lavada com dgua. Nao foram observados nenhuma desprotonacio
nem ponto de equivaléncia, de maneira que € razodvel considerar a
resina realmente neutra.

No estudo de adsor¢do em solucdes com diferentes valores de
pH, ndo foram observadas variagdes significativas na adsorc¢io, o que
poderia ser atribuido ao fato de ndo haver a formagao de cargas na
resina ou no composto e a adsorciio ser mesmo de natureza fisica,
onde o adsorbato se encontra ligado a superficie por forgas de van
der Waals.”? Com essas evidéncias, sugere-se que esteja havendo a
adsorg¢do do par-idnico brometo de etideo e ndo apenas do cdtion. A
estabilidade do par i0nico estd relacionada a grande polarizabilidade
do anion e ao tamanho do cétion.?

CONCLUSOES

O comportamento do brometo de etideo em solug@o foi caracteri-
zado com auxilio da determinagdo do pK, utilizando-se dois métodos
distintos para esse cdlculo. O valor obtido foi concordante entre ambos e
igual 24,69 £0,01. A isoterma linear de Freundlich mostrou-se adequa-
da para explicar a adsor¢do de EtBr sobre a resina XAD-7 e um modelo
de equilibrio sélido-liquido foi aplicado para esclarecer a influéncia da
massa de resina sobre a adsor¢do. A constante de equilibrio envolvida
foi também estimada e com um valorigual a 2,31. O pH da solug@o ndo
influenciou significativamente o sistema, enquanto que com o aumento
da temperatura se determinou a entalpia de adsor¢do da ordem de -19,33
kJ/mol, que indica adsor¢des por interagdes fisicas apenas.
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