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RESUMO

LIMA. R. M. Avaliacdo da radiacdo UVC, processos UV/H,0, e foto-Fenton na
degradacdo do agrotéxico clorpirifos com acompanhamento da ecotoxicidade.
2017. 91f. Dissertacdo — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental. Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Curitiba, 2017.

Atividades antrépicas, como a agricultura, tém provocado uma perda na qualidade
dos ecossistemas. Devido a processos fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem no
meio, apdés a aplicacdo dos agrotoxicos grande parte ndo atinge seu objetivo
principal e acabam por contaminar o meio ambiente. O clorpirifés € um dos
agrotoxicos mais utilizados no mundo devido ao seu amplo espectro de atuacao. A
presenca de agrotoxicos em fontes de agua potavel é um indicio da ineficiéncia dos
processos de tratamento convencionais de aguas na sua remocao e uma alternativa
sdo o0s processos avancados de oxidacdo (AOPs). Apesar das elevadas taxas de
remocao obtidas com os AOPs, faz-se necesséario também a avaliagdo da eficiéncia
dos tratamentos através de ensaios de ecotoxicidade. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a radiagcdo UVC, processos UV/H,O, e foto-Fenton na
degradacdo do agrotoéxico clorpirifos e acompanhar a ecotoxicidade. Os ensaios de
degradacédo foram conduzidos em reatores de bancada utilizando como fonte de
radiacdo uma lampada de alta presséo de vapor de mercurio de 125 W. O clorpirifés
foi detectado e quantificado por HPLC-DAD. Os organismos utilizados nos ensaios
de ecotoxidade aguda foram L. sativa, D. magna e A. aegypti. Uma avaliacdo da
ecotoxicidade de solventes organicos em solucédo aquosa atraves de ensaios com L.
sativa e D. magna constatou que o melhor solvente para solubilizacdo do clorpirifés
foi a acetona. A quantificacdo de clorpirifés ap6s as degradacdes foi feita através de
uma etapa de extracao liquido-liquido, que apresentou coeficientes de recuperacéo
entre 92,11 e 101,63 %. Com a solucdo comercial do clorpirifés (Lorsban®), apés
180 minutos de reagcdo foram alcancadas remocdes superior a 99,18, 99,18 e
98,72% com os processos UV/H,0,, foto-Fenton e fotdlise, respectivamente. Os
mesmo processos aplicados ao clorpirifés padrdo analitico resultaram em
degradacbes de 96,47, 94,34 e 84,92% com os processos UV/H,0,, foto-Fenton e
fotélise, respectivamente. Em relacéo aos testes de ecotoxicidade, a semente de L.
sativa se mostrou pouco sensivel as amostras pré e pés tratamentos. Em apenas
uma das amostras (Lorsban® apés 180 min de UV/H,0,) da D. magna houve uma
reducdo na ecotoxicidade, com fator de toxicidade de 16. Nas demais amostras em
todas as diluicdes houve imobilidade superior a 10%, com fator de toxicidade maior
que 16. Com a larva do A. aegypti das amostras de Lorsban®, houve uma reducao
na toxicidade de 26,7, 18,5 e 17% com a fotolise, foto-Fenton e UV/H,0,,
respectivamente. Nas amostras do clorpirifés padréo analitico ndo houve reducéo da
toxicidade. A utilizacdo de condi¢cbes abrandadas possibilitou a avaliacdo da cinética
das reacgOes, alcancando elevadas percentagens de degradacdo, no entanto, nao
foram observadas grandes reducdes na ecotoxicidade e efeito larvicida das solucdes
analisadas, possivelmente devido a concentracdo residual de clorpirifés, superior
aos limites considerados toxicos.

Palavras-chave: AOP. HPLC-DAD. Pesticida organofosforado. Atividade larvicida.



ABSTRACT

LIMA. R. M. Evaluation of UVC radiation, UV/H,0, and photo-Fenton process in
the degradation of the chlorpyrifos with ecotoxicity evaluation. 2017. 91 pages.
Dissertation — Post-Graduation Program in Environmental Science and Technology.
Federal University of Technology - Parana. Curitiba, 2017.

Anthropogenic activities, such as agriculture, have led to a loss of ecosystem quality.
Due to physical, chemical and biological processes that occur, after a pesticide
application, much of it does not reach its main goal and ends up contaminating the
environment. Chlorpyrifos is one of the most widely used pesticide in the world due to
its broad spectrum of performance. The presence of pesticides in potable water
sources indicates the inefficiency in the conventional water treatment processes and
an alternative are the advanced oxidation processes (AOPs). Despite the high
removal rates obtained with AOPSs, there is also need an evaluation of the
treatments’ efficiency through ecotoxicity assays. The aim of this work was to
evaluate the UVC, UV/H202 and photo-Fenton processes in the degradation of the
chlorpyrifos and evaluate ecotoxicity.The degradation were performed in bench scale
using reactors and as a radiation source a high pressure lamp of mercury vapor (125
W). Chlorpyrifos concentration was monitored by HPLC-DAD.The organisms used in
the ecotoxicity assays were L. sativa, D. magna and A. aegypti. An evaluation of the
ecotoxicity of organic solvents in aqueous solution through assays with L. sativa and
D. magna found that the most indicated solvent for solubilization of chlorpyrifos is
acetone. Chlorpyrifos quantification after degradation was performed with a liquid-
liquid phase extraction reaching recovery coefficients between 92.11 and 101.63%.
In the degradation tests conducted for 180 minutes with Lorsban®, the UV/H202,
photo-Fenton process and photolysis achieved removals at > 99.18, 99.18 and 98.72
% respectively. The same procedures applied to analytical standard chlorpyrifos
resulted in degradations of 96.47, 94.34 and 84.92%. Regarding the ecotoxicity tests,
the L. sativa seeds showed to be less sensitive to pre and post-treatment samples.
Only in one of the samples (Lorsban® after 180 minutes of UV/H202) of D. magna
occur a reduction in ecotoxicity with a toxicity factor to 16. In all other samples in all
dilutions the immobility was greater than 10% with toxicity factor greater than 16.
With A. aegypti larvae the toxicity reduction were 26.7, 18.5 and 17% with photolysis,
photo-Fenton and UV/H202 process, respectively. In analytical standard chlorpyrifos
samples there was no reduction of toxicity. The use of light conditions allowed an
evaluation of the kinetics of the reactions, reaching high percentages of degradation,
however, no significant reductions were observed in the ecotoxicity and larvicidal
effect of the analyzed solutions, possibly due to the residual chlorpyrifos
concentration, higher than the toxic limits.

Keywords: AOP. HPLC-DAD. Organophosphorus pesticide. Larvicidal activity.
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1 INTRODUCAO

O aumento das atividades agroindustriais tem acarretado numa diminui¢ao
da qualidade dos nossos ecossistemas. Um dos maiores problemas associado ao
uso de agrotoxicos sado 0s processos quimicos, fisicos e/ou bioldgicos que os
agrotoxicos passam apds sua aplicagdo, grande parte ndo atinge seu objetivo
principal e acabam por contaminar o meio ambiente, principalmente corpos d’agua e
solos (REMUCAL, 2014, SAINI; KUMAR, 2016).

Uma das classes de agrotoxicos mais utilizada sdo o0s compostos
organofosforados, os quais foram sintetizados em substituicAio ao uso dos
organoclorados, muito mais téxicos e persistentes. O clorpirifés € um dos
agrotoxicos mais utilizados no mundo devido ao seu amplo espectro de atuacao na
agricultura, uso doméstico e produtos de protecdo animal (MAURIZ et al., 2006).

A presenca de agrotoxicos em geral em fontes de agua potavel é um indicio
da contaminacdo ambiental. E uma das alternativa para o efetivo tratamento de agua
sdo 0s processos baseados na oxidacdo quimica. Exemplos de processos de
oxidacdo quimica sdo o0s processos avancados de oxidacdo (AOPs) que tem se
destacado por atingirem elevadas taxas de remocdo de agrotéxicos de solucdes
contaminadas (RI1ZZO, 2011, CRUZ et al., 2012).

Os AOPs sdo baseados na geracdo de radicais hidroxila in situ,
responsaveis pela oxidacdo dos compostos tratados. A diversidade dos meios de
producdo desses radicais acarreta na existéncia de multiplos AOPs com suas taxas
de producao de radicais hidroxila, velocidades e mecanismos de reacao Unicos. Sao
exemplos de AOPs: Fenton (Fe?/H,0,), foto-Fenton (Fe?'/H,0,/UV), UV/H,0,,
fotocatélise heterogénea (TiO,/ UV/H,0,) e processos com 0z6nio (AMALRAJ; PIUS,
2015, RIBEIRO et al., 2015).

Contudo, apesar das possiveis elevadas taxas de remoc¢ao obtidas com os
AOPs, é importante que a toxicidade final do efluente tratado seja avaliada (R1ZZO,
2011, DIAZ-GARDUNO et al., 2016).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar processos
avancados de oxidacdo na remocao do agrotoxico clorpirifés avaliando a
ecotoxicidade final das solu¢des tratadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a radiacdo UVC, processos UV/H,0O, e foto-Fenton na degradacao

do agrotoxico clorpirifés com acompanhamento da ecotoxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer métodos analiticos de determinacdo do clorpirifés em solucdo
(Lorsban® e clorpirifés padréo analitico);

Avaliar a degradacédo do clorpirifés (Lorsban® e clorpirifés padrdo analitico)
por fotdlise, processo UV/H,0, e foto-Fenton;

Monitorar o efeito larvicida e ecotoxicidade aguda das solucdes pré e pos
tratamento através de bioensaios com larva de Aedes aegypti, semente de Lactuca

sativa e Daphnia magna.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 AGROTOXICOS

Agrotoxico refere-se ao um grupo de compostos quimicos utilizados para o
controle de pragas e doencas em plantas. Eles podem ser utilizados para protecéo
de florestas e pastagens e beneficiamento de produtos de agricolas (BRAIBANTE;
ZAPPE, 2012).

Segundo a Lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1989),

Agrotoxicos e afins sdo: a) produtos e os agentes de processos fisicos,
guimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos e b) substancias e produtos,
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento. (BRASIL, 1989)

Eles foram criados como forma de defender plantacbes de doencas e
pragas, por vezes, sendo utilizados mais de um tipo num mesmo plantio e visando
sempre um acréscimo nas producdes. No entanto, hoje eles sdo os maiores
responsaveis pela contaminacdo ambiental no mundo e mesmo assim, 0 seu uso em
diversas partes do globo ndo é controlado. Cada vez mais, novas formulacdes, mais
potentes e toxicas sdo desenvolvidas (PINHO; NEVES; QUEIROZ, 2009,
MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

A utilizacdo de agrotoxicos em diversas culturas, sejam eles de forma
isolada ou conjunta, pode levar além da contamina¢do ambiental, ao surgimento de
espécies resistentes (SALEEM et al., 2016).

Num estudo conduzido durante 3 anos por Saleem et al., (2016), foram
avaliados 10 agrotoxicos de diferentes classes, incluindo o clorpirifés (Lorsban®)
guanto a resisténcia da lagarta Spodoptera litura. Os animais foram coletados em

diversas regides do Paquistdo e ao fim do estudo foram constatadas varia¢cdes na
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resisténcia desde baixo até muito alto, com um aumento ao longo do tempo de
estudo.

O aumento na resisténcia de insetos aos agrotoxicos leva a um
descontentamento por parte da populacao agricultora que por falta de conhecimento
ou na busca por solu¢des imediatas, acaba por utilizar doses de agrotoxicos cada
vez maiores e em intervalos menores nas suas culturas. Tal situacdo agrava ainda
mais o problema da contaminac&o ambiental por agrotéxicos, pois além do aporte de
guantidades normais utilizadas nas culturas controladas, ainda existe esse aporte
extra por parte de agricultores mal orientados (DUAN et al., 2016, SALEEM et al.,
2016).

O consumo de agrotoxicos no Brasil vem crescendo de forma exponencial
nas ultimas décadas, seja pelo aumento da area dedicada ao cultivo, adocao de
novas tecnologias de plantio e/ou aparecimento de novas pragas mais dificeis de
controlar, sendo que em 2008 o pais alcangcou a marca de maior consumidor
mundial de agrotoxicos (GOMES; BARIZON, 2014).

Os processos de transferéncia dos agrotoxicos apOs sua aplicacdo para
outros compartimentos ambientais sdo dependentes de mudancas quimicas, fisicas
e biolégicas que possam ocorrer. Retencdo pelas plantas, adsor¢cdo e dessorcgao,
volatilizacdo, degradacédo quimica e/ou bioldgica, escoamento superficial e lixiviacdo
sdo exemplos dessas transformacfes (REMUCAL, 2014, SAINI; KUMAR, 2016).

Uma pesquisa publicada por Derbalah, Ismail e Shaheen (2013), detectou a
presenca de nove agrotoxicos organofosforados em concentracdes variando de
0,070 até 2,95 pg L™, sendo que o agrotéxico mais abundante foi o clorpirifés (de
0,50 até 1,88 pg L™ na primavera e 0,17 até 2,7 pg L™ no verdo). O estudo foi
realizado coletando amostras antes e apos estacfes de tratamento de agua (ETA).
Na maioria das amostras coletadas apO0s 0s processos de tratamento, a
concentracéo de agrotoxicos é menor ao valor de entrada. No entanto, deve-se levar
em consideracdo que a presenca de diversos agrotoxicos pode resultar num efeito
sinérgico muito maior do que o efeito isolado, além dos riscos associados a
exposicdo cronica.

Os agrotoxicos podem ser classificados segundo seu modo de acao (inibicéo
da acetilcolinesterase, inibidor de fotossintese, disruptores de membrana), espécies
alvo (pesticida, acaricida, formicida) e classe quimica baseada na sua composicao

(clorados, clorofosforados, fosforados e carbamatos). Os carbamatos e
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organofosforados foram desenvolvidos para substituir o uso dos organoclorados,
proibidos no Brasil desde 1985. Apesar da substituichio dos organoclorados,
caracterizados pela elevada persisténcia no meio ambiente, pelos organofosforados
e carbamatos, preocupacfes como bioacumulacdo, toxicidade aguda e cronica
ainda permanecem (LAGANA et al., 1997, FLORES et al., 2004, SAINI; KUMAR,
2016).

3.1.1 Agrotoxico organofosforado clorpirifos

A utilizagdo de agrotdoxicos da classe dos organofosforados foi uma
alternativa aos agrotdxicos organoclorados, conhecidos pela elevada toxicidade,
capacidade de bioacumulagao e persisténcia no meio ambiente por longos periodos.
Os organofosforados séo tidos como mais eficientes e de baixa persisténcia no meio
ambiente, quando comparado aos organoclorados e carbamatos (WANG et al.,
2010, DERBALAH; ISMAIL; SHAHEEN, 2013).

Os organofosforados sao moléculas sintetizadas derivadas de acido
fosférico, fosfénico, fosforotiamidicos ou fosforotidicos com funcdes ésteres, amidas
ou tidis, caracterizados pela presenca de uma ligagdo P=0 ou P=S (IPCS, 2016).

A toxicidade aguda dos organofosforados € atribuida principalmente a
capacidade das substancias em inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase,
atacando o sistema nervoso, além da geracgao de radicais livres e estresse oxidativo
(WANG et al., 2010, COLOVIC et al., 2011).

O clorpirifés  (O,0O-dietil-O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato) (Figura 1)
sintetizado em 1965, € um dos agrotoxicos organofosforados mais utilizados no
mundo devido ao seu amplo espectro de atuacao. Ele ja foi registrado em mais de

900 férmulas diferentes no mundo todo e seu uso continua crescendo.

Figura 1: Formula estrutural do clorpirifés

Fonte: Amalraj; Pius, 2015
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No Brasil seu emprego € autorizado na aplicagdo foliar das culturas de
algodao, batata, café, cevada, citros, feijao, maca, milho, pastagem, soja, sorgo,
tomate e trigo, protegao localizada na cultura da banana, aplicagdo no solo nas
culturas de batata e milho. Sendo o limite maximo permitido como residuo (LMR) nos
alimentos entre 0,01 mg Kg™' para a soja e a banana e 5 mg kg’ para a pastagem e
a ingestao diaria aceitavel (IDA) de 0,01 mg kg™’ de peso corporal (ANVISA, 2017).

Pertencente a classe dos inseticidas, formicidas e acaricidas, é utilizado no
controle de insetos em culturas agricolas e horticolas (MAURIZ et al., 2006). Sendo
que em conformidade ao estabelecido na Resolu¢ao-RDC n°® 206 de 23/08/04 o
registro do clorpirifés foi suspenso, assim como a concessdo de novos registros,
para produtos saneantes domissanitarios (desinfestantes). Ficando seu uso
doméstico limitado a iscas para combate a formigas e baratas.

O clorpirfés (CP) possui massa molar de 350,6 g mol™”, sua solubilidade
varia entre 0,39 mg L"a19,5°C até 1,4 mg L' a 25 °C com meia vida em pH 5 de
72 dias e em pH 9 de 16 dias, coeficiente de adsorcao (Koc) de 9,93 e coeficiente de
particdo (logKow) entre 4,7 e 5,11. Quando exposto a luz sofre foto-transformacao
pela luz natural e/ou artificial com converséo de cerca de 50% do composto com
cerca de 30 a 40 dias em agua de rio. (EC, 2005, WHO, 2009, PAN, 2017).

Os comprimentos de onda (A) de maior absorcdo do clorpirifés padréao
analitico (200, 230 e 290 nm) € apresentado pelo cromatograma 3D (Figura 2).
Quanto maior o A, menor a absorgdo, no entanto menos interferentes sao
observados (LIMA, 2015).

Figura 2: Cromatograma 3D da condic¢ao inicial, eluicdo ACN:H,O de 80:20, vazdo de 1,0 mL
min™ e volume de injecdo de 20 pL com solugéo de padrédo de clorpirifés de 2 mg L™
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Fonte: Lima (2015)
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A faixa de absorcdo do composto (Figura 2) o torna suscetivel a processos
de fotdlise de forma mais intensa pelos comprimentos de onda presentes na
radiacdo UVC (200 — 280 nm) e UVB (280 — 320 nm).

A exposicdo humana ao CP e seus metabdlitos, afeta o sistema nervoso
pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Sintomas da intoxicagdo aguda por
clorpirifés incluem dor de cabeca, nausea, contracdo muscular e convulsdes,
podendo levar ao Obito. A exposicdo crbnica esta associada ao aparecimento de
diversos tipos de cancer, alteracdes no sistema reprodutor masculino, defeitos
congénitos, doencas do sistema respiratério como asma e a doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) (AMALRAJ; PIUS, 2015, POZO et al., 2016).

O clorpirifés também tem efeitos severos sobre outras espécies, sendo
classificado como altamente toxico com valores de DLsy aguda oral de 229 mg kg™ e
DLso aguda por inalacdo de 0,385 mg L™ para ratos, CEsy aguda de 0,16 pug L™ e
CLso cronica de 0,06 ug L™ para Daphnia magna (WHO, 2009, IPCS, 2016).

Quando submetido a oxida¢do, um dos subprodutos gerados é o clorpirifos
oxon (CPO), resultante da substituicdo da ligacdo do enxofre (P=S) pelo oxigénio
(P=0), de maior potencial téxico. O CPO é mais soluvel em agua do que o CP, mas
possui menor estabilidade sendo rapidamente degradado a outros subprodutos
(SINDI et al., 2016, SOGORSB et al., 2016).

Outro subproduto formado é o 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), resultante da
hidrolise direta do clorpirifés ou da hidrolise do clorpirifés oxon. O TCP nao
apresenta elevada ecotoxicidade como o clorpirifés e o clorpirifés oxon, no entanto
possui elevada persisténcia podendo dificultar processos de mineralizacao, além de
ser mais solavel em agua (SLOTKIN et al., 2009, SINDI et al., 2016, SOGORB et al.,
2016).

A figura 3 apresenta as principais rotas de degradacédo do clorpirifés por
processos fisico-quimicos (UTZIG, 2016). Segundo dados da EC (2005), nao

ocorrem processos de degradacéo biolégica com o CP no meio ambiente.



Figura 3: Principais rotas de degradacéao do clorpirifés por processos fisico-quimicos
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Existe uma grande variedade de produtos comerciais cujo ativo principal é o
clorpirifés, como o Dursban®, Lorsban® Tricel®, Dowco 179®, Spannit®, Talon,
Piridane® (MURILLO et al., 2010).

O Decreto n°4074/20002 obriga que empresas produtoras de agrotdxicos no
Brasil apresentem semestralmente relatérios de comercializacdo destes produtos
para acompanhamento do volume comercializado no pais. A partir desses dados, o
Ibama elabora relatérios anuais sobre producéo, importacdo, exportacédo e venda de
agrotoxicos no Brasil. O ultimo boletim divulgado, 2014 (atualizado em 04/16),
mostra que o clorpirifés é o 5° ingrediente ativo (IA) mais vendido no pais, com uma
comercializagdo anual de 16.452,77 toneladas de IA, ficando atrds do glifosato e
seus sais, 2,4-D, acefato e 6leo mineral (IBAMA, 2017).

Assim como ha um acompanhamento da producdo e consumo, visando
avaliar e promover a seguranca dos alimentos em relacédo ao uso dos agrotéxicos, a
ANVISA criou em 2001 o Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA), com o objetivo de identificar e quantificar a presenca de residuos
de agrotéxicos nos alimentos. O programa visa contribuir com informacgfes para a
adocao de boas préticas agricolas (BPA) (ANVISA, 2016).

Entre 2013 e 2015 foram analisadas 12.051 amostras de 25 tipos diferentes
de alimentos de origem vegetal, categorizados em cereais/leguminosas, frutas,
hortalicas folhosas, hortalicas nado folhosas e raizes, tubérculos e bulbos. Os
resultados do ultimo relatério divulgado mostraram que de todas as amostras, 19,7%
apresentaram um resultado insatisfatorio, seja pela detec¢do do agrotéxico nao
permitido pela cultura, acima do LMR ou por ambos os fatores (ANVISA, 2016).

Com base nas culturas escolhidas e seus agrotoxicos permitidos, os
agrotéxicos mais utilizados e alguns agrotoxicos de uso proibido no pais, as
amostras foram analisadas para 232 agrotéxicos diferentes (ANVISA, 2016).

Considerando todas as amostras avaliadas (residuo permitido para a cultura
em concentracdo menor que o LMR; residuo n&o autorizado para a cultura e residuo
acima do LMR), o clorpirifés foi o 7° agrotoxico mais detectado e o carbendazim o
mais encontrado. Das amostras consideradas irregulares, o CP foi o segundo mais
detectado, principalmente em culturas nas quais ele ndo é permitido, indicando seu
intenso uso no pais (ANVISA, 2016).
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Um dos maiores problemas, € que a exposicdo humana nao esta restrita ao
consumo de alimentos, pois pesticidas sdo encontrados também no ar, solos e agua
(ZHANG et al., 2011).

Em consequéncia a intensa aplicagao, existem relatos de monitoramento do
CP em que foram encontrados no solo tragos do agrotoxico a 24 km do local de
aplicacdo (AMALRAJ; PIUS, 2015). Pozo et al., (2016) relatou a presenga de CP na
atmosfera chilena, na regidao de Araucania durante diferentes periodos do ano, com
a concentragao variando de 0,3 até 14.600 pg m>. Além de estar presente no solo e
ar, também é possivel detectar o clorpirifés em aguas superficiais (PAPADAKIS et
al., 2015, WESTON; CHEN; LYDY, 2015)

Segundo a Portaria n°® 2914/2011 do Ministério da Saude o valor maximo
permitido somando as concentragdes de clorpirifés e clorpirifés-oxon, um de seus
subprodutos, é de 30 pg L' para agua para consumo. Na Unido Europeia o valor
maximo permitido (VMP) de clorpirifés em agua para consumo humano é de 0,1 ug
L™, nos Estados Unidos de 10 pug L™ e no Canada de 90 ug L™ (PAN, 2017).

Os métodos utilizados na detecgcdo do CP em matrizes ambientais incluem
cromatografia a gas com detector fotométrico de chama (GC-FPD) (DUAN et al.,
2016, NAYAK et al., 2016), cromatografia a gas com detector de espectrometria de
massas (GC-MS) (MURILLO et al., 2010, DERBALAH, ISMAIL; SHAHEEN, 2013,
PINTO et al., 2015), cromatografia em fase liquida com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) (SLOTKIN et al, 2009, WU; LINDEN, 2010) e cromatografia em fase
liquida com detector UV (HPLC-UV) (FEMIA et al., 2013).

3.2 PROCESSOS AVANCADOS DE OXIDACAO

A presenca de agrotoxicos no meio ambiente, principalmente em corpos
d’agua remete a necessidade de processos de tratamento que sejam capazes de
remover tais compostos do meio ambiente. Devido a esse fato, métodos de
tratamento alternativos aos convencionais vém sendo estudados (ZHANG et al.,
2011).

Existe uma vasta quantidade de técnicas que podem ser utilizadas no
tratamento de compostos recalcitrantes, envolvendo processos fisicos, quimicos ou

biolégicos, além da combinacéo destes (LOURES et al., 2013).
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Processos com base em oxidagdo quimica podem ser utilizados no
tratamento desses compostos, seja como pré ou pos-tratamento de processos
biolégicos convencionais, seja para diminuir toxicidade ou adequar o efluente a
padrées permitidos pela legislagdo (CRUZ et al., 2012, RIZZO, 2011). Diante desse
cenario, os processos avangados de oxidagcdo (AOP, do inglés advanced oxidation
process) ganham relevancia por cumprirem o objetivo proposto (MURCIA et al.,
2015).

Os AOPs sao processos baseados na producéo in situ de radicais hidroxila
(HO*) que, num cenario ideal, podem levar a mineralizacdo dos compostos
organicos presentes nos efluentes (AMALRAJ; PIUS, 2015, RIBEIRO et al., 2015).

Os radicais hidroxila apresentam elevado poder de oxidacéo (E° = 2,80 V),
alta reatividade e baixa seletividade, sendo que os processos que se utilizam da sua
geragao sao considerados como processos limpos no tratamento de contaminantes
presentes em aguas (WANG; LIU, 2014, RIBEIRO et al., 2015).

A producéo de radicais hidroxila pode ser feita de diversas formas o que leva
uma variedade de AOPs como exemplificado no quadro 1. A escolha do processo
deve levar em conta as caracteristicas do efluente, do contaminante, sua

concentracéo e objetivo do tratamento (RIBEIRO et al., 2015).

Quadro 1: Variedade dos AOPs e sua classificacdo com base na forma de producdo dos
radicais hidroxila e presenca de radiacéo.

Sistemas Homogéneos Sistemas Heterogéneos
Com irradiacdo Sem irradiagdo Com irradiacdo Sem irradiagdo
. . P
H,0,/UV 04/H,0, TiO,/UV — Fotocatélise rocessos
eletroquimicos
+ TiO2/H,0,/UV —
04/UV Fe?"'H,0,— Fenton 10222 Fe%/H,0,

Fotocatalise

O3/H,0,/UV Fe3+/H202 — like Fenton Foto-eletrocatalise

Ultrassom/Fe,./H,05 —

Like-Fenton
sono-Fenton

Sono-foto-Fenton

Fe™/ H,0, UV — foto-

Eletrofenton
Fenton

Fonte: adaptado de Ribeiro et al. (2015) e Liz (2013)

A grande vantagem dos AOPs quando comparado a outros processos
utilizados no tratamento de aguas, tais como filtracdo, adsorcdo, separacao por

membranas, osmose inversa, € a nao transferéncia de fase do contaminante que
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gera um residuo sélido final sem tratamento e com elevadas concentracbes de

contaminantes (LOURES et al., 2013, AMALRAJ; PIUS, 2015, REDDY; KIM, 2015).
A degradacdo dos compostos organicos pode ocorrer de trés formas

principais: transferéncia de elétrons (equacédo 1), abstracdo de hidrogénio (equacao

2) e adicao radicalar (equacao 3).

HO +R — OH +R™ (1)
HO +R-H — H,0 + R’ )
HO +R — (R—OH)" ©)

Esses mecanismos levam a formacdo de espécies instaveis que se

fragmentam até sua mineralizacao.

3.2.1 Processo foto-Fenton

Ribeiro et al. (2015) fizeram um levantamento das publicacdes da ultima
década (a partir de 2004) dos processos aplicados no tratamento do grupo de
substancias definidas na Diretiva 2013/39/EU e constataram que processos
baseados nas reacdes de Fenton sdo os mais aplicados (31%) dentre os AOPs no
estudo das remocdao desses compostos dos efluentes.

Os processos Fenton tem se destacado pela sua eficiéncia na degradacéo
de compostos recalcitrantes, baixo custo quando comparado a outros AOPs, facil
operacdo e manutencdo e auséncia de toxicidade dos seus reagentes, ferro e
peréxido de hidrogénio (ANDREOZZI et al., 1999, RIBEIRO et al., 2015).

O processo Fenton é capaz de produzir radicais hidroxila pela dissociacao
do perdxido de hidrogénio catalisada pelo ferro, num meio acido (equacéo 4)
(NIDHEESH; GANDHIMATHI, 2012, WANG; LIU, 2014).

Fe** + H,0, — Fe** + OH™ + HO' (4)

Quando expostos a radiacdo UV-Vis os reagentes de Fenton sdo capazes

de produzir um novo radical hidroxila (equacédo 5) levando a maiores constantes de
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velocidades de reagdo (NAVARRO et al., 2011, VILAR et al.,, 2012, WANG; LIU,
2014).

Fe** + H,0 + hu — Fe*" +H" +HO" (5)

A capacidade do processo de regenerar o catalisador, leva a formacao de
um ciclo catalitico, fazendo com que a reacdo de degradacdo ocorra sem a
necessidade da adicdo de grandes quantidades de reagentes e por um periodo
maior de tempo (NAVARRO et al., 2011, VILAR et al., 2012).

3.2.2 Processo UV/H-»0,

Outro AOP também utilizado no tratamento de aguas € o processo UV/H,0,
no qual a energia fornecida pela radiacdo UV-C (200-280 nm), principalmente 254
nm, é capaz de clivar a ligacdo O-O do perdxido de hidrogénio formando 2 radicais
hidroxila para cada mol de H,O, (equacao 6) (REDDY; KIM, 2015).

H,O, + hu — 2 HO’ (6)

No entanto, o excesso de radicais HO" pode levar a recombinacdo desses
com formac&o de H,0, (equacéo 7) (RODRIGUEZ et al., 2013).

2 HO' — H,0, @)

Também quando em excesso, o peroxido de hidrogénio é capaz de reagir
com os radicais hidroxila levando a geracdo do radical hidroperoxila (equacéo 8),
gue além de possuir menor potencial de oxidacdo pode consumir radicais hidroxila
na formacéo de H,O, e O, (equacéo 9) (LOURES et al., 2013).

H>O, + HO — H02 + H,O (8)
HOZ' + HO — H,O, + O (9)
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3.3 FOTOLISE

A fotdlise pode ocorrer pela absorgao de radiagao de forma direta pelo grupo
cromoforo presente na estrutura do composto. Ocorre a formagdo de uma molécula
excitada e essa pode passar por processos de degradagcdo como homodlise [1],
heterdlise [2] ou fotoionizagao [3] (figura 4) (REMUCAL, 2014, REDDY; KIM, 2015).

Figura 4 - Mecanismos de degradacdo de compostos organicos por fotdlise

R+ X [1]
R* + X
R - X% [R - X]* il 2]
molécula R-+ X*
excitada o)
(R=X)" + e,

Fonte: Adaptado de Reddy e Kim (2015)

A formagéo de subprodutos que ndo absorvem o comprimento de onda (A )
da radiacdo fornecida impede que ocorra a mineralizagcdo dos compostos
submetidos a fotdlise (REDDY; KIM, 2015).

Ja a absorcdo de forma indireta ocorre quando uma molécula fotossensivel
absorve a radiagao, ativa a molécula do composto organico e entao ele passa pelos
processos homolise [1], heterdlise [2] ou fotoionizagao [3] como na fotdlise direta
(REMUCAL, 2014, REDDY; KIM, 2015).

3.4 DEGRADACAO DE CLORPIRIFOS POR PROCESSOS AVANCADOS DE
OXIDACAO E FOTOLISE

A disponibilidade de trabalhos na literatura que tratam da degradacéo do CP
por processos avancados de oxidacdo e fotdlise é limitada. A seguir séo
apresentados trabalhos dos ultimos 8 anos que tratam do assunto.

Slotkin et al. (2009) avaliaram a degradacdo de solucdes de clorpirifés
padrao analitico por fotélise utilizando um reator colimado em escala de bancada

equipado com quatro lampadas de Hg de baixa pressdo, emissédo a 254 nm. Para a
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solubilizagdo do clorpirifés padrédo analitico foi utilizado metanol. Partindo de uma
solucdo de concentracgéo inicial de 15,83 mM, ap6s 60 e 120 minutos cerca de 50%
e 70% da concentracdo inicial do CP havia sido removida, respectivamente.
Utilizando um GC/MS foram identificados os subprodutos clorpirifés-oxon, TCP, além
de outros.

Murillo et al. (2010) avaliaram a eficiencia dos processos foto-Fenton
(radiacao artificial e radiacdo solar), O3/H,0,, O3 e TiO,/H,0, foram comparadas
partindo de uma solugédo aquosa de 30 mg L™ de CP padrdo analitico. Foram
atingidas taxas de remocao de 91% para o sistema com radiacao artificial e 82% no
sistema solar com 5 minutos de reacdo, sendo que apd6s 30 minutos foi possivel
considerar a completa degradacédo do CP para ambos. Com 20 minutos de reacao,
no processo heterogéneo ja ndo era mais possivel detectar o CP, assim como para
0 processo O3/H,0,. No entanto, foram necesséarios mais 10 minutos de reacao
quando s6 o o0zonio foi utilizado.

Wu e Linden (2010) avaliaram a fotodegradacédo dos agrotéxicos clorpirifos e
paration na auséncia e presenca de H,O, utilizando um reator de feixe colimado com
quatro lampada de baixa pressao de vapor de Hg (254 nm). Foi observado que
somente a fotélise ndo teve efeito na degradacdo dos agrotdxicos, sendo que a
adicdo de H,O, eleva as taxas de degradacdo dos compostos devido a formacao
dos radicais hidroxila. No entanto, a degradacdo ndo aumenta de forma linear junto
com o aumento da concentracdo inicial de H,O,, devido aos processos de
recombinacdo dos radicais que reduzem a quantidade disponivel para os processos
de oxidacdo. A cinética do processo foi avaliada pelo modelo de 22 ordem com uma
constante de reacdo de 4,9 + 0,1 x 10° Mt s™.

Samet, Hmani e Abdelhédi (2012) compararam os processos Fenton e foto-
Fenton solar na reducdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) de solucdes
preparadas a partir do composto comercial de clorpirifés utilizando um reator tipo
CPC. Foram degradados 1000 mL de solu¢cdo com um fluxo de recirculacdo de 140
mL min™ sob condicdes otimizadas de pH 3, 120 mg min™* de H,0,, 5 mM de Fe?*,
DQO inicial de 1330 mg L™ e 35° C. Com o processo Fenton, apés 40 minutos
de reacao foi observada uma reducao de 90% no teor de DQO, sendo que
com o processo foto-Fenton solar a mesma taxa de reducéo foi alcancada na

metade do tempo, reduzindo em 50% o consumo de H,O, durante o processo.
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Derbalah, Ismail e Shaheen (2013) investigaram a eficiéncia dos processos
nano like foto-Fenton (Fe,O3(nano)/H,0,/UV), oxidacdo com zinco em nano
particulas combinada com H,0, (ZnO(nano)/H,0,/UV), foto-Fenton (Fe?/H,0,/UV),
oxidacdo com zinco e H,0, (ZnO/H,0,/UV) e um processo de biodegradacdo na
remocdo do clorpirifés padrdo analitico (5 mg L") em &gua potavel seguido de
ensaios de toxicidade em ratos.

Todos os tratamentos foram eficientes quanto a remocao do clorpirifos das
solucbes e ndo houve efeito toxico em relacdo ao organismo testado, apds os
tratamentos. Porém enquanto o processo bioldgico precisou de 3 semanas, o AOP
conseguiu alcangar a mesma taxa de remogdo em menos de 50 minutos de reagao
(DERBALAH, ISMAIL; SHAHEEN, 2013)

Utilizando uma solucdo comercial, Femia et al., 2013 avaliaram a eficiéncia
do processo UV/H,0, na degradacédo do clorpirifés e remocao da toxicidade, com V.
fischeri. Utilizando um reator anular de quartzo e uma lampada BTE Model 6,169 KV
de emissdo em 253,7 nm e 20 W solucdes de clorpirifés comercial de 15 mg L™
foram submetidas a degradacdes por 240 minutos. Avaliando 9 diferentes
concentraces de H,O, (0 — 910 mg L™?), apés 20 minutos de reacdo foram obtidas
percentagens de remocéo de 37%, 60% e 93% com as concentracdes de H,0O, de O,
100 e 450 mg L™, respectivamente.

Nayak et al. (2016) avaliaram a remocao do clorpirifés e diuron submetidos a
fotdlise indireta utilizando frutose como molécula fotossensivel. A partir de uma
solucdo estoque de 1 g L™ de padrdo analitico em acetonitrila, as degradacdes
iniciaram com uma solucéo de 2 mg L™, em agua deionizada. Foi constatada que a
adicdo da frutose acelera a degradacdo do CP. As constantes de velocidades de
reacao para as degradacdes sem a adicao de frutose, adicdo de 300 mM e 500 mM
foram de 0,04 + 0, 0,05 + 0,01 e 0,07 £ O, respectivamente, mostrando que quanto
maior foi a adicdo, mais rapida foi a degradacéo do clorpirifés. A maior concentracao
de frutose, 500 mM levou a um tempo de meia vida (t¥2) de 10,04 min, comparado a
um t¥%2 de 18,7 min na fotdlise direta. Ao final dos 20 minutos de reacao, a adi¢éo de

500 mM de frutose levou a uma redugéo de cerca de 80% na concentragao do CP.
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3.6 ECOTOXIDADE COMO PARAMETRO DE AVALIACAO PARA PROCESSOS
AVANCADOS DE OXIDACAO

Bioensaios sao ferramentas de avaliacdo que auxiliam na determinacéo do
efeito de agentes fisicos e quimicos sob organismos testes. Os efeitos destas
substancias podem variar desde mortalidade até alteracdes fisiologicas dependendo
das caracteristicas quimicas da substancia, concentracdo, tempo e frequéncia de
exposicao, do organismo e da fase do ciclo de vida do organismo submetido aos
testes (RIZZO, 2011, DIAZ-GARDUNO et al., 2016).

Deve-se levar em conta que um Unico organismo ndo é capaz de demonstrar
todos os efeitos de uma substancia, € preciso que se utilizem espécies com funcdes
ecologicas relevantes, chamadas espécies modelo (USEPA, 2002, MORALES et al.,
2004).

Também é importante que os organismos escolhidos pertencam a diferentes
niveis troficos, fator que auxilia na compreensdo geral dos efeitos toxicos dos
compostos e/ou solucdes avaliadas, assim como também facilita a comparacéo de
trabalhos realizados em diferentes areas de estudo (DIAZ-GARDUNO et al., 2016).

Os bioensaios podem auxiliar na avaliacéo da eficiéncia de um processo de
tratamento, pois nem sempre quando um AOP ¢é aplicado a um efluente, a
mineralizacdo completa é alcancada (MORALES et al., 2004, DERBALAH; ISMAIL;
SHAHEEN, 2013).

Ensaios de ecotoxicidade aguda com Daphnia sp. ja sdo bem estabelecidos
sendo internacionalmente normatizados por entidades como a Organizagao para a
Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OECD - Organisation for Economic Co-
operation and Development), pelo teste agudo de imobilizagdo n® 202 de 2004,
Organizagéo Internacional para Padronizacdo (ISO - International Organization for
Standardization), com a norma n°® 6341 de 2012 e no Brasil pela Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) pela NBR 12.713 de 2016 (ABNT, 2016).

O processo de germinacdo das plantas envolve uma série de reacdes, nas
quais a composicdo do meio e os fatores ambientais sdo de extrema importancia
para o sucesso da etapa. Nessa fase inicial de desenvolvimento, valores ndao 6timos
de pH, excesso ou escassez de umidade e luminosidade, temperaturas extremas,

presenca de compostos toxicos, podem interferir de maneira expressiva na
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germinagcdo das sementes e crescimento das radiculas. Mesmo ndo sendo uma
espécie representativa de ecossistemas aquaticos, mas por ser de facil e rdpida
germinacdo, ensaios com Lactuca sativa (alface) sdo amplamente utilizados na
avaliacdo da sensibilidade da espécie a diversos compostos tanto em agua quanto
em solos e sedimento (CHARLES et al, 2011, GIORGETTI et al., 2011,
MEHRAFARIN et al., 2011, CHAPMAN et al., 2012, YOUNG et al., 2012,
BAMGBOSE; ANDERSON, 2015, KASTURY et al., 2015, UTZIG, 2016, BIRUK et
al., 2017).

Segundo protocolo da Organizacdo Mundial da Saude (WHO - World Health
Organization), a determinacao da suscetibilidade e/ou resisténcia a inseticidas pode
ser realizada em ensaios que utilizam larva do mosquito Aedes aegypti (WHO,
1981). A literatura conta com trabalhos que avaliam a atividade larvicida de
agrotoxicos (OCAMPO et al., 2011, SERRANO et al., 2014, ROCHA et al., 2015,
THONGWAT; BUNCHU, 2015), amidas sintetizadas (TSIKOLIA et al., 2013) e 6leos
essenciais (DUARTE et al.,, 2015). No entanto, ndo ha relato de trabalhos que
utilizaram a larva do A. aegypti como sinalizador da redugdo ou acréscimo da

atividade larvicida antes e apds tratamento por AOPSs.

3.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE DE CLORPIRIFOS APOS PROCESSOS DE
DEGRADACAO

Assim como a literatura que trata da degradacao do clorpirifés por processos
avancados de oxidacdo é limitada, os trabalhos que trabalham com a avaliacdo da
toxicidade apOs os tratamentos € tdo mais escassa quanto. A seguir séo
apresentados trabalhos que fizeram esse tipo de investigacéo.

A avaliacdo da neurotoxicidade de solucdes de clorpirifés apés fotolise foi
realizada por Slotkin et al. (2009) utilizando células PC12 como modelo, que
permitem a deteccao de efeitos danosos ao ciclo celular. Metanol foi utilizado para
solubilizagédo do padrdo analitico de clorpirifés, e a mesma quantidade foi adicionada
nas solucdes controle. Partindo de solugdes de concentracao inicial 10 e 30 uM,
apos 60 e 120 minutos cerca de 50% e 70% da concentracédo inicial do CP havia
sido removida, respectivamente. A exposi¢cdo da solucdo de clorpirifdés ao menor

tempo de tratamento ndo s6 néo foi suficiente para uma reducéo na toxicidade frente



32

aos parametros testados como nao apresentou praticamente nenhuma alteracao,
indicando a formacdo de subprodutos de maior toxicidade, fato comprovado pela
analise das amostras em GC/MS, que identificou o subproduto clorpirifés-oxon.
Importante destacar que também foi constatado um efeito toxico no controle apés o
tratamento, possivelmente devido a formacdo dos subprodutos formaldeido e acido
férmico devido a presenca do metanol.

Zhang et al. (2011) avaliaram a toxicidade com Vibrio ginghaiensis sp. Nov-
Q67 apds degradacdo por ultrassom de solucdes de clorpirifés e diazinon
preparadas a partir dos seus padrdes analiticos. Solu¢cdes estoque foram
preparadas em acetona e posteriormente diluidas em &gua para concentracdes
iniciais de 2 e 3 mg L™. A andlise por GC-MS das solucdes de clorpirifés apos
tratamento detectou a presenca de dois subprodutos, clorpirifés oxon (Figura 5a),
com maior potencial toxico que o clorpirifés, e do TCP (3,5,6-tricloro-2-piridinol)
(Figura 5b).

Figura 5: Formula estrutural dos subprodutos de degradacédo do clorpirifds, clorpirifés-oxon
(@) e TCP (b).
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Fonte: Muioz et al., 2014

As andlises de toxicidade apdés 30 e 60 minutos de tratamento, com
remocdes de 65 e 72%, respectivamente, mostraram um aumento na taxa de
inibicdo de 19 e 33%, quando comparadas a amostra sem tratamento. As amostras
apos 60 minutos de tratamento apresentaram um aumento na area do pico
cromatografico do clorpirifés oxon de 1,3 em relagédo a area obtida apds 30 minutos,
0 que justificaria 0 aumento da toxicidade.

Partindo da solug&o comercial de clorpirifos, Femia et al. (2013) avaliaram a
toxicidade com V. fischeri. Eles constataram que apds 20 minutos de tratamento por

UV/H,0,, a toxicidade diminui 60%, mas aumenta para 95% apds 40 minutos,
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possivelmente devido a geracdo de compostos de maior toxicidade derivados do
clorpirifés ou das interacbes com os demais compostos presentes na formulagéo
comercial. O processo foi conduzido por até 300 minutos sendo que ao final a taxa

de inibicao caiu para 10%.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESTRATEGIA DE TRABALHO

Estudos preliminares desenvolvidos no grupo mostraram a necessidade do
uso de solventes para melhor solubilizacdo do clorpirifés. No entanto, nédo ficou claro
o efeito dos solventes organicos testados em relacdo a toxicidade final do analito
tratado. Em funcdo desse precedente o presente trabalho iniciou-se com a
realizacdo de uma avaliacdo dos solventes organicos acetonitrila, acetona e metanol
guanto a sua capacidade de solubilizar o padrdo analitico de clorpirifés e verificar
sua toxicidade frente aos organismos testados, Lactuca sativa e Daphnia magna,
nos ensaios de ecotoxicidade pds tratamento do solvente por radiacdo UVC e pelos
processos UV/H,O, e foto-Fenton. Em paralelo, iniciaram-se os estudos de
degradacdo com a solucdo comercial do composto (Lorsban®) com posterior teste
de ecotoxicidade com Lactuca sativa, Daphnia magna e Aedes aegypti.

Apbs definicdo do solvente, foi realizada a degradacédo do clorpirifés padrédo
analitico com posterior teste de ecotoxicidade com 0s mesmos organismos testados
com o Lorsban®.

Também foram testados métodos de extracdo que permitissem realizar a
determinacao quantitativa do clorpirifés (padrdo e solugcdo comercial de Lorsban®)
por HPLC-DAD (cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo de diodos).

A figura 6 traz um fluxograma apresentando as atividades realizadas no

decorrer do trabalho.
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Figura 6 — Fluxograma das etapas desenvolvidas no projeto.
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4.2 REAGENTES E INSUMOS

As solucdes de clorpirifés foram preparadas utilizando o composto comercial
Lorsban® 48% (m/v) (Dow AgroSciences) e o padrdo analitico grau Pestanal®
(Sigma-Aldrich).

Outros reagentes utilizados neste trabalho foram sulfato ferroso 99%
(Vetec), peroxido de hidrogénio 35% (Perdxidos do Brasil), catalase de figado bovino
2000 — 5000 unidades mg™ (Sigma-Aldrich) solucdo de concentracdo 1% (m/v)
preparada em agua de osmose, acetonitrila, metanol e acetona todos grau HPLC
(J.T. Baker), acetato de etila grau HPLC (Panreac), dgua de osmose reversa
(Quimis) e agua ultrapura (MegaPurity). Os demais reagentes (acidos, bases e sais)
foram de grau analitico. Para ajuste de pH foram usadas solucbes de H,SO, e
NaOH.
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4.2.1 Solugdes de clorpirifés

Segundo o fabricante, o Lorsban® (suspensdo do composto comercial de
clorpirifés) € um concentrado emulsionavel cuja composicdo é de 48% (m/v) de
clorpirifés, 53,6% (m/v) de mistura de hidrocarbonetos arométicos e 11,49% (m/v) de
outros ingredientes. Os ensaios foram feitos sempre levando em consideracao
apenas a concentracao do principio ativo, o clorpirifos.

Da suspensdo do composto comercial, foi preparada uma solucdo de
concentracdo nominal de 240 mg L em &gua ultra-pura, chamada de solucédo
estoque. Devido a instabilidade da amostra em solucdo aquosa, apOs intensa
homogeneizacéo, a solucéo foi separada em tubos de vidro de 10 mL e as porcdes
foram armazenadas a -4 °C (frezeer) na auséncia de luz. As solu¢des de trabalho
(200 pg L™) foram preparadas em &gua de osmose reversa no dia de uso a partir da
diluicdo da solucéo estoque.

Para as solucdes utilizando o padréo analitico, foi preparada uma solucéo
estoque de 40 mg L em acetona com posterior diluicdo em agua de osmose

reversa para 200 pg L™

4.3 ENSAIOS DE DEGRADACAO

Os ensaios foram feitos utilizando um reator fotoquimico convencional de
bancada (600 mL de capacidade), equipado com refrigeracdo por dgua e agitacédo
magnética (Figura 7).

Para os sistemas fotoassistidos por radiacdo artificial, uma lampada de alta
pressdo de vapor de mercurio de 125 W, sem o bulbo protetor, foi posicionada a 10
cm da borda do reator protegida por um bulbo de vidro Pyrex (radiagcdo UVA) para o
processo foto-Fenton e por um bulbo de quartzo (radiagdo UVC) para a fotolise e o

processo UV/H,0,.
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Figura 7 - Representacédo do reator fotoquimico de bancada
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Fonte: Utzig (2016)

4.3.1 Degradacéo dos solventes organicos em solucdo aquosa

As degradacbes foram feitas em solugbes aquosas com 0,2% (v/v) de
solvente organico (acetonitrila, acetona e metanol).

Os ensaios de fotdlise foram conduzido por 180 minutos, sendo retirada uma
aliquota final para a realizacdo dos bioensaios.

Para os ensaios UV/H,0; a concentracdo de H,O, foi estabelecida em 12 mg
L e utilizado pH natural da solucdo (entre 5 e 6) (UTZIG, 2016). O processo foi
avaliado por 180 minutos, sendo retirada uma aliquota final para a realizacdo dos
bioensaios.

Nos ensaios foto-Fenton a concentracéo de H,O, foi fixadaem 12 mg L™ e a
concentracdo de Fe?" foi baseada no trabalho de Affam, Chaudhuri e Kutty (2012)
qgue fez uma avaliacdo da degradacao de trés agrotoxicos entre eles o clorpirifés, em
que foi estabelecida uma razdo H,0,/Fe?" ideal de 6. Portanto a concentracdo de
Fe?* utilizada foi de 2 mg L. O pH das solugdes antes da adicdo dos reagentes era
ajustado para 2,8 (MALATO et al., 2009). O processo foi avaliado por 180 minutos,

sendo retirada uma aliquota final, para a realizacéo dos bioensaios.



38

4.3.2 Degradacéo do Lorsban® e clorpirifés padréo analitico

Os mesmos procedimentos de degradacdo empregados para os solventes
organicos foram repetidos para degradacdo das solucdes de Lorsban® e clorpirifos
padrdo analitico, entretanto com retiradas de amostras em tempos intermediérios,
para acompanhamento da degradagao do analito de interesse.

Na fotélise a degradacdo foi realizada por 180 minutos, sendo retiradas
aliquotas nos tempos 5, 10, 20, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos para quantificacdo do
clorpirifés por HPLC-DAD ap0s processo de extracdo liquido-liquido.

Além da quantificagdo cromatogréafica, com as amostras dos tempos 60, 120
e 180 minutos foram realizados os bioensaios.

Para o processo UV/H,O, a concentracdo inicial aplicada de H,O, foi
calculada a partir do valor de carbono organico total (COT) utilizando a razéo (r =
Con202/Cocort) de 26 (FEMIA et al., 2013).

Em uma solucdo de Lorsban® contendo 20 mg L™ de clorpirifés, equivalente
a 6,2 mg L™ de carbono, o valor obtido para o COT foi de 31 mg L™, indicando que
80% do COT na solugado de Lorsban era proveniente dos demais ingredientes
presentes em solugdo, que néo o clorpirifés.

Sendo a concentracdo de clorpirifés na solucdo de trabalho de 200 pg L™
(310 pg de COT), a quantidade de H,O- estabelecida foi de 8 mg L™.

Foram retiradas aliquotas nos tempos 5, 10, 20, 30, 45, 60, 120 e 180
minutos para quantificacdo do clorpirifés por HPLC-DAD apds processo de extracao
liquido-liquido e quantificacdo do H,O; residual.

Além da quantificacdo cromatografica, com as amostras dos tempos 60, 120
e 180 minutos foram realizados os bioensaios.

Para os estudos de foto-Fenton buscou-se trabalhar com a mesma
concentracdo de H,O, usada no processo UV/H,0,, fixa em 8 mg L™. Desta forma a
concentracédo de Fe?* utilizada foi de 1,3 mg L™ (AFFAM; CHAUDHURI; KUTTY,
2012). Previamente a adicdo dos reagentes, o pH era ajustado para 2,8 (MALATO et
al., 2009).

O processo foi realizado por 180 minutos, sendo retiradas aliquotas nos

tempos 5, 10, 20, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos, com quantificacdo do clorpirifés por
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cromatografia a liquido apds processo de extracdo liquido-liquido. Também foi
realizada a quantificacdo do H.O, residual, do Fe?* e ferro total dissolvido.
Além da quantificacdo cromatografica, com as amostras dos tempos 60, 120

e 180 minutos foram realizados o0s bioensaios.

4.4 CONTROLE ANALITICO

4.4.1 Analise quantitativa do clorpirifés por HPLC-DAD

A concentracdo de clorpirifés foi determinada por HPLC-DAD em método
validado em trabalho anterior do grupo de pesquisa (UTZIG, 2016). Uma vez que 0s
trabalhos foram executados de forma sucessiva e utilizando o mesmo equipamento
e coluna cromatografica, ndo foi necessaria a implementacdo e validagdo de um
novo método para detec¢do e quantificacéo do clorpirifos.

As condi¢des cromatograficas sdo apresentadas no quadro 2.

Quadro 2: Condi¢cbes cromatograficas e do método estabelecidas para detecgcdo e
guantificacao do agrotoxico clorpirifés em solugcéo aquosa com 0,2% de acetonitrila.

Coluna cromatografica Poroshell 120 EC-C18 (Agilent Technologies) 4,6
x 150 mm; 2,7 ym
Fase movel Acetonitrila:H,O
Proporcéo da fase mével 90:10 (v/v)
Vaz&o da fase movel 0,4 mL min™
Tipo de eluigdo Isocratica
Volume de injecdo 50 pL
Comprimento de onda monitorado 290 nm
Limite de quantificagéo 15,48 ug L*
Limite de detecgéo 511 ug L™
Faixa linear do método 15-200 ug L™
Tempo de retengao 8 minutos
Tempo do método 20 minutos

Fonte: Utzig (2016)

Foi utilizado um cromatografo liqguido marca Agilent (modelo 1260 Infinity),

equipado com os seguintes modulos: bomba quaternaria G1311B, injetor automatico
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G1329B e detector DAD G4212B. Os cromatogramas foram registrados pelo
software Chemstation.

Parametros da regressao da curva analitica sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Parametros de regressédo da curva analitica

Parametro Valor
Coeficiente linear 0,20659
Desvio do coeficiente linear 0,15893
Coeficiente angular 0,10262
Desvio do coeficiente angular 0,00381
Coeficiente de correlacédo 0,99868

Fonte: UTZIG (2016)

Os valores de precisdo, expressos pelo calculo do coeficiente de variacédo
(CV) e exatidédo sao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Valores de preciséo e exatiddo do método de quantificacdo do clorpirifés por HPLC-
DAD.

Controles de qualidade CV (%) Exatidao (%)
COB (44,8 ug LY 3,03 95,22
CQM (102,0 ug L™ 7,96 91,45
CQA (160,0 pg L™ 2,59 98,65

Fonte: UTZIG (2016)

4.4.2 Extracao liquido-liquido

O processo de extracao liquido-liquido (ELL) foi baseado na metodologia de
Nayak et al. (2016), com adaptacdes.

Em funil de separacédo de 250 mL, foram adicionados 100 mL de amostra e 4
x 10 mL de acetato de etila grau HPLC. A cada adicdo, a mistura foi agitada
vigorosamente e separadas as fases aquosa e organica. Ao fim das sucessivas
adicOes de acetato de etila, foi obtido um fator de concentracdo (FC) da amostra de
2,5 vezes. Na continuidade das analise, era retirada uma aliquota da fase organica,
conforme o fator de concentracdo (FC) que se desejava obter ao final do processo,
evaporada em fluxo de nitrogénio e reconstituida em agua com 0,2% de acetonitrila,

mesma condi¢do usada por Utzig (2016) para validagdo do método de andlise.
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Devido ao limite superior do método de quantificacdo ser o mesmo da
concentracdo inicial de clorpirifés nas degradacbes, as amostras degradadas por
menor tempo, foram concentradas por um fator de 1,25 vezes para a analise
cromatografica, enquanto as amostras que sofreram maior eficiéncia de remocao
foram concentradas por um fator de 10 vezes para a analise cromatogréafica.

Lembrando que inicialmente, na extracdo liquido-liquido houve um FC de 2,5
vezes, para as amostras com menor eficiéncia de tratamento ou as amostras
provenientes de tempos iniciais, foi coletado 1 mL da fase organica, evaporado e
reconstituido em 2 mL de agua com 0,2% de acetonitrila, proporcionando ao
processo como um todo um FC de 1,25 vezes. Para as amostras tratadas por mais
tempo e/ou com maior eficiéncia de degradacédo do composto, foram coletados 2 mL
de fase organica, evaporados e reconstituido para 0,5 mL de agua com 0,2% de
acetonitrila, proporcionando um FC igual a 10 vezes.

Com os FC de 1,25 e 10, os limites de quantificacdo do clorpirifés passaram
aser12 e 1,5 ug L?, respectivamente.

Na validacdo da extracdo liquido-liquido foram utilizadas trés concentracdes
de clorpirifés padrdo analitico e Lorsban, concentracdao alta (CA), concentracao
média (CM) e concentracdo baixa (CB) de analito, definidos em funcdo da
linearidade da curva analitica, 15 a 200 pg L™. Os valores de CA, CM e CB foram de
180, 112 e 45 pg L™ (ANVISA, 2003).

4.4.3 Avaliacao das cinéticas de degradacao

As cinéticas das degradacdes foram avaliadas para primeira e segunda
ordem. Para as cinéticas de primeira ordem, os graficos foram feitos pelo célculo de
In de (C/Cy), onde C é a concentragdo residual e Cy € a concentragao inicial, versus
tempo. Da inclinacdo da reta obtida pela analise linear, é obtido o valor da constante
de velocidade da reacdo (k). O calculo do tempo de meia via (t%2) € dado pela
férmula tv2 = 0,693/k (LACORTE, 1995, MUHAMAD, 2010, ISMAIL et al., 2013).

Para as cinéticas de segunda ordem, o eixo y € dado por [(1/C) — (1/Cp)] e 0
eixo X, tempo de reacdo em minutos. O tempo de meia vida é dado pela formula t%
= 1/(k x Co) (SAMET; HMANI; ABDELHEDI, 2012).
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4.4.4 Quantificacdo do peréxido de hidrogénio

A quantificacdo do peréxido de hidrogénio foi feita por metodologia
espectrofotométrica com o uso do reagente Allper® (Peroxidos do Brasil). O método
€ baseado na formacéo do complexo perdxido de titanio (IV) na presenca de &cido
sulftrico (BRANDHUBER; KORSHIN, 2009).

A quantificacdo foi feita por meio de calibracdo externa com a curva
analitica, feita em triplicata (0,5 até 10 mg L™, com coeficiente de correlagéo de
0,999). As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Varian — Cary 50 Bio) na

faixa de absorcéo de 495 nm.

4.4.5 Quantificacdo de Fe"" dissolvido

As determinacBes de Fe?* e Feww dissolvidos foram realizadas por
metodologia espectrofotométrica. A metodologia é baseada na reducao de Fe total a
Fe? em presenca de hidroquinona e complexacdo do Fe?* com 1,10-ortofenantrolina
(APHA, 2005). O Fe*" é calculado pela diferenca entre Feg dissolvido e Fe?".

A quantificacéo foi feita por meio de calibracdo externa, em triplicata, (0,2 até
4,0 mg L™, com coeficiente de correlacdo de 0,999). As leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro (Varian — Cary 50 Bio) na faixa de absorcao de 508 nm.

4.5 BIOENSAIOS

Foram adotados trés organismos diferentes para a realizagdo dos
bioensaios: sementes de Lactuca sativa (alface) para avaliacdo da fitotoxicidade;
Daphnia magna (microcrustaceo) para avaliacdo da ecotoxicidade aguda; e larvas
de Aedes aegypti (mosquito da dengue) para avaliacao da atividade larvicida.

Para a realizacdo dos bioensaios, as amostras foram coletadas nos tempos
indicados, o pH foi ajustado para 7 e, quando necessario, catalase (1%) foi
adicionada para remover o peroxido de hidrogénio residual (para os processos que
contavam com a adicao de H,0,) (FEMIA et al., 2013).
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As amostras foram preservadas seguindo NBR 15469 para coleta,
preservacgao e preparo de amostras (ABNT, 2015).

4.5.1 Fitotoxicidade com sementes de alface (Lactuca sativa)

Os ensaios de fitotoxicidade das solucdes pré e pos tratamento foram
baseados na metodologia descrita por Sobrero e Ronco (2004) e Young et al.
(2012).

As sementes utilizadas nos bioensaios pertenciam a variedade Boston
branca (Isla Pak®), lote 36444-S2, livre de agrotdxicos, com indice de germinacao
entre 87 e 99,5% (dados indicados pelo fabricante).

O teste consistiu na disposicdo de 15 sementes em cada placa de Petri (10
cm de diametro), colocadas sobre um papel filtro (80 g m?, Unifil) além de 4 mL de
amostra. As placas foram seladas com filme plastico e incubadas a 20+2 °C sem
fotoperiodo por 120 horas em incubadora tipo BOD (Solab). Como controle negativo
foi utilizado agua de osmose reversa (mesma agua utilizada para preparo das
solucdes submetidas as degradacdes) e como controle positivo solucdo de glifosato
comercial (48% m/v) a 6%. Todas as amostras assim como 0s controles foram feitos
em triplicata.

Apos o periodo de exposicdo, o comprimento das radiculas foi medido com
régua (cm), com uma casa decimal. Radiculas com crescimento inferior a 0,3 cm
foram consideradas nédo germinadas.

Foram calculadas as médias de comprimento de cada replicata, assim como
o desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV). Somente foram aceitos 0s
ensaios cujo CV do controle negativo foi menor que 30% e a taxa de germinacao
maior que 90%.

Os resultados foram avaliados através do indice de crescimento relativo
(ICR), indice de germinacgédo (IG) e teste de Tukey, apés verificagdo da normalidade
pelo teste de Kruskal-Wallis. O ICR e IG foram calculados conforme as equacgdes 10

e 11, respectivamente.

ICR = média do comprimento das radiculas da amostra (10)

média do comprimento das radiculas do controle negativo
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16 = média da germinacgao de cada réplica da amostra 100 (11)
"~ média da germinagio de cada réplica do controle negativo x

De acordo com Young et al. (2012), conforme o valor obtido para o ICR, a

amostra é classificada do seguinte modo:

- inibicdo do crescimento da radicula (1): 0 < ICR > 0,8
- sem efeito significativo (SES): 0,8 <ICR > 1,2

- estimulacéo do crescimento da radicula (E): ICR > 1,2

Os dados foram submetidos ao teste Tukey usando o software BioEstat 5.0.
As amostras que ndo foram consideradas significativamente diferentes receberam

letras iguais. O teste compara amostras dois a dois.

4.5.2 Ecotoxicidade aguda com Daphnia magna

Os ensaios com as solu¢des de Lorsban® e clorpirifés padréo analitico pré e
pés tratamento e dos solventes organicos em solugdo aquosa foram realizados
seguindo a NBR 12713/2016 (ABNT, 2016).

Dez organismos neonatos (2-26h) foram colocados em béqueres contendo
20mL das amostras e/ou controles. Todas as amostras e controles foram testados
em triplicata (n=3). As amostras foram diluidas na agua de diluicdo (ANEXO A) de D.
magna utilizando a solucéo inicial e suas diluicdes: 50, 25, 12,5 e 6,25% (v/v). O
controle negativo foi feito com agua de diluicio de D. magna. As amostras foram
incubadas a 20+2 °C e ap6s 24 e 48h foram contabilizados os organismos iméveis
em cada frasco. Os resultados foram expressos em funcdo do fator de toxicidade
(FT).

O FT, expresso pelo fator de diluicdo (FD) (quadro 3), é a maior
concentracdo ou menor diluicdo na qual ndo é observado um efeito de imobilidade

maior que 10% nos organismos testados (ABNT, 2016).
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Quadro 3: Percentagens das solucdes testes utilizadas nos ensaios e o seu fator de diluicédo
para ensaios com Daphnia magna.

Solucéo-teste (%) Fator de diluicdo
100 1
50 2
25 4
12,5 8
6,25 16

Fonte: adaptado de ABNT, 2016

4.5.3 Atividade larvicida em Aedes aegypti

Os ensaios com as solu¢fes de Lorsban® e clorpirifés padréo analitico pré e
pés tratamento foram realizados seguindo a metodologia para determinacdo da
suscetibilidade ou resisténcia da larva de mosquito a inseticidas, determinado pelo
WHO (1981), com adaptacdes de Utzig (2016).

Utilizou-se ovos sadios de Aedes aegypti da linhagem Rockfeller cedidos
pelo Laboratério de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores (LAFICAVE,
Fundacgdo Oswaldo Cruz — RJ).

Para a eclosédo, os ovos foram colocados em béquer com 500 mL de agua
mineral e mantidos a 28 °C com fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro em uma
incubadora tipo BOD (Solab). Para alimentacéo das larvas foi utilizada racéo para
peixe (Alcom Basic® — MEP 200 Complex).

Para os bioensaios, foram utilizadas larvas no 3° ou inicio do 4° estagio de
desenvolvimento, que foi acompanhado com o auxilio de um microscépio 6Optico
(Zeiss Primo Star®). A definicdo do estagio foi feita com base no desenvolvimento
do abdémen, papila anal, sifdo respiratério e torax de acordo com Bar e Andrew
(2013), cerca de 96h apds eclosédo dos ovos.

Os bioensaios foram realizados em béqueres de 50 mL contendo 25 mL de
solucéo e 20 organismos por réplica. O teste preliminar foi feito em duplicata (n=4);
ja o teste definitivo e demais amostras foram feitos em triplicata (n=3). O controle
negativo foi feito com agua de osmose. Todos os béqueres foram mantidos a 23 °C

sem fotoperiodo em incubadora tipo BOD por 24 h.




46

Apos 24 h de exposicdo das larvas as solugdes, foi verificada a mortalidade
das mesmas e o resultado obtido foi expresso em % de mortalidade. Os ensaios
com mortalidade superior a 20% no controle negativo foram invalidados e repetidos
e quando o controle negativo apresentava mortalidade entre 5% e 20%, o resultado
foi corrigido com a férmula de Abbott (equacao 12) (WHO, 1981).

% mortalidade do ensaio — % mortalidade do controle o (12)
X

100 — % mortalidade do controle

Ao final dos ensaios todas as larvas foram expostas a uma solucdo de

hipoclorito de sodio 10% (v/v), garantindo sua morte.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ECOTOXICIDADE DE SOLVENTES ORGANICOS EM SOLUCAO AQUOSA

Devido a baixa solubilidade de diversos compostos submetidos aos
processos avancados de oxidacdo em agua, por vezes é necessario que seja feita
uma solugdo estoque em solvente organico com sua posterior diluigdo em agua.

Em trabalho anterior recente (UTZIG, 2016) observou-se que a acetonitrila,
solvente utilizado na solubilizacdo do agrotdéxico clorpirifés, apresentou
ecotoxicidade para a Lactuca sativa, Daphnia magna e Aedes aegypti apos
tratamento pela radiagdo UVC (fotélise) e pelo processo UV/H,O,, utilizando a
menor concentracao testada para solubilizacdo do mesmo (0,2 %). Tal efeito toxico
pode ser devido a formacdo dos ions cianato e cianeto durante a sua
fotodegradacdo (AUGUGLIARO et al., 2004).

Por este motivo, o presente trabalho se prop6s a avaliar trés solventes
geralmente utilizados na solubilizacdo de compostos de baixa solubilidade em agua,
acetonitrila, acetona e metanol. Estes solventes organicos foram submetidos a
fotdlise e aos processos UV/H,0O, e foto-Fenton por 180 minutos, em condicdes
similares as utilizadas no trabalho citado (UTZIG, 2016) e submetidos aos testes de
ecotoxicidade com Lactuca sativa e Daphnia magna. O mesmo ndo pode ser
realizado com o Aedes aegypti, pois o teste ainda ndo estava implementado.

Os resultados serdo apresentados nas proximas secles, separadas por

organismo.

5.1.1 Fitotoxicidade aguda em Lactuca sativa

Com a medida do comprimento das radiculas e sementes germinadas, apos
0 periodo de incubacéo, foram possiveis os calculos do coeficiente de variagédo (CV),
a média de crescimento das radiculas (CRad) e seu respectivo desvio padrao, indice
de germinacéo (IG) e o indice de crescimento relativo (ICR), para cada processo e

solvente.
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Os AOP contam com a adicdo de reagentes que podem influenciar nos
resultados obtidos. Visando avaliar possiveis interferéncias, foram feitos ensaios
com amostras chamadas de amostras-controle.

As amostras-controle consistiram na adicao de todos os reagentes utilizados
nos processos de degradacao, exceto o composto alvo, neste caso, 0s solventes. As
amostras foram submetidas aos AOPs e entdao realizados os ensaios com as
sementes de L. sativa.

Como esperado pela sua funcéo herbicida, em todos os testes do controle
positivo (glifosato 6%) ndo houve germinacao.

Previamente aos calculos da média do comprimento, ICR, IG e teste de
Tukey, os dados foram submetidos a andlise de normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Todas as amostras apresentaram distribuicdo normal.

Os resultados dos ensaios sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3: Resultados dos ensaios de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa dos
solventes acetonitrila, acetona e metanol na concentragcao 0,2 % sem tratamento, pos fotélise,

processo UV/H,0, e foto-Fenton (n=3).

CRad G
Amostra CV (%) (cm) £ ICR Efeito
(%)
DP
Controle Negativo® 21,2 30+06 100 10 na
Acetonitrila 0,2 %™ 24,2 26+0,6 100 0,9 NS
Sem tratamento Acetona 0,2 %" 19,4 2,8+0,5 98 0,9 NS
Metanol 0,2 %" 43,7 1,9+0,8 96 0,6 |
Acetonitrila®™® 22,7 28+06 100 09 NS
Pés fotdlise Acetona”®' 20,4 24+05 102 08 NS
Metanol® 46,8 1,7+0,8 87 0,6 |
Acetonitrila®" 29,0 15+04 92 05 |
Pés processo UV/H,0, Acetona®™ 22,1 23+05 94 08 NS
Metanol?" 12,8 1,5+0,2 94 0,5 |
Acetonitrila®®"" 27,6 1,9+05 102 0,6 |
P6s processo foto-Fenton Acetona®®™ 20,1 21+04 102 07 I
Metanol” 37,5 1,1+04 94 04 |
UV/H,0,>"™m 27,2 22+06 96 08 NS

Amostra controle batikim
Foto-Fenton 27,9 2,3+0,6 96 0,8 NS
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Nota: CV: coeficiente de variacdo; CRad: média do comprimento da radicula; DP: desvio padréo; IG:
indice de germinacao; ICR: indice de crescimento relativo; na: nao aplicavel; NS: ndo significativo; I

inibicao.

Os solventes acetonitrila e acetona na concentracdo de 0,2 % em solucéo
aguosa, nao submetidos a nenhum processo, apresentaram ICR de 0,9 classificando
0 seu efeito como nao significativo para o crescimento das radiculas. O teste de
Tukey confirmou esse resultado indicando que nao ha diferenca significativa entre as
amostras e o controle.

O mesmo nao ocorre para o metanol que apresenta ICR de 0,6, sendo o seu
efeito classificado como inibitério. Aliado a esse resultado, esta o fato das sementes
gue entraram em contato com o metanol terem apresentado um aspecto mais fragil
e coloracdo escura, reforcando o efeito negativo do metanol no desenvolvimento das
sementes.

Esse efeito negativo do metanol em sementes ja havia sido relatado por
Waris et al. (2016) em que as sementes de Triticum aestivum L. (trigo) e Zea mays
(milho) quando expostas ao extrato aquoso de Camellia sinensis (chd da india)
tiveram uma reducdo na germinacdo e crescimento enquanto que no extrato
metanolico a germinacgdo foi totalmente suprimida, revelando o efeito inibitério do
metanol.

Da mesma forma, sementes de Trigonella foenum-graecum (feno-grego)
guando expostas a concentracbes superiores a 4%, tiveram sua germinacao e
crescimento inibidos, decorrentes do dano ou morte do embrido (MEHRAFARIN et
al., 2011).

O teste de Tukey indica que o Unico solvente gque difere estatisticamente do
controle negativo, indicando um efeito inibitorio, € o metanol, resultado que concorda
com os valores de ICR apresentados (Tabela 3). Além de diferir do controle
negativo, o metanol sem tratamento também é estatisticamente diferente das demais
amostras, exceto pela amostra do metanol pos fotélise.

Quando submetido a fotolise por 180 minutos, o metanol, com um ICR de
0,6, apresentou um efeito inibitério no crescimento das radiculas da L. sativa.
Observa-se que a amostra foi capaz de influenciar o indice de germinacédo que ficou
em 87% acarretando numa elevacéo do coeficiente de variagao (46,8 %), resultante

das diversas sementes ndo germinadas. Também vale ressaltar que visualmente as
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sementes em contato com o metanol se apresentavam mais frageis, quebrando com
facilidade no momento da medig&o.

A acetonitrila e acetona pos fotdlise apresentaram um efeito né&o
significativo, de acordo com seu ICR, no entanto o Unico solvente poés fotélise que
nao difere significativamente do controle negativo € a acetonitrila, concordando com
o valor de ICR de efeito ndo significativo. Assim como no teste dos solventes sem
tratamento, o metanol difere das demais amostras submetidas ao mesmo
tratamento, corroborando para a confirmacdo do seu efeito negativo sob as
sementes de alface.

Um estudo realizado por Laat et al, (1999) concluiu que as perdas por
volatilizacdo e mineralizacdo da acetona (58 mg L™) submetida a fotdlise sdo
insignificantes nado ultrapassando 3% de perda no teor de carbono organico
dissolvido ap6s 120 minutos de irradiagdo com uma lampada de baixa presséo de
vapor de mercurio (emisséo a 253,7 nm), fato que ajudaria a reforcar que a amostra
de acetona poés-fotdlise ndo apresentou efeito negativo nas sementes de L. sativa,
sendo semelhante & amostra de acetona sem tratamento.

Dos solventes pos processo UV/H,0,, a acetona apresentou um efeito néo
significativo (ICR de 0,8) enquanto que a acetonitrila e metanol apresentaram ICR de
0,5, indicando um efeito negativo para o desenvolvimento das sementes de alface.
Apesar da acetona apresentar um ICR indicando um efeito ndo significativo, o teste
de Tukey mostrou que todos os solvente submetidas ao processo UV/H,0, diferem
do controle negativo.

O efeito negativo da acetonitrila apdés o processo UV/H,O,, pode ser
justificado pela eficiéncia do processo quando comparado a fotélise gerando uma
maior quantidade de subprodutos toxicos capazes de sensibilizarem as sementes de
alface a ponto de inibirem seu crescimento.

Visto que a lampada de alta pressédo de vapor de Hg utilizada nas reacdes
emite entre 200 e 700nm (CAVICCHIOLI; GUTZ, 2003), a fotdlise ndo tem um efeito
muito expressivo na degradacgao da acetonitrila devido ao seu espectro de absorgao
UV-Vis, no qual apenas abaixo de 200 nm ocorre absor¢ao (LIMA, 2014).

No processo foto-Fenton, todos os solventes apresentaram ICR inferior a
0,7, mostrando um efeito inibitorio nas radiculas da L. sativa. O efeito nas sementes
expostas ao metanol foi mais expressivo do que os efeitos dos demais solventes,

com um ICR de 0,4 e média de crescimento de radicula de 1,1 + 0,4 cm. Assim
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como com as amostras pos processo UV/H,0,, o teste de Tukey mostra que todas
as amostras pas foto-Fenton diferem do controle negativo (Tabela 4).

Apesar do teste de Tukey indicar diferenca entre as amostras-controle e o
controle negativo, elas apresentaram ICR de 0,8, indicando um efeito néo
significativo nas radiculas das sementes.

Tendo em conta os resultados apresentados, pode-se constatar que o
metanol apresentou toxicidade em todos o0s ensaios com L. sativa, inclusive no
ensaio com o solvente ndo tratado, podendo ser considerado 0 mais toxico para o
organismo testado.

Apesar dos testes de Tukey indicarem diferencas significativas apds as
degradacbGes entre as amostras de acetona e o controle negativo, levando em
consideracéo o valor médio do comprimento das radiculas e do ICR, a acetona foi o
solvente que apresentou as menores diferengas podendo ser considerada, entre os
solventes testados, o mais indicado para a solubilizagdo de compostos pouco

sollveis em agua e posterior teste de fitotoxicidade.

5.1.2 Ecotoxicidade aguda em Daphnia magna

Assim como para 0s ensaios com a L. sativa, os testes de ecotoxicidade
aguda com a D. magna foram feitos com as amostras dos solventes submetidos aos
tratamentos, amostras dos solventes a 0,2% sem tratamento e amostras-controle.
Para cada analise foram feitas as seguintes diluic6es: amostra bruta, 50%, 25%,
12,5% e 6,25%.

Com a percentagem de imobilidade dos organismos nas dilui¢cdes, foi
possivel calcular o fator de toxicidade (FT). O FT, expresso pelo fator de diluicdo
(FD), € a maior concentracdo ou menor diluicdo na qual ndo € observado um efeito
de imobilidade maior que 10% nos organismos testados (ABNT, 2016). A tabela 4
apresenta os valores dos fatores de toxicidade das amostras.

Quando nao submetidos a nenhum processo de degradagéo, o FT para a
acetonitrila e acetona foi de 2 e para o metanol foi de 4, indicando que para a
anulacdo do efeito toxico do metanol, é preciso que o0 mesmo seja diluido mais

vezes do gque a acetonitrila e acetona.
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Tabela 4: Fator de toxicidade das amostras submetidas aos processos de degradacéo por 180

minutos, dos solventes sem tratamento e das amostras-controle (n=3).

Amostra
Processo de degradacéo o
Acetonitrila Acetona  Metanol Amostra-controle
Nenhum 2 2 4 -
Fotolise 2 2 2 -
UV/H,0, 2 2 2 2
Foto-Fenton 4 2 16 2

Os resultados obtidos nas analises mostram que em todos 0s ensaios em
que os organismos foram expostos as amostras sem diluicdo, houve toxicidade e
exceto no processo foto-Fenton, nos demais tratamentos a toxicidade diminui apds a
primeira diluicdo (de 100 para 50% de amostra), resultando num FT de 2.

Vale ressaltar que as amostras de acetonitrila e metanol apds as
degradacgdes por foto-Fenton imobilizaram os organismos com 24h de exposi¢cédo nas
amostras menos diluidas, indicando um efeito toxico muito maior do que na amostra
de acetona.

Assim como para a L. sativa, o0 metanol apresentou maior toxicidade nos
ensaios com a D. magna, inclusive, antes do tratamento. Isso pode ser explicado
pela sua metabolizacdo, pois mesmo sendo considerado um composto de baixa
toxicidade, sua oxidacdo produz formaldeido e &cido formico, compostos
reconhecidamente téxicos. Segundo MacAllister et al. (2011) esse processo pode
ocorrer através de trés diferentes mecanismos:

e transferéncia de elétron via NADPH levando a oxidacao direta;

e catalise pela enzima catalase ou reagentes de Fenton com producdo de
radicais HO- responsaveis pela sua oxidacao;

e oxidacao via NAD+ catalisada pela enzima alcool desidrogenase presente no
figado.
O metanol é considerado um agente narcotico, de rapida absorcao, seja por
ingestao, inalagdo e contato, e lenta eliminagdo, com efeitos severos ao
sistema nervoso, principalmente o 6ptico, mucosas, podendo levar a perda de
consciéncia, parada respiratoria e cardiaca (PEREIRA; ANDRADE, 1998,
KATZ; RUHA; CURRY, 2004, MacALLISTER et al., 2011).
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Do mesmo modo que os resultados da fitotoxicidade com semente de L.
sativa pode-se dizer que o processo foto-Fenton gerou subprodutos mais téxicos
para 0s organismos testados, com excecao da acetona que apresentou um FT de 2.

Os resultados de ecotoxicidade com D. magna dos solventes organicos
testados (Tabela 4) sugerem que a acetona seria 0 solvente mais indicado para
solubilizar os compostos de baixa solubilidade em agua com posterior tratamento
por fotélise e processos UV/H,0, e foto-Fenton.

Posto isto, perante os resultados de ecotoxicidade apresentados nos itens
(5.1.1 e 5.1.2), a acetona foi 0 solvente eleito para coadjuvar na solubilizacdo do
padrdo de clorpirifés em agua para realizacdo dos processos de degradacdo com

posterior analise de ecotoxicidade e determinacéo analitica.

5.2 ENSAIOS DE RECUPERACAO

Por conter particulas que podem danificar o injetor e a coluna do HPLC
utilizado na deteccdo e quantificacdo do clorpirifés nas solu¢cdes de Lorsban®, a
filtracdo € um método eficiente para minimizar problemas decorrentes da presenca
desses nas amostras.

A fim de avaliar possiveis perdas do analito nesse processo, foram feitos
experimentos de filtracdo com diferentes membranas com solucdes feitas a partir da
solucéo comercial e do padrao analitico.

Inicialmente utilizando uma solucéo de clorpirifés, de concentracdo nominal
de 200 pg L™, foram testadas as membranas de acetato de celulose e fibra de vidro,
ambas de porosidade de 0,45 um. A tabela 5 traz os valores das concentracdes
encontradas apOs analise cromatografica, bem como a média, desvio padrdo e
coeficiente de variagao.

Os valores apresentados na tabela 5 indicam que ocorre uma perda muito
acentuada de padrao quando utilizada a membrana de acetato de celulose, além do
alto valor do coeficiente de variacdo. O mesmo néao ocorre para a membrana de fibra
de vidro.

Resultados de perdas de analito no processo de filtragdo sdo discutidos na
literatura, mostrando interferéncia da membrana no processo de filtracdo (HAN; QIU;
GAO, 2010).
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Tabela 5: Concentracdes das amostras de clorpirifés (concentragcdo nominal 200 ug L™) antes e
apos filtragdo com fibra de vidro e membrana de acetato de celulose de porosidade de 0,45 pm
analisadas por HPLC-DAD (eluicdo ACN:H20 de 90:10, vazédo 0,4 mL min -1 e monitoramento

em 290 nm).
Amostra filtrada
) Amostra nao filtrada ) ) Acetato de
Ensaio 4 Fibra de vidro
(ug L™) 4 celulose
(ug L™) 1
(Mg L?)
1 143,18 132,46 7,54
2 133,44 100,31 17,48
3 121,74 130,51 <LD
4 152,93 130,51 <LD
5 166,57 - <LD
Média + DP 143,57 £17,29 123,45 + 15,45 12,51+ 7,03
CV (%) 12,04 12,52 56,18

Nota: DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacdo; -: amostra ndo analisada; LD: limite de

deteccéo do método cromatografico.

Em virtude dos valores obtidos para as amostras néo filtradas e filtradas em
fibra de vidro se sobreporem, foi realizado o teste t para comparacdo entre as
médias. O valor de t para 95% de confianca é de 2,365 e o t calculado foi de 1,841,
indicando com 95% de confianca que as médias obtidas ndo diferem. Mediante este
resultado, pode-se afirmar que ndo ocorrem perdas na filtracdo quando utilizada a
fibra de vidro para a solugéo de clorpirifos feita a partir do padrao analitico.

Apos definicdo da utilizagdo da membrana de fibra de vidro para filtragdo do
padrdao de CP, foram realizados testes com as solu¢cdes de Lorsban®, a fim de
verificar se as recuperacdes e variacfes obtidas com a solucédo feita a partir do
padrao analitico de clorpirifés se repetiriam.

Da solucdo de Lorsban® preparada conforme descrito no item 4.2.1,
aliquotas de concentracdo nominal 200 pg L™ foram filtradas em membrana de fibra
de vidro e quantificadas por cromatografia.

As concentragdes obtidas sao apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6: Concentracdes das amostras de Lorsban® de concentragdo nominal 200 ug L™ apés
filtracdo com membrana de fibra de vidro de porosidade de 0,45 pm analisadas por HPLC-DAD

(eluicdo ACN:H20 de 90:10, vazdo 0,4 mL min -1 e monitoramento em 290 nm).

) Fibra de vidro
Ensaio 1
(Mg L")
1 81,79
2 63,28
3 74,97
Média + DP 73,35+ 9,36
CV (%) 12,77

Nota: DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagao.

Com os valores obtidos, é possivel calcular uma perda na quantificacao do
clorpirifés de 63,3% quando a solucdo de Lorsban® é filtrada em membrana de fibra
de vidro.

Em razdo do resultado apresentado na tabela 6, foi constatado que a
solucéo de Lorsban® n&o poderia ser filtrada em membrana de fibra de vidro devido
as perdas que ocorrem durante a filtracdo. Portanto para a quantificacdo do
clorpirifés durante as degradacdes do Lorsban®, a solucdo deveria passar por outro
procedimento, tal como a extracao.

Portanto, com o objetivo de obter um processo com o qual ndo ocorressem
perdas consideraveis de clorpirifés, solucdo padrdo ou solucdo comercial, para sua
posterior quantificacdo, foi avaliado um processo de extracdo liquido-liquido (ELL)
para solucdes de clorpirifés com o padréo analitico e Lorshan®.

Foram analisadas 3 diferentes concentracBes de clorpirifés, dentro da faixa
linear do método, tanto para solucdes feitas a partir do Lorsban®, quanto do padrdo
analitico. Os valores de recuperacdo para as concentracfes sdo mostrados na
tabela 7.

Segundo a Associacdo de Quimica Analitica (AOAC, 2002) sdo admitidas
percentagens de recuperacao entre 70 e 125% para concentracdes na faixa de pug L
! portanto o método proposto de extracdo liquido-liquido para o clorpirifés

apresentou valores dentro dos limites aceitaveis.
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Tabela 7: Resultado do processo de ELL para solucbes de clorpirifés feitas a partir do
Lorsban® e padrdo analitico analisadas por HPLC-DAD (eluigdo ACN:H20 de 90:10, vazéao 0,4

mL min -1 e monitoramento em 290 nm).

Recuperacao do CV (%)
Amostra
método + DP (%)
CB 101,63 +5,5 5,42
Lorsban® CM 99,56 + 10,3 10,38
CA 95,75+ 12,4 12,94
o . CB 101,49+ 9,6 9,50
Clorpirifés (padréo
) CM 92,11 +13,8 14,96
analitico)
CA 96,29 + 13,8 14,31

Nota: DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variacéo.

Os valores de recuperacdo para a solucdo de Lorsban® também indicam
que os aditivos presentes na solugdo do composto comercial ndo interferem na
extracdo do clorpirifés.

Com o teste de recuperacdo por extracdo liquido-liquido foi possivel obter
um meétodo de avaliacdo da concentracdo apos as degradacfes em que a perda de
clorpirifés ndo fosse tdo acentuada como no processo de filtracdo por membrana de

fibra de vidro.

5.3 DEGRADACAO DO LORSBAN® POR PROCESSOS AVANCADOS DE
OXIDACAO E RADIACAO UVC

Antes de iniciar os processos de degradacéao, foram preparadas 10 solucfes
de Lorsban®, conforme item 4.2.1, com concentracdo nominal de 200 ug L™ de
clorpirifés. ApOs processo de ELL, o clorpirifés presente nas solucdes foi
quantificado por HPLC-DAD, apresentando uma média de concentracao de 182,89 +
14,9 pg L. Esta média foi utilizada como valor inicial para todos os ensaios
subsequentes das solu¢cdes submetidas aos processos de degradacéo, pois realizar
a quantificacéo inicial do clorpirifoés em todas as solu¢cdes antes do processo de
degradacédo nao seria viavel devido ao processo de ELL. Os resultados de cada

processo sao apresentados nos proximos itens.
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5.3.1 Aplicacéo da fotdlise na degradacéo do Lorsban®

O experimento de fotdlise foi executado conforme exposto no item 4.3.2. Na
figura 8 € apresentado o monitoramento da reducédo da concentracdo de clorpirifos
ao longo da degradacao C/Cy (a) e os cromatogramas com os respectivos fatores de
concentracdo, monitorados em 290 nm (b). Os valores das concentracfes apos a

fotélise sdo apresentadas no apéndice A.

Figura 8: Concentracdo de clorpirifés ao longo da degradacgdo (C/Coy) (a) e os cromatogramas
com os fatores de concentracdo (b) da solucdo de Lorsban® submetida a fotdlise (eluicédo
ACN:H,0O de 90:10, vazado 0,4 mL min L e monitoramento em 290 nm).
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Nota: Figura b — cromatogramas na ordem: 5 min, 10 min, 20 min e 30 min com FC de 1,25x; 45 min,
60 min, 120 min e 180 min com FC de 10x.

Com o emprego da extracdo liquido-liquido, foi possivel a quantificacdo do
agrotoxico por até 180 minutos, tempo estabelecido para o acompanhamento da
degradacéo.

Na figura 8a é possivel observar o decaimento da concentracdo de
clorpirifés ao longo da degradagdo. Com 5 minutos de reacdo, 16,6% da
concentracéo inicial de clorpirifés ja havia degradado. Apés 45 minutos do inicio do
processo, essa taxa ja estava em 88%, alcancando 98,7% apds 180 minutos.

Utilizando um reator anular de quartzo e uma lampada BTE Model 6,169 KV
de emissdo em 253,7 nm e 20 W, Femia et al. (2013) submeteram solucbes de
clorpirifés comercial de 15 mg L™ a degradacdes por 240 minutos. Similar ao obtido
no presente trabalho, os resultados apresentados mostram que apés 120 minutos de

reacdo, cerca de 90% do clorpirifés havia sido degradado.
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5.3.2 Aplicacéo do processo UV/H,0, na degradacao do Lorsban®

Assim como para a fotdlise, a degradacdo pelo processo UV/H,0, foi
conduzida conforme exposto no item 4.3.2. A figura 9 exibe os resultados obtidos
durante o monitoramento da reacdo. Nela sdo apresentados os valores de C/Cy, 0
decaimento da concentracdo de H,O, (a) e os cromatogramas (b). Os valores das

concentracdes apos o processo UV/H,0, sdo apresentadas no apéndice A.

Figura 9: Concentracdo de clorpirifés (C/Cy) e H,O, ao longo da degradagcdo (a) e os
cromatogramas com 0s respectivos fatores de concentracdo (b) da solugdo de Lorsban®
submetida ao processo UV/H,O, (eluicdo ACN:H,O de 90:10, vazdo 0,4 mL min T e

monitoramento em 290 nm).
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Nota: Figura b — cromatogramas na ordem: 5 min e 10 min com FC de 1,25x; 20 min, 30 min; 45 min,
60 min, 120 min e 180 min com FC de 10x.

Com 20 minutos de reacéo, foi alcancada uma degradacao do clorpirifés de
96,4%, superando 98% com 120 minutos e ja ndo sendo mais possivel a sua
detecgéo em 180 minutos (Figura 9a).

Os valores de degradacdo obtidos no processo UV/H,O, comparados a
fotélise sdo maiores e/ou atingidos em menor tempo devido aos coeficientes de
absorcdo a 254 nm. Esse valor para o clorpirifés é de 2.0 M* cm™ e do H.0, é 36,8
M ecm™, indicando que a radiacdo é preferencialmente absorvida pelo H,O, para
geracéo de radicais hidroxila (FEMIA et al., 2013).

Em relagdo ao consumo de H,0,, com 60 minutos de reagéo a concentracao
residual ficava pouco acima dos 4 mg L™ (43,8% de consumo), justificando a
acentuada remocéao do clorpirifés no inicio do processo. Em 120 minutos o consumo

superava 70% da concentragao inicial adicionada ao processo. Devido ao elevado
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consumo, restando cerca apenas % da concentracao inicial adicionada, foi optado
por realizar uma reinjecdo de H,O, em 120 minutos de reacgdo, voltando a
concentracdo utilizada no inicio do processo, 8 mg L™.

Com a medicdo do H,0O, residual em 180 minutos foi possivel notar que
mais 22% havia sido consumido, além dos 70% consumidos até 120 minutos,
levando a degradacdo do clorpirifés a niveis ndo quantificAveis pelo método
utilizado.

No trabalho realizado por Femia et al. (2013), ap6s 40 minutos de reacéo, a
degradacdo do clorpirifés superava 99%, utilizando concentracao inicial de clorpirifés
de 15 mg L™ de uma solucdo comercial. Cabe ressaltar que foi utilizado um reator
anular em que a solucdo ficava diretamente exposta a radiacdo fornecida pela
lampada enquanto que no presente trabalho a radiacdo foi abrandada dispondo a

lampada a 10 cm da borda do reator.

5.3.3 Aplicacao do processo foto-Fenton na degradacéo do Lorsban®

A degradacédo pelo processo foto-Fenton foi realizada conforme exposto no
item 4.3.2. Nas figuras 10 e 11 sdo apresentados os resultados obtidos durante o
monitoramento da reacdo. Nelas séo exibidos os valores de C/Cy, 0 comportamento
da concentragdo de H,O, os cromatogramas (Figura 10a e 10b) e a variacdo das

% e Fe; dissolvido) (Figura 11). Os valores das

espécies de ferro (Fe**, Fe
concentracdes apds o processo foto-Fenton sdo apresentadas no apéndice A.

Nos 5 minutos iniciais de reacao, ocorre uma rapida remoc¢éo do clorpirifés
da solucéo, superando 70% de degradacdo. No entanto, mesmo ap6s 180 minutos
de reacdo ainda é possivel a quantificacdo do agrotoxico, com uma taxa de remogao

de 99% ao final do acompanhamento da reacgéo (Figura 10a).
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Figura 10: Concentracdo de clorpirifés (C/Cy) e H,O, ao longo da degradacdo (a) e os
cromatogramas com 0s respectivos fatores de concentracdo (b) da solucdo de Lorsban®
submetida ao processo foto-Fenton (eluicdo ACN:H,O de 90:10, vazdo 0,4 mL min Te
monitoramento em 290 nm).
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Nota: Figura b — cromatogramas na ordem: 5 min, 10 min, 20 min, 30 min; 45 min com FC de 1,25x;
60 min, 120 min e 180 min com FC de 10x.

Geralmente a remocdo do composto submetido aos AOP ocorre a taxas
mais elevadas nos primeiros minutos de reacdo, sendo que num segundo momento
essa taxa decai devido ao consumo dos radicais hidroxila que foram gerados e a
baixa concentracédo residual do analito (ALALM; TAWFIK; OOKAWARA, 2015).

Assim como para o processo UV/H,0,, no processo foto-Fenton também foi
feita uma reinjecdo de H,O,. Devido a presenca do ferro como catalisador, o
processo é mais eficiente na geracdo de radicais hidroxila levando a um consumo
mais rapido de H,O, do que no processo UV/H,0..

Restando cerca de 25% do peroxido inicial aos 60 minutos de degradacao,
foi realizada uma reinjecdo de H,0, de 6 mg L™ para alcancar novamente os 8 mg L’
Yiniciais.

Em 120 minutos observou-se que aproximadamente 60% do H,0,
readicionado foi consumido, restando pouco mais de 5% apds 180 minutos de
reacao.

Samet, Hmani e Abdelhédi (2012), analisaram a remocéao de clorpirifos pelos
processos Fenton e foto-Fenton solar de solu¢cdes de clorpirifés comercial
(Dursban®, Agrosciences). O processo foi baseado na redugéo da demanda quimica
de oxigénio (DQO). As condi¢cbes foram otimizadas com o0 processo Fenton e
aplicadas para o foto-Fenton solar. A comparacéo dos dois processos mostra que o
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processo foto-Fenton solar necessita 50% menos tempo e consome 50% menos
H,O, para alcancar o mesmo percentual de redugéo da DQO (90%).

O acompanhamento de parametros como DQO e COT durante as
degradacfes nao foi possivel devido a concentracdo de clorpirifés empregada (200

ug L™, valor inferior aos limites de quantificacéio dos métodos disponiveis.

Figura 11: Comportamento das espécies de ferro durante o processo foto-Fenton para a
degradacédo do Lorsban®.
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Durante o andamento do processo, a quantidade de ferro total na forma
disponivel permanece constante, indicando que n&o ocorrem processos de
precipitacdo do ferro dissolvido presente em solucdo. Em relacdo as formas Fe®" e
Fe®*, verifica-se a oscilacdo entre as formas férrica e ferrosa, decorrente dos

processos de oxidacado e reducao do ferro, inerentes ao processo foto-Fenton.

5.4 DEGRADACAO DO CLORPIRIFOS POR PROCESSOS AVANCADOS DE
OXIDACAO E RADIACAO UVC

Solucbes de clorpirifés, preparadas conforme item 4.2.1, na concentragéo
nominal de 200 pg L*, foram submetidas aos processos de degradacdo. Os

resultados de cada processo sédo apresentados nos proximos itens.
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5.4.1 Aplicacao da fotélise na degradacao da solugcdo do padrao de clorpirifés

O experimento de fotdlise foi executado conforme exposto no item 4.3.2. Na
figura 12 € apresentado o monitoramento da reducdo da concentracdo de clorpirifos
ao longo da degradacdo. Os valores das concentracbes apds a fotdlise sao
apresentadas no apéndice A.

Figura 12: Concentracdo de clorpirifés ao longo da degradacéo (C/Cy) (a) e os cromatogramas
com os respectivos fatores de concentragdo (b) da solucdo de clorpirifés padrédo analitico
submetida a fotélise (eluicdo ACN:H,O de 90:10, vazdo 0,4 mL min " e monitoramento em 290
nm).
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Nota: Figura b — cromatogramas na ordem: 5 min, 10 min, 20 min, 30 min; 45 min, 60 min, 120 min e
180 min com FC de 1,25x.

E possivel constatar que nos minutos iniciais da reacdo, a degradacdo do
clorpirifés ocorre de forma acelerada, chegando a 62% em apenas 10 minutos.
Embora ocorra essa vertiginosa queda na concentracdo de clorpirifés, ao fim dos
180 minutos da reacdo a degradacdo nao ultrapassou 85%, diferentemente da
degradacédo do Lorsban® que alcanga um valor préximo em menos de 45 minutos
de reacéo.

Utilizando condi¢Bes similares, lampada de alta pressdo de vapor de
mercurio de 125 W e suspensa a 10 cm da solugcdo e concentracdo inicial de
clorpirifés padrdo analitico de 200 pg L™*, Utzig (2016) alcancou uma taxa de
remocgéo do clorpirifés de 97,5% com 60 minutos de reag&o, acima do obtido no
presente trabalho.

Taxa de remocao similar foi obtida por Pinto et al. (2015), que também

avaliaram a fotélise do clorpirifés padrdo analitico (1 mg L™) utilizando uma lampada
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de média pressado de vapor de mercurio, com faixa de emissdo de 200 a 400 nm e
observaram a completa degradacéo do clorpirifés apés 60 minutos de irradiacdo da
solucéo.

Quando comparada a fotdlise do Lorsban®, a remocao mais eficiente do
clorpirifés da solucdo comercial pode ser devido as substancias presentes na
formulacdo do composto que podem ter auxiliado no processo de degradacéo.

Wu e Linden (2010) avaliaram a influéncia de radicais carbonato na
degradacéo dos pesticidas paration e clorpirifos e chegaram a conclusdo de que os
radicais carbonato atuam como sequestrantes de radicais hidroxila, mas que
também contribuem na remocao dos agrotéxicos da solu¢cdo com constantes de
reacdo na ordem de 2,8 + 0,2 x 10° e 8,8 + 0,4 x 10° M s, respectivamente.

Nayak et al., (2016) avaliaram a presenca da frutose como auxiliar na
fotdlise do clorpirifés e constataram que a adicdo de 500 mM de frutose leva a uma
reducdo de 80% na concentracdo do agrotoxico apos 20 minutos de reacéo,
indicando que a presenca de moléculas fotossensiveis podem auxiliar na
degradacdo da matéria organica presente em solucéo pela absorcdo de energia e
geracao de radicais.

Devido a menor eficiéncia do processo para a solucdo do padrédo, quando
comparada com a solugcdo do produto comercial, a quantificacdo de todas as
aliquotas retiradas durante o processo foi feita utilizando FC de 1,25. Tal fato, pode
justificar a auséncia de subprodutos gerados durante o processo na analise dos

cromatogramas apresentados na figura 12b.

5.4.2 Aplicacado do processo UV/H,0;, na degradacéo do clorpirifés

Tal como feito na fotdlise, o processo UV/H,O, foi conduzido conforme
exposto no item 4.3.2. Os resultados obtidos durante o monitoramento da reagao
sao apresentados na figura 13, nela sdo exibidos os valores de C/Cy, 0 decaimento
da concentracao de H,0O, (a) e os cromatogramas obtidos para os tempos de coleta
realizados para a degradacdo UH/H,0O, (b). Os valores das concentracdes apos o
processo UV/H,0, sdo apresentadas no apéndice A.
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Figura 13: Concentracdo de clorpirifés (C/Cy) e H,O, ao longo da degradacdo (a) e os
cromatogramas com os respectivos fatores de concentracdo (b) da solucdo de clorpirifés
padréo analitico submetida ao processo UV/H,0; (eluicdo ACN:H,O de 90:10, vazao 0,4 mL min
"I e monitoramento em 290 nm).
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Nota: Figura b — cromatogramas na ordem: 5 min, 10 min, 20 min, 30 min; 45 min, 60 min com FC de
1,25x; 120 min e 180 min com FC de 10x.

Assim como na fotélise, mas néo tdo acentuada, uma rapida degradacao
ocorre nos minutos iniciais do processo alcan¢cando pouco mais 50% em 10 minutos.
A remocdo de clorpirifés supera os 90% em 120 minutos, chegando em 96% com
180 minutos de reacéao (Figura 13a).

Quanto ao H,O,, em 60 minutos de reacdo o consumo nao ultrapassava
10%, chegando a quase 50% somente apds 180 minutos. Em virtude do baixo
consumo, néo foi realizada nenhuma reinjecao de H,0,.

hY

Diferente do mesmo processo aplicado a solucdo de Lorsban®, com o
padrdo analitico foi possivel a quantificacdo do agrotéxico por até 180 minutos,
possivelmente devido ao reduzido consumo do H,O, responsavel pela geracdo dos
radicais hidroxila que oxidam a matéria organica presente em solucao.

No trabalho de Utzig (2016), utilizando uma concentragéo inicial de H,O, de
12 mg L™, apds 20 minutos de reacdo n&do foi mais possivel a quantificacdo do
clorpirifés, indicando uma degradacdo de 97%. Em relacdo ao consumo de H,O,,
apos 180 minutos de reacéo, cerca de 60% havia sido consumido.

Como esperado, a presenca do UV/H;0,, faz do processo UV/H,O, um

processo de degradacédo mais eficiente, quando comparado a fotolise.
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5.4.3 Aplicacéo do processo foto-Fenton na degradacgéo do clorpirifos

O processo foto-Fenton foi realizado de acordo com o apresentado no item
4.3.2. A seqguir sdo apresentados os resultados obtidos durante o monitoramento da
reacao, os valores de C/C, e comportamento da concentracao de H,O, (Figura 14a),
os cromatogramas (Figura 14b) e as espécies de ferro (Fe?*, Fe** e Fe, dissolvido)
(Figura 15). Os valores das concentracbes apO0s 0 processo foto-Fenton sao

apresentadas no apéndice A.

Figura 14: Concentracdo de clorpirifds (C/Cy) e H,0, (a) e os cromatogramas com seus fatores
de concentracdo (b) da solucéo de clorpirifés padrdo analitico submetida ao processo foto-
Fenton (eluicdo ACN:H,O de 90:10, vazdo 0,4 mL min " e monitoramento em 290 nm).
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Nota: Figura b — cromatogramas na ordem: 5 min, 10 min, 20 min, 30 min; 45 min, 60 min, 120 min e
180 min com FC de 1,25x.

Apé6s 10 minutos de reacao, a remocéo de clorpirifés chega a 67%, taxa que
se mantém praticamente constante até 45 minutos. Depois de 60, 120 e 180 minutos
a degradacgéao chega a 83, 89 e 94%, respectivamente.

Derbalah, Ismail e Shaheen (2013), avaliaram 4 tratamentos, entre eles like
foto-Fenton, na degradacdo de solucdes de clorpirifés padrdo analitico (5 mg L™).
Foi utilizada uma lampada de UV de mercario modelo VL-4 (80 W) com emissao
entre 254 e 365 nm, disposta a 15 cm acima da superficie da solugédo. O ensaio foi
conduzido por até 320 minutos. A completa degradacdo do clorpirifés foi atingida
apos 160 minutos de reacéo.

Utilizando uma camara solar, Murillo et al. (2010), realizaram a degradacao

do clorpirifés (30 mg L™), avaliando diferentes concentracées de H,O, e ferro, e
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também o efeito do catalisador, Fe?* e Fe®*, a fim de obter a melhor condig&o (10 mg
Lt de Fe* e 340 mg L™ de H,0,). Assim que os dados foram obtidos, 0 mesmo
experimento foi conduzido utilizando radiacdo solar. Apos 5 minutos de reacao, a
degradacdo era de 91% e 82% com a camara solar e a radiacdo solar,
respectivamente, chegando a degradacdo completa nos dois processos apos 30
minutos.

Do mesmo modo que no processo UV/H,0O,, houve um baixo consumo de
H.O,, ndo havendo necessidade de uma reinjecdo. Com 60 minutos, o consumo de

H,O, foi de 23%, nao ultrapassando 50% apds 180 minutos de reacgao.

Figura 15: Comportamento das espécies de ferro durante o processo foto- Fenton para a
degradacdo do clorpirifés padréo analitico.
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Através da figura 15 é possivel observar que a quantidade total de ferro na
forma dissolvida ndo sofre reducdes durante o processo, indicado que nao ocorrem
processos de precipitacdo. Assim como no processo com o0 Lorsban®, pode-se
observar a alternancia entre as formas Fe?* e Fe**.

Como esperado, a reacdo de consumo inicial do H,O, foi muito mais rapida
para o processo foto-Fenton Lorsban® do que no mesmo processo para o clorpirifés
padrdao analitico, podendo ser explicada pelo comportamento do ferro em solucgéo.
No sistema com o padrdo analitico (Figura 15) o apice da concentragdo do Fe3*,
resultante da clivagem homolitica do H,O, e oxidag¢do do Fe?*, ocorreu ap6s 30
minutos de reacdo, enquanto no processo com o Lorsban® o mesmo ocorreu nos

primeiros 5 minutos (Figura 11).
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5.6 CINETICAS DE DEGRADACAO

Para uma comparacdo entre 0s processos avaliados na degradacdo do
clorpirifés nas solucbes de Lorsban® e clorpirifos padrdo analitico, a figura 16
apresenta o monitoramento da reducdo da concentracdo de clorpirifés ao longo da
degradacéo (C/Cy).

Figura 16: Concentracdo de clorpirifés ao longo das degradacdes (C/Cy) das solucbes de
Lorsban® (a) e clorpirifés padrédo analitico (b) submetidas a fot6lise, processo UV/H,0, e foto-
Fenton.
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Apesar de ao final dos 180 minutos de acompanhamento, todos o0s
processos terem alcancado taxas de remocao do clorpirifés acima de 94%, exceto
pela fotdlise do clorpirifés padrédo analitico (84,9 %), pela observacéo da figura 16 &
possivel notar que as degradacdes acontecem seguindo diferentes estagios.

Apbs 20 minutos de reacdo, o processo UV/H,O, com o Lorsban ja havia
removido 96% do clorpirifés enquanto a fotélise do Lorsban e o processo UV/H,0,
do padrao analitico tinham removido apenas 56%.

Para uma melhor comparacéo da eficiéncia de remocao do analito entre os
processos, foi realizada a avaliacdo das cinéticas de degradacdo de 12 e 22 ordem.
Os graficos de cada processo para o Lorsban® sao apresentados na figura 17 e

para o clorpirifds padrdo analitico na figura 18.
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Figura 17: Graficos de 12 e 22 ordem das cinéticas de degradacao do Lorsbhan® por fotdlise (a),
processo UV/H,0, (b) e foto-Fenton (c)
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O gréfico In (C/Cp) versus tempo da fotdlise do Lorsban® apresenta um
comportamento linear (> = 0,98), indicando que a reacao ocorre seguindo uma
cinética de primeira ordem, em acordo com dados disponiveis na literatura (KRALJ;
FRANKO; TREBSE, 2007, PINTO et al., 2015). A correlacao obtida para a 22 ordem
foi de 0,82.

Segundo a literatura (BADAWY et al., 2006, WU; LINDEN, 2010), o processo

UV/H,0, segue uma cinética de pseudo primeira ordem, no entanto como observado
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na figura 17b, o modelo que apresenta o melhor ajuste é o de 22 ordem (r* = 0,94),
frente ao obtido no grafico de 12 ordem (r* = 0,56) , 0 que demonstra que 0 processo
€ mais complexo e deve constar de etapas que sdo independentes e diferentes. O
mesmo ocorre com o processo foto-Fenton na degradacédo do Lorsban®, no qual o

grafico de 22 ordem apresenta r? de 0,77 e 12 ordem 0,67.

Figura 18: Gréaficos de 1% e 22 ordem das cinéticas de degradacdo do clorpirifés padrao
analitico por fotdlise (a), processo UV/H,0, (b) e foto-Fenton (c)
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Com os valores dos coeficientes de correlacdo de 12 e 22 ordem obtidos
para a fotolise de 0,04 e -0,006, respectivamente, néo foi possivel ajustar o processo
em nenhum dos modelos.

Para o processo UV/H,O, com a solucédo de clorpirifés padréao analitico, os
modelos de 12 e 22 ordem apresentaram valores de coeficientes de correlagdo muito
proximos, 0,87 e 0,88, respectivamente.

No processo foto-Fenton, o melhor ajuste foi obtido com o grafico de 22
ordem (r* = 0,92). O gréafico de pseudo 12 ordem do mesmo processo apresentou
coeficiente de correlacao de 0,74.

Apesar de nem todos 0s processos se ajustarem aos modelos de primeira e
segunda ordem, os valores da constante de velocidade da reacédo (k) e tempo de
meia vida (t;) do clorpirifés foram calculados para cada um dos processos de acordo

com o item 4.4.3. Os valores séo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Constante da velocidade de reacgéo (k) e tempo de meia vida (ty,) do clorpirifés para a
fotdlise, processo UV/H,0, e foto-Fenton.

Constante da velocidade de Tempo de meia vida
Processo de . . )
Substrato . reacdo (min ™) (min)
degradacgéao
12 ordem 22 ordem 12 ordem 22 ordem
Fotdlise 0,038 0,0039 18,0 14
Lorsban® UV/H,0, 0,031 0,0036 22,5 1,5
Foto-Fenton 0,025 0,0018 27,2 3,0
. Fotdlise 0,005 0,00005 141,1 100,0
Clorpirifés padrao
) UV/H,0, 0,017 0,00036 41,3 13,9
analitico
Foto-Fenton 0,015 0,00033 46,7 15,2

Tendo em conta os melhores coeficientes de correlacdo obtidos na analise
das degradacOes apresentados nas Figuras 17 e 18, 0 processo com 0 menor t,
para o clorpirifds foi o UV/H,0, do Lorsban®, com 1,5 min. Com 0 mesmo processo
aplicado ao clorpirifés padréo analitico obteve-se um t,, de 13,9 minutos.

A degradacdo pelo processo foto-Fenton das solugbes de Lorsban® e
clorpirifés padrao analitico apresentaram t., de 3,0 e 15,2 minutos, respectivamente.

Os menores tempos de meia vida encontrados na degradacao das solucdes
feitas a partir do produto comercial levam a crer que os componentes da solucdo de

Lorsban® tem um efeito sinérgico na degradacéo do clorpirifés.
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Excetuando a fotélise do clorpirifés padrdo analitico, os valores obtidos
experimentalmente em todos os processos (Tabela 8) das constantes da velocidade
de reacdo e os tempos de meia-vida estdo proximos aos valores disponiveis na
literatura na degradacao do agrotoxico clorpirifos.

Para a fotdlise é possivel encontrar valores da constante de velocidade de
0,053 min™ e t¥2 de 12,9 min (UTZIG, 2016), 0,10 até 0,21 min™ e t% de 3 até 7 min
(PINTO et al., 2015), t%2 de 13,3 min (KRALJ; FRANKO; TREBSE, 2007).

Com o processo UV/H,0O, temos valores para a constante de velocidade de
0,119 com t% de 5,8 min (UTZIG, 2016) e 0,127 min™* (FEMIA et al., 2013).

Alalm, Tawfik e Ookawara (2015) obtiveram uma constante de velocidade de
reacdo de 0,0118 min™ analisando a degradac&o do clorpirifés pelo processo foto-
Fenton solar. Samet, Hmani e Abdelhédi (2012) compararam 0s processo Fenton e
foto-Fenton solar, e obtiveram constantes de velocidade de 0,50 e 1,06,
respectivamente, considerando as cinéticas dos processos como de pseudo
segunda ordem e avaliando a remocao da demanda quimica de oxigénio (DQO) na
degradacéao do clorpirifos.

Outros processos como a fotocatalise com TiO, conseguiram valores para a
constante de velocidade de 0,050 até 0,060 min™, variando a concentracédo de
clorpirifés de 2 ate 10 mg L™, e t¥2 de 9,7 até 11,2 minutos (AMALRAJ; PIUS, 2015),
a comparacao entre os processos UV/TiO, e UV/TiO,/H,0, solar na degradacdo do
clorpirifés (200 mg L) resultaram em coeficientes de velocidade de 0,0073 e
0,0083, respectivamente (ALALM; TAWFIK; OOKAWARA, 2015).

5.7 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE DO LORSBAN® E DO CLORPIRIFOS
APOS PROCESSOS DE DEGRADACAO

5.7.1 Fitotoxicidade em Lactuca sativa das solucdes de Lorsban® pos

tratamento

Neste item serdo apresentados os resultados dos testes de fitotoxicidade
realizados com semente de Lactuca sativa (alface) com as amostras de Lorsban®
submetidas aos processos de degradacgdo: fotdlise, processo UV/H,O, e foto-

Fenton.
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Todas as amostras apresentaram distribuicdo normal de acordo com o teste
de Kolmogorov-Smirnov.

Foram realizados os calculos dos coeficientes de variacdo (CV), média de
crescimento das radiculas (CRad) e seu respectivo desvio padrdo, indice de
germinacao (IG) e indice de crescimento relativo (ICR) com o seu efeito, além do
teste de Tukey

Como esperado pela sua funcéo herbicida, em todos os testes do controle
positivo (glifosato 6%) ndo houve germinacao.

A tabela 9 apresenta os resultados dos ensaios, com os valores do CV,
CRad, IG e ICR com seu respectivo efeito e teste de Tukey.

Tabela 9: Resultados dos ensaios de fitotoxicidade com Lactuca sativa das amostras de
Lorsban® submetidas a fotdlise, processo UV/H,0, e foto-Fenton por 60, 120 e 180 minutos,
além do controle negativo e de uma amostra na inicial de concentragdo nominal 200 pug L
(n=3).

CRad |
Amostra CV (%) (cm) ICR Efeito
P (%)
Controle Negativo® 21,1 29+0,6 100 1,0 na
Lorsban® (200 pg L™)° 40,3 24+09 94 08 NS
60 minutos™ 19,8 2705 102 09 NS
P6s fotdlise 120 minutos™™ 28,3 22+06 102 07 |
180 minutos"™**® 30,4 23+06 102 08 NS
60 minutos”***' 24,9 24+06 106 08 NS
Pés processo UV/H,0, 120 minutos®*¢®®" 23,5 26+06 102 09 NS
180 minutos®***®'9" 22,6 25+06 104 09 NS
60 minutos®***'%" 27,4 25+0,7 104 08 NS
P6s processo foto-Fenton 120 minutos®*°*¢'9™ 25,8 25+06 98 09 NS
180 minutos®***¢'9" 22,9 26+06 94 09 NS

Nota: CV: coeficiente de variagdo; CRad: média do comprimento da radicula; DP: desvio padrao; IG:
indice de germinacao; ICR: indice de crescimento relativo; na: ndo aplicavel; NS: ndo significativo; I

inibicao.

De acordo com o estabelecido por Young et al. (2012), exceto pela amostra
de Lorsban apds 120 minutos de fotdlise que apresentou um efeito inibitorio, todas
as demais amostras apresentaram ICR acima de 0,8 indicando um efeito nao

significativo no desenvolvimento das radiculas das alfaces.
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Este resultado indica que ndo houve formacdo de subprodutos que
apresentassem toxicidade para o organismo a ponto de afetar seu crescimento.

O teste de Tukey indica para as amostras de Lorsban®, na concentracéo
inicial (200 pg L™), que as amostras pés fotdlise 120 e 180 minutos e pés UV/H,0,
60 minutos diferem da amostra controle negativo.

Em relacdo ao indice de germinacdo, ndo foram observados diferencas

significativas entre as amostras e o0 controle negativo.

5.7.2 Fitotoxicidade em Lactuca sativa das solu¢cdes padrao clorpitifés pés

tfratamento

Neste item serdo apresentados os resultados dos testes de fitotoxicidade
realizados com semente de Lactuca sativa (alface) com as amostras de clorpirifés
padrdo analitico submetidas aos processos de degradacdo: fotdlise, processo
UV/H,0 e foto-Fenton.

Como esperado pela sua funcéo herbicida, em todos os testes do controle
positivo (glifosato 6%) ndo houve germinacao.

Todas as amostras apresentaram distribuicdo normal de acordo com o teste
de Kolmogorov-Smirnov.

A tabela 10 apresenta os resultados dos ensaios, com os valores do CV, IG

e ICR com seu respectivo efeito, além do teste de Tukey.
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Tabela 10: Resultados dos ensaios de fitotoxicidade com Lactuca sativa das amostras de
clorpirifés padrao analitico submetidas a fotdlise, processo UV/H,0, e foto-Fenton por 60, 120
e 180 minutos, além do controle negativo e de uma amostra inicial de concentragdo nominal
200 ug L™ (n=3).

CRad
Amostra CV (%) (cm) £ ICR Efeito
P (%)
Controle Negativo® 29,6 26+0,7 100 1,0 na
Clorpirifés (200 pg L™) 28,1 25+0,7 96 10 NS
60 minutos® 38,6 20+07 90 08 NS
Pos fotélise 120 minutos™* 29,5 23+0,7 9 09 NS
180 minutos™*® 15,5 26+04 106 1,0 NS
60 minutos®**' 18,7 24+06 102 09 NS
Pés processo UV/H,0, 120 minutos®**¢" 23,4 24+06 102 09 NS
180 minutos®***¢'9" 27,1 23+06 98 09 NS
60 minutos®***"" 24,7 25+06 9 09 NS
P6s processo foto-Fenton 120 minutos®***'"™ 22,4 26+06 96 10 NS
180 minutos®**?" 15,5 27+04 104 10 NS

Nota: CV: coeficiente de variacdo; CRad: média do comprimento da radicula; DP: desvio padrao; IG:
indice de germinacao; ICR: indice de crescimento relativo; na: ndo aplicavel; NS: ndo significativo; I

inibicdo.

De acordo os dados da tabela 10, todas as amostras apresentaram ICR
acima de 0,8, indicando um efeito ndo significativo no crescimento das radiculas da
L. sativa.

O teste de Tukey indica que somente a amostra pos fotdlise 60 minutos é
estatisticamente diferente do controle negativo, indicando um possivel efeito
inibitério da amostra.

Assim como nas amostras do item anterior, a taxa de germinacédo nao foi
afetada pelas amostras.

Os resultados dos testes de fitotoxicidade com as solucGes de Lorsban® e
clorpirifés padrédo analitico mostram que em sua maioria, as amostras nao
apresentaram um efeito téxico nos organismos, similar ao encontrado por Biruk et al.
(2017), em que somente as amostras obtidas pelo extrato aquoso apresentaram ICR
menor que 0,8. Demonstrando a necessidade de testes de ecotoxicidade

complementares para assegurar a reducéo da toxicidade apos os tratamentos.
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5.7.3 Ecotoxicidade aguda do Lorsban® e clorpirifés em Daphnia magna

A CEsy da D. magna para o Lorsban® ficou em 1,4 x 10* pg L™. Esse
resultado indica que os compostos presentes na composi¢cao da solucdo comercial,
além do clorpirifés, levam a uma maior sensibilidade por parte do organismo, pois
valores na literatura para o padrdo analitico para D. magna variam entre 0,16 pg L™
(WHO, 2009) e 0,19 ug L™ (KIKUCHI; SASAKI; WAKABAYASHI, 2000), superiores
ao valor encontrado.

Na tabela 11 sdo apresentados os resultados dos testes realizados com as
solucdes de Lorsban® e clorpirifos submetidas as degradacdes. Os resultados foram

expressos em termos de fator de toxicidade (FT).

Tabela 11: Resultados do teste de ecotoxicidade com Daphnia magna das amostras de
Lorshan® e clorpirifés padréo analitico submetidas & fotolise, processo UV/H,0, e foto-Fenton
por 60, 120 e 180 minutos, controle negativo e amostra inicial de concentracdo nominal 200 ug
Lt (n=3).

Amostras de Lorsban® FT Amostras de clorpirifés padrao analitico FT
Lorsban® (200 pg L™) >16  Clorpirifs padrédo analitico (200 pgL™) > 16

60 minutos > 16 60 minutos > 16

Pés fotolise 120 minutos > 16 P6s fotdlise 120 minutos > 16
180 minutos > 16 180 minutos > 16

60 minutos > 16 60 minutos > 16

Pés processo UV/H,O, 120 minutos > 16 Pés processo UV/H,O, 120 minutos >16

180 minutos 16 180 minutos > 16
i} 60 minutos > 16 | 60 minutos > 16
Pés processo foto- ) Pos processo foto- _
120 minutos >16 120 minutos >16
Fenton ) Fenton )
180 minutos >16 180 minutos >16

Nota: FT: fator de toxicidade.

Por ser um organismo mais sensivel, exceto pela amostra pos processo
UV/H,0,, em todas as demais amostras o FT apresentou-se com valor maior que
16, pois até na menor das diluicdes utilizadas (6,25% de amostra), houve
imobilidade superior a 10%. Os valores das imobilizagbes obtidos em todos os
ensaios sao apresentados no Apéndice B.

Mesmo com degradacdes na ordem de 99%, a concentracdo residual de

clorpirifés estaria em torno de 2 ug L™, o que na menor das diluicbes, 6,25% de
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amostra, significaria 0,12 pg L™, valor este que é préximo ao valor da CEsg
disponivel na literatura para o clorpirifés padréo analitico, mas ainda muito superior
ao valor de CEs, obtida para o Lorsban®, que é de 0,14 ng L™. Além disso, a

presenca de subprodutos pode contribuir para os resultados encontrados.

5.7.4 Atividade larvicida do Lorsban® e clorpirifos em Aedes aegypti

A CEso 24h do clorpirifos utilizando a solugdo de Lorsban® para a larva do
Aedes aegypti foi de 2,24 ug L. Segundo Utzig (2016), a CEso para o clorpirifés
padréo analitico foi de 0,84 ug L™.

Ao contrario do observado com a D. magna, os demais constituintes
presentes na solucdo do produto comercial (Lorshan®) parecem ndo apresentar
efeito negativo com as larvas do A. aegypti, pois 0 mesmo apresentou um valor de
CEso maior do que do padréo analitico.

A seguir na tabela 12 serdo apresentados os resultados dos testes
realizados conforme item 4.5.3 com as solucdes de Lorsban® e clorpirifos padrao
analitico submetidas as degradacbes. Sdo mostrados os valores da média de
mortalidade e percentagem de mortalidade dos organismos.

As amostras de Lorsban® apds os tratamentos apresentaram reducdes nas
taxas de mortalidade, embora ndo tdo acentuadas. A maior reducao ocorreu com a
amostra pos fotélise 180 minutos, com um decréscimo de 26,7%, seguido do foto-
Fenton 180 minutos com 18,5% e UV/H,0, com 17%.
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Tabela 12: Resultados do teste de ecotoxicidade com Aedes aegypti das amostras de Lorsban® e clorpirifés padrdo analitico submetidas a

fotélise, processo UV/H,0, e foto-Fenton por 60, 120 e 180 minutos, controle negativo e amostra inicial de concentragédo nominal 200 pg L™ (n=3).

Amostras de Lorsbhan® MM Mortalidade (%) Amostras de clorpirifés padrao analitico MM Mortalidade (%)
Controle negativo 0 0 Controle negativo 1 5
Lorsban® (200 pg L™ 20 100 Clorpirifés padrdo analitico (200 ug L™) 20 100
60 minutos 20 100 60 minutos 20 100
Pos fotolise 120 minutos 18,5 92,5 Pés fotdlise 120 minutos 20 100
180 minutos 14,7 73,3 180 minutos 20 100
60 minutos 20 100 60 minutos 20 100
Pds processo UV/H,0, 120 minutos 17 85 Pés processo UV/H,0, 120 minutos 20 100
180 minutos 16,6 83 180 minutos 20 100
i 60 minutos 20 100 i 60 minutos 20 100
Pos processo foto- _ P6s processo foto- )
120 minutos 19 95 120 minutos 20 100
Fenton Fenton
180 minutos 16,3 81,5 180 minutos 20 100

Nota: MM: média de mortalidade.
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Apesar de ndo ser mais possivel a detec¢do e quantificacado do clorpirifés na
amostra pés UV/H,0O, 180 minutos (concentracdo residual menor que 1,5 pg L™), o
elevado potencial larvicida da solugdo aponta para a geracdo de subprodutos mais
toxicos que o clorpirifés, pois o valor residual encontra-se abaixo da CEsg para a
solugao de Lorsban®.

Em nenhuma amostra de clorpirifés padrdo analitico p6de ser observada
uma reducdo na atividade larvicida, tal efeito também pode estar associado a
eficiéncia do processo na degradacdo do clorpirifds. Mesmo com uma reducdo de
96% (UV/H,0,) na concentracdo do clorpirifés, a quantidade restante (8 pg L™),
ainda estaria bem acima do valor téxico para o organismos, estabelecido em 0,84 g
L™

A reducédo na acéo larvicida das solucdes de Lorsban® apds os tratamentos
pode ser atribuida ao tratamento dos outros compostos presentes em solucédo, uma
vez que o tratamento do clorpirifés padréo analitico ndo gerou reducdes da atividade

larvicida.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que apesar das
elevadas taxas de remocdo do agrotoxico clorpirifés, apds a fotolise, processo
UV/H,0, e foto-Fenton, nem sempre € observada uma reducdo na toxicidade das
solugdes.

Os processos de degradacdo foram eficientes quanto a remocdo do
clorpirifés, alcancando remocdes de 84,92% até mais de 99,18% (< LD).

A falta de ajuste ao modelo de pseudo primeira ordem dos processos
UV/H,0O, e foto-Fenton com o Lorsban®, € um indicio da complexidade dos
tratamentos, que apresentaram os melhores coeficientes de correlacdo no ajuste de
22 ordem.

Levando em conta os melhores ajustes, os processos de degradacdo com
as solucdes de Lorsban® apresentaram os maiores coeficientes de velocidade de
reacdo, indicando que os demais componentes presentes na solucdo comercial
agem de forma positiva na remocéao do clorpirifdés das solugdes.

Os testes de ecotoxicidade foram de grande importancia para o trabalho,
pois ajudaram a mostrar que além de taxas de remocdo, quando submetemos
solucdes de micropoluentes a processos de degradacao, € preciso considerar outros
parametros para uma melhor avaliacéo e julgamento das eficiéncias obtidas.
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APENDICE A - Concentracao residual e percentagem de degradacéo do

clorpirifés ap6s processos de degradacao

Lorsban® pés fotolise

Tempo de degradacéo Concentracéo residual (ug L™) Degradacéao (%)
(minutos)

5 152,44 16,65

10 110,05 39,83

20 79,84 56,34

30 53,53 70,73

45 21,92 88,02

60 12,32 93,26
120 1,99 98,91
180 2,33 98,72

Lorsban® p6s processo UV/H,0,

Tempo de degradagéo Concentracgao residual (ug LY Degradacéo (%)
(minutos)
5 61,67 66,28
10 38,61 78,89
20 6,52 96,43
30 6,62 96,38
45 511 97,21
60 4,43 97,58
120 2,28 98,75
180 <15 >09,18

Lorsban® p6s processo foto-Fenton

Tempo de degradagéo Concentracao residual (g L™) Degradacéo (%)
(minutos)

5 48,36 73,56

10 28,22 84,57

20 30,38 83,39

30 23,75 87,01

45 20,83 88,61

60 5,11 97,21
120 4,67 97,45

180 1,50 99,18




Clorpirifés padrao analitico pés fotélise

Tempo de degradagéo Concentracao residual (ug L™) Degradacéo (%)
(minutos)

5 87,98 56,01

10 74,67 62,67

20 84,09 57,96

30 61,02 69,49

45 40,24 79,88

60 56,15 71,92
120 74,67 62,67
180 30,17 84,92

Clorpirifés padrao analitico pés processo UV/H,0,

Tempo de degradagéo Concentracéo residual (ug L™) Degradacéo (%)
(minutos)

5 137,68 31,16

10 96,43 51,79

20 86,36 56,82

30 57,13 71,44

45 79,54 60,23

60 54,85 72,57
120 19,04 90,48
180 7,06 96,47

Clorpirifés padréo analitico p6s processo foto-Fenton

Tempo de degradagéo Concentracgao residual (ug LY Degradacéo (%)
(minutos)

5 82,14 58,93

10 65,57 67,21

20 67,52 66,24

30 66,22 66,89

45 59,07 70,46

60 32,11 83,94
120 20,75 89,63

180 11,33 94,34
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APENDICE B - Valores de imobilizaco para Daphnia magna com amostras de
Lorsban® e clorpirifés padréo analitico apds processos de degradacao

Lorsban® pés processos de degradacgao fotélise, UV/H,0, e foto-Fenton

Amostra

Pés fotdlise P6s UV/H,0, Pés foto-Fenton

Diluicao (%) 120 180 120 180 120 180
minutos minutos minutos minutos minutos minutos
Imobilidade (%)

CN 0 0 0 0 0 0
AB 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 100 100
25 100 100 100 100 100 100
12,5 100 100 100 50,0 100 100
6,25 100 100 63,3 0 100 16,7

Nota: CN: controle negativo; AB: amostra bruta

Clorpirifés padrao analitico pés processos de degradacdo fotdlise, UV/H,0, e foto-Fenton

Amostra

Pés fotdlise P6s UV/H,0, Pds foto-Fenton

Diluicéo (%) 120 180 120 180 120 180
minutos minutos minutos minutos minutos minutos
Imobilidade (%)

CN 0 0 0 0 0 0
AB 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 100 100
25 100 100 100 100 100 100
12,5 100 100 100 100 100 100
6,25 100 100 100 93,3 100 100

Nota: CN: controle negativo; AB: amostra bruta
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ANEXO A — Composicao da agua de diluicdo de Daphnia magna

Solucdes para preparo da dgua reconstituida para cultivo e diluicdo — Meio M4,

Solugéo Reagente Quantidade (g) Preparo

Dissolver e adicionar agua processada para

1 CaCl;.2H,0 73,5 completar 1000 mL
Dissolver e adicionar agua processada para

2 MgS0,.7H,0 1233 completar 1000 mL
3 KCl 58 Dissolver e adicionar agua processada para

’ completar 1000 mL
4 NaHCO 64.8 Dissolver e adicionar agua processada para

3 ’ completar 1000 mL

Fonte: ABNT, 2016

Para o preparo de 1 L de agua de dilui¢cao, utilizar os volumes apresentados
a seguir a partir das solucbes 1 a 4 descritas acima e completar com agua
processada

Volume das soluc¢des para o preparo da dgua de diluicéo.

Solugéo 1 2 3 4

Volume (mL) 3,2 0,8 0,8 0,8

Fonte: ABNT, 2016

A agua deve ser aerada para solubilizacdo total dos sais, saturacdo do
oxigénio dissolvido e estabilizacdo do pH durante pelo menos 12 h, antes da sua
utilizacdo. Caso o pH da agua nao esteja entre 7,6 e 8,0, ajustar com solucbes de
acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sodio (NaOH).




