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RESUMO

IMOSKI, R. Uso de marcadores bioquimicos para avaliar a eficiéncia de degradacio do
pesticida malathion por fotélise e processo UV/H20:. 2023, 99f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Curitiba,
2023.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as respostas dos marcadores bioquimicos apds a
degradagdo do malathion padrdo e em formulacdo comercial por fotdlise e processo UV/H0s.
O método analitico para determinagao do analito foi desenvolvido em cromatografia liquida de
alta eficiéncia aliado a extracdo em fase solida. Os ensaios de degradagdo por fotolise e
UV/H0; foram realizados em reator fotoquimico convencional de 1L nos tempos 15, 30 e 45
minutos, com fonte de radiagdo de lampada de alta pressdo de merctrio 125W, protegido com
bulbo protetor de quartzo e imersa na solu¢do. Houve reestabelecimento da concentragdo de
H>0, em 100 mg L' a cada 5 minutos. A concentragio do malathion foi acompanhada por
HPLC-DAD e a formacao de subprodutos por GC-MS/MS. A toxicidade aguda foi analisada
com larvas de Stegomyia aegypti ¢ a fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa. Para
avaliar o efeito subletal do malathion e seus subprodutos, foram avaliados biomarcadores
bioquimicos (AchE, GST, EST-a, EST-B, SOD e LPO) em mosquitos de Stegomyia aegypti
criados desde o primeiro estidgio até a emergéncia dos mosquitos. O método cromatografico
apresentou linearidade adequada (R*> 0,99) e niveis de recuperagio para a extracio de 76
(16,5)%. O limite de detec¢do e quantificagdo para o malathion foi de 0,03 e 0,03 ug L,
respectivamente. A degradacdo do malathion apresentou valores abaixo do limite de deteccao
do método analitico em todos os tempos e processos analisados. A atividade larvicida com
Stegomyia aegypti mostrou os maiores efeitos toxicos para as amostras nao tratadas de ambos
os processos. Para a fitotoxicidade, foi observada uma variagdo entre inibigdo, estimulagdo e
sem efeito observado dependendo do método e do tempo de tratamento. As maiores alteracdes
para a atividade enzimatica foram registradas para EST-B e para as enzimas de estresse
oxidativo na fotolise, demostrando a incapacidade do sistema antioxidante de eliminar o
excesso de radicais induzidos pelo malathion e seus subprodutos. O tratamento mostrou-se
efetivo para a degradagdo do malathion, porém, foi observada a formagao de subprodutos que
podem aumentar a toxicidade da solucdo tratada, colaborando para que ndo haja a completa
desintoxica¢ao do meio.

Palavras-chave: HPLC-DAD. Processos avangados de oxidagdo. Stegomyia aegypti. Lactuca
sativa. Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

IMOSKI, Rafaela. Use of biochemical markers to evaluate the efficiency of degradation of
the pesticidemalathion by photolysis and UV/H20: process. 2023. 99p. Thesis (Master’s in
Environmental Science and Technology) — Federal University of Technology — Parana,
Curitiba, 2022.

This work aimed to evaluate the responses of biochemical markers after degradation of standard
malathion and in commercial formulation by photolysis and UV/H>0O: process. The analytical
method for determining the analyte was developed using high performance liquid
chromatography combined with solid phase extraction. The photolysis and UV/H20:
degradation tests were carried out in a conventional 1L photochemical reactor at times of 15,
30 and 45 minutes, with a radiation source of a 125W high-pressure mercury lamp, protected
with a quartz protective bulb and immersed in the solution. The H>O, concentration was
reestablished at 100 mg L™! every 5 minutes. Malathion concentration was monitored by HPLC-
DAD and the formation of by-products by GC-MS/MS. Acute toxicity was analyzed with
Stegomyia aegypti larvae and phytotoxicity with Lactuca sativa seeds. To evaluate the sublethal
effect of malathion and its by-products, biochemical biomarkers (AchE, GST, EST-a, EST-$,
SOD and LPO) were evaluated in Stegomyia aegypti mosquitoes reared from the first stage to
mosquito emergence. The chromatographic method showed adequate linearity (R*> 0.99) and
recovery levels for the extraction of 76 (16.5) %. The limit of detection and quantification for
malathion was 0.03 and 0.03 pg L', respectively. Malathion degradation showed values below
the detection limit of the analytical method at all times and processes analyzed. Larvicidal
activity with Stegomyia aegypti showed the greatest toxic effects for untreated samples from
both processes. For phytotoxicity, a variation between inhibition, stimulation and no observed
effect was observed depending on the method and time of treatment. The greatest changes in
enzymatic activity were recorded for EST-3 and for oxidative stress enzymes in photolysis,
demonstrating the inability of the antioxidant system to eliminate the excess of radicals induced
by malathion and its by-products. The treatment proved to be effective for malathion
degradation, however, the formation of by-products was observed that can increase the toxicity
of the treated solution, contributing to the lack of complete detoxification of the environment.

Keywords: HPLC-DAD. Advanced oxidation processes. Stegomyia aegypti. Lactuca sativa.
Acetylcholinesterase.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da produg¢ao agroindustrial, o uso continuo de pesticidas tornou-se um
dos métodos mais utilizados para controlar o crescimento de ervas daninhas e maximizar o
crescimento das plantagdes. O uso indiscriminado desses compostos traz diversas
consequéncias quando liberado ao meio ambiente e para a populagdo exposta. Assim que sao
aplicados, os pesticidas podem passar por diferentes processos, como fisicos, quimicos ou
bioldgicos, gerando consequéncias no ambiente, além de, cada vez mais, estarem sendo
encontrados em diferentes matrizes ambientais (CEDILLO-HERRERA et al., 2020; PERGAL
et al., 2020; RIBEIRO; PEREIRA; MARCHI, 2007a; TONY et al., 2017).

No Brasil, segundo a resolug¢do do CONAMA n°357/2005, em corpos hidricos menos
restritivos, a concentracdo maxima permitida do malathion é de 100 pug L. J4 em corpos
hidricos utilizados para abastecimento publico e outras atividades, a concentragdo maxima
permitida é de 0,1 ug L' (BRASIL, 2005a). Em comparagio com a legislacdo de paises como
os Estados Unidos, a concentragdo encontrada nos estudos para aguas de abastecimento esta
acima do permitido, onde a concentragio maxima estipulada fica em 0,1 ug L™, determinado
desde 1986. Ja no Brasil, a resolugdo foi publicada em 2005, de modo que as concentragdes no
meio podem estar acima do que hoje ¢ permitido, j4 que antes disso ndo teria o controle
necessario. Albuquerque et al. (2016) analisou diversos estudos sobre a presenca de
organofosforados em agua potavel em estados como Sdo Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do
Sul e Sergipe, sendo o malathion encontrado em dois estados, Sdo Paulo e Sergipe, em
concentragdes entre 0,035 e 0,54 ug L' (ALBUQUERQUE et al., 2016).

A presenga de pesticidas em matrizes como aguas superficiais e, até mesmo, dgua
potavel, tem mostrado que os processos convencionais de tratamento nao sao suficientes para
o adequado tratamento desses compostos (KRALJ et al., 2007; ZHANG; PAGILLA, 2010).
Desta forma, os processos avancados de oxidacdo (AOP) tém sido estudados como uma
alternativa de tratamento. Esses processos baseiam-se na geracao in sifu de radicais oxidantes
como o radical hidroxila (*OH), radical sulfato (SO4), entre outros. Os radicais oxidantes sao
extremamente reativos, seletivos ou ndo, tem alto potencial padrao de oxidagdo (1,4-3,0V),
podendo levar a mineralizagdo dos contaminantes ou a conversao em novos compostos com
maior biodegradabilidade (KRALJ; TREBSE; FRANKO, 2007; MIKLOS et al., 2018;
OLIVEIRA, 2011; SHARMA; AHMAD; FLORA, 2018; TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Estudos envolvendo a degradacdo de pesticidas organofosforados, como o malathion,

por processos avancados de oxidacdo, tém sido descritos na literatura. Fadaei et al. (2012)
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avaliaram a degradacao do Malathion na presenca de bicarbonato e sulfato utilizando o processo
UV/H20,. A presenca de sais durante a degradacao diminuiu a efetividade do processo e
aumentou o tempo necessario para degradagdo em comparacgao a degradagdo sem a utilizagao
de sais (FADAEI et al., 2012).

Cedillo-Herrera, et al. (2020) avaliou a remoc¢ao do malathion a partir do processo
UV/H20; como pré-tratamento acoplado a um sistema Wetlands. A taxa de remogao com o
processo atingiu 94% do malathion e 45% TOC no processo isolado e 65% de TOC no processo
combinado, ambos os indices de carbono orgénico associados a formagao de subprodutos. Esses
resultados reforcam a necessidade de tratamento ¢ de outros tipos de avaliagdo, como a
ecotoxicidade, apds o tratamento (CEDILLO-HERRERA et al., 2020).

Vela et al. (2019) avaliaram a degradacdo de seis pesticidas, entre eles o malathion,
em aguas residudrias em reator de escala piloto sob luz solar utilizando persulfato como
oxidante e TiO2 como fotocatalisador. As concentragdes dos reagentes foram otimizadas em
reator de escala de bancada e os resultados mostraram que o uso combinado do oxidante e do
fotocatalisador aumentou a degradagdo dos compostos quando comparado ao uso da luz solar
isolada. A toxicidade foi avaliada com Vibrio fischeri, apresentando remocao da toxicidade
dentro dos limites aceitaveis para este organismo e, portanto, o processo mostrou-se eficiente
para a remocao de poluentes recalcitrantes usando luz solar como fonte renovavel de energia
(VELA et al., 2019).

Em funcdo da necessidade de tratamentos mais efetivos para a degradagdo destes
compostos, bem como a importancia ambiental e para satide publica, este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial de degradacdao do pesticida Malathion em duas formulagdes pela
fotolise e pelo processo avancado de oxidagdo UV/H20», associado ao uso da cromatografia
com o acompanhamento da ecotoxicidade com diferentes organismos e avaliagdo de

marcadores bioquimicos .

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de degradacdo do pesticida organofosforado Malathion padrdo e
Malathion S00®CE a partir da aplicagdo da fotdlise e do processo UV/H202, determinando as

respostas ecotoxicoldgicas e bioquimicas para diferentes organismos pos-tratamentos.
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1.1.2  Objetivos especificos

Estabelecer um método cromatografico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos e fluorescéncia (HPLC-DAD-FLD) para o pesticida
Malathion;

Avaliar a seletividade, linearidade, precisao, exatidao, limite de quantificagcdo e limite
de detecgdo para o método cromatografico em HPLC-DAD;

Avaliar a formagao de subprodutos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro
de massas tandem (GC-MS/MS);

Determinar a eficiéncia do método de extragdo em fase solida para o pesticida padrao;

Avaliar a degradacdo do pesticida malathion padrdo e em formulacdo comercial por
fotolise e pelo processo avangado de oxidagdo UV/H20y;

Determinar as respostas ecotoxicoldgicas para o pesticida padrdo e para o produto
comercial antes e apds os tratamentos a partir de testes com larvas de Stegomyia aegypti e
sementes de Lactuca sativa,

Avaliar os marcadores bioquimicos para o mosquito do Stegomyia aegypti apds os

tratamentos aplicados.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PESTICIDAS

De acordo com a Lei n® 7.802 de 11 de julho de 1989, a defini¢do para agrotoxicos €:
Agrotoxicos e afins: a) produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados
ao uso nos setores de producdo, 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 composigdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa

de seres vivos considerados nocivos e b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).

Apobs a década de 50, cada vez mais novas formulagdes de agrotoxicos tém sido
desenvolvidas e o langamento desses compostos no meio ambiente sem qualquer tipo de
tratamento, atinge diversas matrizes, como a agua, o solo e o ar, fazendo com que a exposi¢ao
humana seja maior do que apenas quando sdo consumidos alimentos contaminados
(CULLINEY; PIMENTEL; PIMENTEL, 1992; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). A
permanéncia dos pesticidas no solo ou em outras matrizes, depende das caracteristicas da matriz
e do contaminante. Pesticidas como os organofosforados, podem permanecer no ambiente
adsorvidos em particulas do solo ou até mesmo serem levados para aguas superficiais para longe
da fonte de contaminagdo, atingindo todo um ecossistema. (FLORES et al., 2004a; MUTURI,
2013; RIBEIRO; PEREIRA; MARCHI, 2007b)

Os pesticidas sdo classificados de acordo com o seu modo de acdo (inibigao da
acetilcolinesterase, da fotossintese, disruptores de membranas), alvo acaricida, formicida,
fungicida, inseticida e a classe quimica (clorados, clorofosforados, fosforados e carbamatos)

(FLORES et al., 2004b; SANCHES et al., 2003a).

2.1.1 Pesticida organofosforado Malathion

Os pesticidas organofosforados sdo moléculas derivadas do 4cido fosforico, fosfonico,
fosforotiamidicos ou fosforotidicos com grupamentos ésteres, amidas ou tiois. Caracterizam-se
pela presenca da ligacdo P=0 ou P=S e a grande maioria ¢ solivel em agua, com alto coeficiente
de particao octanol/agua, baixa pressdo de vapor e estabilidade em pH neutro. Sdo formulados
em Oleo, solventes misciveis em agua, granulos inertes para uso direto, dispersdo em agua,
concentrados emulsificaveis com ingrediente ativo ou liquidos pressurizados (AJIBOYE et al.,
2022; PARRA-ARROYO et al., 2022).

O malathion (diethyl 2-dimethoxyphosphinothioylsulfanylbutanedioate) (Quadro 1) é
um organofosforado alifatico sintetizado na década de 50, sendo um dos pesticidas

organofosforados mais utilizados no Brasil IBAMA, 2021). E um inseticida e acaricida ndo
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sistematico de amplo espectro, usado na agricultura em culturas, gramas, jardins, areas
residéncias externas, erradicacdo de pestes, insetos como formigas, pulgoes, lagartas, moscas,
mosquitdes etc., ectoparasitas, podendo ser usado para tratar piolho em humanos (IARC, 2015;
IARC/WHO, 2015a; REED; RUBIN, 2014). Sua fabricagao ¢ feita pela reacao do pentassulfeto
de fosforo com metanol em tolueno produzindo um intermedidrio, o dacido dimetil
ditidicofosforico e um subproduto, o sulfeto de hidrogénio. A partir da reacdo de condensacgao,
o intermediario reage com maleato de dietila ou fumarato de dietilo, produzindo o malathion
(IARC/WHO, 2015b; LANDRIGAN; BELPOGGI, 2018; PARRA-ARROYO et al., 2022;
WILSON et al., 2003).

Quadro 1 - Propriedades fisicas e quimicas do inseticida malathion.

Propriedades Caracteristica
Nome quimico diethyl 2-
dimethoxyphosphinothioylsulfanylbutanedioate
Formula quimica C10H1906PS>
\ i S —
(6] \P /
Estrutura . s/ \(|>
0
/N
Massa molecular 330,4 g mol!
Ponto de fusdo 2,8°C
Ponto de ebuli¢do 156°C
Pressdo de vapor a 30°C 5,3 mPa
Densidade a 25°C 1,23 g cm?
Solubilidade em 4gua (mg L) 145 a 25°C
Meia vida 8 a 24 horas
Constante de dissociacao (pKa) 6,8
Coeficiente de particao (Kow) 2,89

Fonte: (DRUGBANK, 2021; PUBCHEM, 2021).

No Brasil, o emprego autorizado do malathion € para uso agricola em aplicagao foliar
em culturas de alface, algodao, berinjela, brocolis, cacau, café, citros, couve, couve-flor, feijao,
maca, morango, orquideas, pastagens, pepino, péra, péssego, repolho, rosa, soja e tomate,
aplicagdo em arroz, feijdo, soja € milho armazenados. Para emprego domissanitario, €
autorizado o uso em concentracdes de 2 a 5% p/p para venda livre, liquidos, iscas, pds e
granulados. Para jardinagem, a autorizag¢do ¢ para uso liquido em concentragao de 0,5% p/v.
Em campanhas de saide publica, como para combate ao mosquito Stegomyia aegypti, a
concentracdo permitida em formulagdes de ultrabaixo volume (UBV) para fumacé e

concentrado emulsiondvel (CE) ¢ de 100% p/p e para formulacao em p6 molhavel (PM) de 40%
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p/p. O limite maximo residual nos alimentos ¢ entre 0,1 mg/kg para soja e café e 135 mg/kg
para pastagens e o limite diaria aceitavel de 0,3 mg/kg de peso corporal (ANVISA, 2012a;
COLEONE et al., 2017a; LEME et al., 2014; MACORIS et al., 1999). Segundo o ultimo
relatorio divulgada pelo Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em alimentos
(PARA), que avaliou diversas frutas, legumes e hortalicas avaliou ingredientes ativos de
diversos pesticidas, identificou a presenga de malathion em 13 amostras de laranja entre os anos
de 2017 e 2018, totalizante o limite di4ria aceitavel de 4 mg kg™!, acima do permitido pela
ANVISA para o pesticida (PARA, 2019).

De acordo com a Resolugdo n°® 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), que dispde sobre o enquadramento dos corpos hidricos e apresenta a concentracao
maxima de diversos poluentes, esta ¢ dependente da classe dos corpos d’aguas. Os corpos
d’aguas de classe 1 e 2, utilizados para abastecimento da populagdo ap6s desinfecgo, protecao
de ambientas aquaticos, recreagdo de contato primario, irrigacdo de hortalicas e outros usos
diretamente ligados a popula¢do, devem apresentar concentracdo maxima do pesticida
malathion de 0,1 pg L™!. Em corpos d’agua de classe menos restritiva, usados para outros tipos
de atividades e ndo para o abastecimento da populacdo, a concentra¢do permitida do malathion
e de diversos outros pesticidas é mais alta (100 ug L' ) (BRASIL, 2005b, 2011).

A Companhia Ambiental de Sdo Paulo (CETESB) avaliou a ocorréncia de pesticidas
para aguas superficiais, subterraneas e sedimento de amostras do estado de Sao Paulo, tendo
identificado a presenca de malathion em &guas superficiais em concentracdes acima do
permitido pela legislagio vigente no pais (maximo 0,1 pg L) e dos limites europeus (0,1 a 290
ng L) (CETESB, 2019).

Em paises da América do Norte, como no Canadé, o limite méximo aceitavel de
concentragio na agua de consumo humano ¢ de 190 pg L™'. Em 2021, foi feita uma consulta
online pelo pais, para que esse limite fosse aumentado para 290 pg L™ baseado em estudos em
ratos que mostraram que essa concentracdo nao causaria danos aos rins, considerado o 6rgao
mais afetado pela toxicidade do malathion, porém ndo ha estudos que mostrem os efeitos do
malathion nos rins humanos (HEALTH CANADA, 2019, 2021, 2023). Na Australia, o
Conselho Nacional de Saude e Pesquisa Médica (National Health and Medical Research
Council) determina que a concentragcdo do malathion em agua destinada ao consumo humano
ndo deve ultrapassar 70 pg L', baseada nos riscos para satide humana (NHMRC, 2021). Na
Europa, o Conselho da Unido Europeia (The Council of European Union — EC) por meio da
Diretiva n° 2020/2184/UE, que dispoe sobre a qualidade da agua destinada a consumo humano,

determina o limite maximo permitido de pesticidas em concentracdes inferiores a 0,1 pg L
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sem considerar as caracteristicas de cada pesticida (THE EUROPEAN PARLIAMENT AND
THE COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2020).

Mekonen et al. (2016) avaliaram amostras de 4gua em Jimma e na capital da Etiopia,
Addis Ababa, para residuos de pesticidas. Os rios avaliados abrangem a lagoa Legedadi,
principal fonte de abastecimento da Etidpia. Entre os compostos analisados, o malathion foi
encontrado em todas as fontes de 4gua avaliadas, sendo 4gua de torneira (5,1-11 pg L"), 4gua
de poco (0,001-105 pg L), 4gua potavel (0,0001-33 pug L), 4gua de nascente (0,0001-67 pg
L) e 4gua de rio (0,001-50 pug L), e, por se tratar de 4gua de abastecimento humano, a
concentragio maxima permitida para o malathion é de 0,1 pg L', A avaliacdo de risco para a
satide ndo demostrou risco agudo, porém o risco cronico de exposi¢do a longo prazo foi
observado, sendo o monitoramento ¢ a redugdo da concentragao dos pesticidas necessarias para
minimizar os riscos a saide humana (MEKONEN et al., 2016).

Duttagupta et al. (2020) avaliaram a presenca de poluentes organicos persistentes em
aguas subterraneas, aguas de rios e sedimentos em localidades ao sul do estado da Bengala
Ocidental, India, sendo aproximadamente 60% da 4rea analisada rural, seguida de areas
semiurbanas e urbanas. Entre os compostos, o malathion foi predominantemente encontrado
em 60% das amostras de 4guas subterrineas em concentragdes entre 150 e 9330 pg L', acima
do limite internacional de 190 ug L', 4gua de rio na concentragdo de 9033 ug L™ e sedimento
entre 56 € 200 pg kg™!. Além disso, o subproduto malaoxon foi encontrado em 75% das amostras
de 4guas de rios analisados em concentracdes entre 410 e 1420 pg L' e em sedimento acima
de 900 pg/kg. Os herbicidas analisados foram mais encontrados em areas rurais do que em areas
urbanas, levantando questdes sobre a potencial exposicao da populacdo aos poluentes organicos

em agua potavel e os riscos associados a saude (DUTTAGUPTA et al., 2020).

2.2 Processos Avangados de Oxidagao

O aparecimento de pesticidas em diversos tipos de matrizes, principalmente na agua,
mostra a resisténcia aos tratamentos convencionais e a necessidade de estudo de tratamentos
complementares alternativos aos ja existentes, que envolvem técnicas como transferéncia de
fase, adsor¢ao em carvao ativado, tratamento biologico, entre outros (ANDREOZZI et al.,
1999; PRIETO-RODRIGUEZ et al., 2013; TEIXEIRA; JARDIM, 2004). Um dos tratamentos
alternativos sdo os processos avancados de oxidacdo, que utiliza uma espécie oxidante, como
radicais hidroxila e sulfato, para degradacao dos compostos e devido a sua eficiéncia tem obtido

destaque no tratamento de contaminantes (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).
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Os processos avangados de oxidagdo (AOP) sdo caracterizados por processos capazes
de transformar a maioria dos contaminantes organicos em dioxido de carbono, agua e ions
inorganicos a partir de reagdes que utilizam espécies oxidantes, com o radical hidroxila sendo
um dos radicais com maior potencial de oxidagdo (Tabela 1) (GUERRA-RODRIGUEZ et al.,
2018; TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Tabela 1 - Potencial de oxidacdo dos oxidantes mais usados.

Oxidante Potencial de oxidacao (V)
Fluor (F») 3,0
Radical hidroxila (OH") 2,8

Radical sulfato (SO4) 2,5-3,1

Oz6nio (O3) 2,1
Persulfato (S,0572) 2,1
Peroximonosulfato (HSOs") 1,8
Peréxido de hidrogénio (H.0,) 1,8
Permanganato (MnOy") 1,7
Dioxido de cloro (ClO3) 1,5
Cloro (Cly) 1,4

Fonte: Adaptado de Guerra-Rodriguez et al., 2018.

A forma de interagdo do radical varia dependendo da estrutura do contaminante e pode
ocorrer de diferentes formas: (i) por abstracao do 4tomo de hidrogénio, onde ocorre a oxidacao
dos compostos organicos gerando radicais organicos € a adicdo de oxigénio molecular
formando radicais perdxido que desencadeiam a degradacdo dos contaminantes até¢ CO2, H2O
e ions inorganicos (Equacdo 1 e 2); (ii) por adi¢do eletrofilica em que ocorre a adi¢do dos
radicais hidroxila a compostos organicos que contenham ligagdes © e resulta na formacao de
radicais organicos (Equacao 3); (iii) por transferéncia eletronica que ocorre quando a abstragdo
e a adicdo sdo desfavorecidas (Equagdo 4) e (iv) por reacdes radical-radical que também
acontece na mesma situagao da transferéncia eletronica e desfavorecem a eficiéncia do processo
pois consomem os radicais hidroxila disponiveis (Equag¢dao 5 e 6) (DENG; ZHAO, 2015;
IKEHATA; EL-DIN, 2006; PUPO NOGUEIRA et al., 2007; TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

RH +-OH — R+ H2O Equacao 1
R+ 02 — ROy Equagao 2

R R _ R R
>:< +-0H — >_é' OH
R R R R
Equacgao 3
RH +-OH — RX-" + OH" Equagdo 4
2 *OH — H20O2 Equacao 5
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H>O2+ *OH — HO2* + H2O Equacao 6

De maneira geral, os processos avangados de oxidacao podem ser classificados em
alguns critérios: (1) baseados na geracao de radicais oxidantes; (ii) baseados no uso ou nao de
radiacao ultravioleta ou visivel e (iii) baseados na oxida¢ao em unica etapa ou com uso de

catalise heterogénea (Quadro 2) (MIKLOS et al., 2018; REDDY; KIM, 2015; TEIXEIRA;

JARDIM, 2004; VAGI; PETSAS, 2020).

Quadro 2 - Classificagdo dos processos avangados de oxidagéo.

Baseados na geracio de radicais

Baseados no uso ou nao de

Baseados na oxida¢ao em unica

Oxidag@o eletroquimica
Oxidagao anddica

oxidantes radiacio ultravioleta ou etapa ou uso de catdlise
visivel heterogénea
Quimicos Quimicos Homogéneos
Fe'*/H,0, Fotolise direta Ozonizagdo (O3, 03/UV, O3/H20s,
03/H>0, UV/H,0, 03/UV/H,05)
Oxidagio com persulfato UV/Fe**/H,0, (foto-Fenton) Fenton (Fe*?/H,0,, UV/Fe?/H,0,
UV/Fe*3/H,0, (foto-Fenton- UV/Fe"/ Hy0,, US/H,0,/Fe ™,
Fotoquimicos like) eletro-Fenton, sono-foto-Fenton)
UV/H;0, Eletro-Fenton Oxidacdo com persulfato
UV/TiO, Nao térmicos (Radiagdo gama,
UV/0; campo elétrico pulsado, ultrassom
UV/FC+2/H202 ’ ’
plasma)
Eletro-Fenton Nao quimicos
Catalise heterogénea Ozonizagdo Heterogéneos
Fe*?/H,0; (Fenton) Catalise heterogénea (TiO2, ZnO,
Sonoquimicos Eletrooxidagdo SnO; etc.) com uso de radiagio
US/H,0, Campo elétrico pulsado ultravioleta ou visivel
US/Os Ultrassom Ozonizagdo catalitica
Plasma Fenton-like heterogéneo
Eletroquimicos Catalise a baixa temperatura e

pressao

Fonte: Adaptado de Miklos et al., 2018; Reddy; Kim, 2015; Teixeira; Jardim, 2004; Vagi; Petsas, 2020.

Os processos avancados de oxidagdo apresentam diversas vantagens frente a outros
tratamentos, como o alto poder oxidante, a baixa seletividade, possibilitam trabalho in situ e em
sua grande maioria, nao necessita de pos-tratamento ou disposicao final, entre outros vantagens.
Entre os tratamentos, o processo UV/H20; tem sido bastante estudado e mais recentemente, o
processo que utiliza persulfato na geracdo de radicais hidroxila tem se mostrado efetivo no
tratamento de diversos contaminantes (ANDREOZZI et al., 1999; DENG; ZHAO, 2015;
GUERRA-RODRIGUEZ et al., 2018; IKE et al., 2018; LEE et al., 2021; PHILIP J.
BRANDHUBER et al., 2021; TEIXEIRA; JARDIM, 2004; WACLAWEK et al., 2017).
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2.2.1 Fotolise

A fotolise ndo ¢ considerado como um processo oxidativo avangado, por ndo gerar
radicais no meio reacional e, portanto, a degradacao acontece pela quebra da molécula e nao
pelo ataque oxidativo do radical e pode ocorrer de forma direta ou indireta. Na forma direta, a
absorcao da radiacdo ¢ dada pelo grupo cromoéforo na estrutura da molécula e de forma indireta,
a excitacao da molécula ¢ dada pela homolise, heterdlise e/ou fotoionizagdo iniciando uma série
de reagdes que facilitam a transformacao da molécula e entdo o restante do processo ocorre
através da fotolise direta (Figura 1) (PEHKONEN; ZHANG, 2002a; REDDY; KIM, 2015;
REMUCAL, 2014; TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Figura 1 - Mecanismos de degradag@o da molécula por fotdlise.

B +X Homaolise

b B*+3-
R-X — [R-X]* o Heterdlize
Moléculz FE+X
excitada
(R-X)”— ey Fotolonizagio
Sensibilizadores
l B+X Homdolize
hy
H [R-X] [R-X]* RT+X -
(Sensibilizadores)® + ou Heterdlize
Senzibilizadores BE-+X

(R-X)7 ey Fotoionizacio

Fonte: Adaptado de Reddy; Kim, 2015.

Durante o processo de fotolise, pode ocorrer a formacao de produtos que ndo absorvem
a radiagdo, dificultando a completa mineralizagdo do composto alvo. Esse processo ¢
comumente aplicado em conjunto a outro processo oxidativo avancado para verificar se ha
influéncia da irradiacao no sistema (PEHKONEN; ZHANG, 2002b; REDDY; KIM, 2015;
REMUCAL, 2014; VALENTE et al., 2015).

2.2.2  Processo UV/H20>
O peroéxido de hidrogénio ¢ um oxidante forte (1,8V), que pode ser utilizado em todos
os valores de pH, porém apresenta melhor desempenho em pH alcalino devido ao alto

coeficiente de absortividade molar do anion peroxido (HO") que apresenta o valor de 240 M™!
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cm! em 254 nm. Entretanto, o peréxido de hidrogénio nio tem capacidade de oxidar os
contaminantes por si proprio € necessita da combinagao com outros processos avancados de
oxidagdo para tal fungdo (ANDREOZZI et al., 1999; IKEHATA; EL-DIN, 2006).

Nesse processo, a geracao do radical hidroxila ¢ feito a partir do uso de peroxido de
hidrogénio combinado com a aplicacdo da radiagdo ultravioleta. A incidéncia da radiagdo sob
o oxidante leva a quebra homolitica da ligacdo O-O da molécula de peroxido de hidrogénio e a
formagdo de dois radicais hidroxila por molécula de peroxido de hidrogeno (Equagao 7)
(ANDREOZZI et al., 1999; DENG; ZHAO, 2015; IKEHATA; EL-DIN, 2006; MIKLOS et al.,
2018; SHARMA; AHMAD; FLORA, 2018).

H>02 + hv — 2HO- Equagdo 7

Em concentracdes acima do ideal, o peroxido de hidrogénio pode sofrer recombinagao
a partir dos radicais ja formados no meio reacional e dar origem a radicais de superoxidos
(Equagao 8). A partir dessa etapa, pode ocorrer a formagdo de perdxido de hidrogénio (Equagao
9) e a decomposicao em dgua e oxigénio (Equacdo 10) (CRITTENDEN et al., 1999; IKEHATA;
EL-DIN, 2006; LOURES et al., 2013; PRIETO-RODRIGUEZ et al., 2013; SHARMA;
AHMAD; FLORA, 2018).

H>0; + «OH — HO»* + H2O Equacao 8
HOz¢ + *OH — H2O2+ O2 Equagdo 9
H>0, — H,O+ O2 Equagao 10

A formacdo do radical superdxido (HOz*) ndo contribuiu para a degradacdo das
substancias organicas, visto que o radical superoxido tem menor potencial de oxidagdao que o
radical hidroxila. Desta forma, a concentracdo do peroxido de hidrogénio deve ser otimizada,
geralmente levando em consideragdo a concentracdo de carbono organico na amostra para
favorecer o processo de oxidagdo das substancias organicas (CRITTENDEN et al., 1999;
IKEHATA; EL-DIN, 2006; LOURES et al.,, 2013; MIKLOS et al., 2018; PRIETO-
RODRIGUEZ et al., 2013).

2.3 Degradacao do malathion por processos avancados de oxidacao

Alguns estudos referentes ao uso dos processos avancados de oxidacdo para o
malathion podem ser consultados na literatura.

Liet al. (2019) avaliaram a formagdo de subprodutos e o mecanismo de reacao, aliado
a toxicidade do malathion padrdo por Vibrio fischeri a partir da fotolise (UVC) e dos processos
UV/H,0z ([H202]= 100 mg L"), UV/TiOz ([TiO2]= 1 mg L!) e UV/Fe"?/H,0; ([Fe"*]= 1,2 mg

L!; [H202]= 100 mg L"). A remogdo do carbono organico total apresentou valores proximos
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para os processos, porém maiores do que o observado para a fotolise. Para todos os processos,
foi observado a formagdo de subprodutos durante a degradacdo. A toxicidade aumentou
conforme a degradagdo do malathion era atingida, demostrando que apesar da eficiéncia de
remocao do pesticida, isso ndo necessariamente diminuiu a toxicidade da solugdo, de forma que
os subprodutos formados durante os processos podem aumentar a toxicidade da solu¢ao tratada,
resultando em matrizes com diferentes toxicidades. Desta forma, mostra-se necessario a
avaliagdo da toxicidade pois assume-se que diminui conforme a concentragdo dos
micropoluentes diminuem (LI et al., 2019).

Vasseghian et al. (2022) avaliaram a eficiéncia de degradagdo do malathion padrao
utilizando os processos Fenton: Fenton Fe™?/H,0, ([Fe**]= 20 mg L!; [H202]= 700 mg L),
sono-foto Fenton UV/Fe**/H,0x ([Fe™*]= 20 mg L*!; [H20:2]= 700 mg L) e sono-foto Fenton
US/UV/Fe"?/H,0; ([Fe™]= 20 mg L; [H202]= 700 mg L), para todos os processos a
concentragio inicial do malathion foi de 20 mg L' e os experimentos foram conduzidos em pH
3. A formacdo de subprodutos foi observada em todos os processos, atingindo 98% de
degradagdo do malathion por sono-foto Fenton, 70,92% para o foto-Fenton e 55,94% para o
Fenton. A toxicidade foi determinada pela luminescéncia da Vibrio fischeri e foi dependente do
processo aplicado e que apesar do processo sono-foto Fenton ter sido o mais eficiente para a
remocao do malathion no sistema, isso ndo equivale a diminui¢ao ou eliminagdo da toxicidade
da solugao (VASSEGHIAN et al., 2022a).

Cedillo-Herrera et al. (2020) avaliaram a eficiencia de remog¢ao do malathion padrao
por UV/H20, como pré-tratamento acoplado a um sistema construido de Wetlands com
Phragmites australis. No primeiro estagio, foram aplicados 90 minutos de tratamento com
concentracdo otimizada de H>O, de 2210 mg L', atingindo 94% de remogdo do malathion e
45% de carbono organico total. Para o segundo estagio, na parte da aplicagdo de Wetlands, a
remog¢dao do carbono organico total foi de 65% em 17 dias, com 24% de biosorcao dos
subprodutos, portanto, os resultados indicaram que o sistema acoplado ¢ uma opcao para o
tratamento do malathion (PHILIP J. BRANDHUBER et al., 2021).

Ferhi et al. (2021) avaliaram a degradacdo de trés pesticidas, entre eles o malathion,
utilizando um sistema de escala piloto com fluxo continuo acoplado a um sistema multiplo de
lampadas de vapor de merctirio UVC em aguas residuarias de irrigacdo. A degradagdo do
malathion atingiu 80% em 25 minutos em concentragdes acima da encontrada em aguas
residudrias naturais. O sistema piloto mostrou-se efetivo para a remoc¢do dos pesticidas
utilizando um largo volume de amostra pelo processo de fotdlise direta mesmo quando a

turbidez da 4gua for elevada (FERHI et al., 2021).
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Vela et al. (2019) avaliaram a degradacdo de seis pesticidas, entre eles o malathion,
em aguas residudrias fortificada a partir do processo heterogéneo solar fotocatalitico usando
Zn0O/Na2S>0s. As condicdes do oxidante e do catalisador foram otimizadas previamente, sendo
determinadas em [MLT]=0,3 mg L', [TiO2] =200 mg L e [S2052] =250 mg L. Os estudos
mostraram que a combina¢do do ZnO/Na>S>0Og aumentou a taxa de degradagdo dos pesticidas
e os valores de carbono organico total, do que quando aplicado o teste fotolitico isolado. A
toxicidade foi avaliada com Vibrio fischeri, observando-se a diminui¢do da toxicidade da
solucdo até os valores aceitaveis para este organismo. O processo mostrou-se eficaz para a
remogao dos pesticidas pelo uso da luz solar, sendo uma alternativa renovavel para locais que
possuem dareas ensolaradas (VELA et al., 2019).

Vasseghian et al. (2020) avaliaram a degradacdo do malathion padrao a partir do
processo UV/Fe™/S,0s e os efeitos do pH, da concentragdo do oxidante, da concentracdo do
malathion e os diferentes ions organicos. A maxima eficiéncia de degradagdo do malathion foi
atingida em pH = 3, [S20s]= 285 mg L}, [Fe™?]= 160 mg L' ¢ [MLT] = 20 mg L™ por 60
minutos. A degradacdo diminuiu na presenca dos ions inorgénicos e os estudos indicam que os
radicais persulfato atuam mais na degradagao do que os radicais hidroxilas e com as condic¢des
otimizadas, a remocao do malathion do sistema atingiu 95,54% (VASSEGHIAN et al., 2020).

Sudhaik et al. (2020) utilizaram um fotocatalisador de nitreto de carbono suportado
em grafeno (g-C3N4,GCN), que aumenta a area superficial, atua como suporte e reduz a
recombinacdo de carga para a fotoativagdo do persulfato (PMS) e posterior degradacdo do
malathion padrdo. A combinagdo do persulfato com o fotocatalisador suportado em grafeno
obteve maior eficiéncia de degradagdo do que quando comparado com os fotocatalisadores
separadamente (Gr/GCN/PMS = 94%; Gr/GCN = 72%; GCN/PMS = 65%; GCN = 45%; Gr =
30%) (SUDHAIK et al., 2020).

2.4 Validagao analitica

Um método analitico tem como principio verificar a consisténcia, confiabilidade e a
precisdao dos dados, portanto, para assegurar as informacgdes, os dados devem passar por uma
validagao.

Alguns guias de validacao analitica estdo disponiveis para consulta e determinam quais
parametros devem ser obrigatoriamente validados. Os parametros mais fundamentais que
contemplam os guias sdo: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo
e deteccio (ANVISA, 2017a, 2017b; MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014; U.S
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2018).
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2.4.1 Seletividade

A seletividade refere-se a capacidade do método em identificar ou quantificar o analito
avaliado, na presenca de interferentes, subprodutos ou compostos de estrutura semelhante,
diluentes e componentes da matriz. No caso dos métodos cromatograficos, a seletividade ¢
determinada pela avaliagdo da pureza cromatografica do sinal do analito e/ou pela avaliacao da
matriz isenta do composto, de forma que nenhum interferente deve eluir no tempo de retencao
do analito de interesse, sendo que toda a matriz ¢ demais interferentes devem estar
completamente separadas do sinal do analito (ANVISA, 2017a; PERIS-VICENTE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2015; TIWARI; TIWARI, 2010).

2.4.2 Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de obter respostas analiticas diferentes
que sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito em uma amostra, denominada de
curva analitica. Para a constru¢do de uma curva analitica, ¢ necessario a analise de, no minimo,
5 niveis de concentragdo em triplicata.

Para avaliacdo da linearidade, deve-se avaliar: a) representacao grafica das respostas
em relacdo a concentragdo do analito; b) representacdo grafica dos residuos com a avaliagdao
estatistica; c) equacdo da reta de regressdo de y em x pelo método dos minimos quadrados
(Equacdo 11; d) avaliagio dos coeficientes de correlacio (r) e de determinagio (r°) e e)
avaliacdo da significancia do coeficiente angular (ANVISA, 2017a, 2017b; GOES et al., 2019;
MARSON et al., 2020; RIBANI et al., 2004).

A= tsp)x+ (a * saq) Equacgéo 11

Em que: 4 ¢ a area do pico; b a inclinagdo da curva; s, o desvio padrao de b; x ¢ a
concentracao do analito; a € interseccdo em y € s, € 0 desvio padrdo de a.

Para comprovar a linearidade do método, além das analise visual, da determinagdo do
coeficiente de determinacao, uma andlise estatistica precisa ser realizada. A primeira etapa
envolve calcular a variancia de y para cada nivel de concentragao (Equagao 12), de modo a se
determinar a homoscedasticidade ou ndo dos dados e assim, a escolha do melhor método de
ajuste do conjunto (ANVISA, 2017b; GOES et al., 2019; MARSON et al., 2020).

s2=_" ym (y - Equagdo 12
yi o oo =10 i

Em que: S ¢ a variancia; j representa o j-ésimo resultado para o conjunto de réplicas i;
v a resposta analitica do valor de y em cada ponto; ya média aritmética dos valores de y; m

representa o numero de réplicas para cada y em cada ponto.
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A homoscedasticidade dos dados ¢ comprovada aplicando o teste de Cochran
(Equacao 13), que compara as variancias entre todas e se trés ou mais conjuntos de frequéncia
ou propor¢des diferem significativamente entre si e as hipdteses a serem aceitas ou recusadas

sdo (Equacdo 14) (ANVISA, 2017b; GOES et al., 2019; MARSON et al., 2020):

Ho:0? = 02 = o2 ...= 0% _ .
y1 y2 Vi i=12,..,n Equagdo 13
Hi: pelo menos um dos og,ié diferente

Em que: 032,, ¢ a variancia dos valores de y para um determinado nivel de concentragao.
L

52

C = _Z% Equagdo 14
i yi
Em que: $2 ¢ a variancia maxima em y; ),*S% representa a soma de todas as
Do

ymax yi
variancias emy.

O valor de C calculado deve ser comparado com o valor critico com nivel de
significancia de 5%, concluindo-se que se C < Ceritico, aceita-se a hipotese nula de forma que os
dados sao homocedasticos e se C > Citico, @ hipOtese € rejeitada e os dados sdo classificados
como heterocedasticos (ANVISA, 2017b; CARDOSO et al., 2010).

A significancia do coeficiente de correlagdo linear é determinada a partir do teste t de
Student (Equagdo 15), avaliado com base em 2 hipoteses com nivel de significancia de 5%

(Equagdo 16) em que se tcac > tub, rejeita-se a hipdtese nula e indica que existe diferenca

significativa entre as variaveis (ANVISA, 2017b; BRITO et al., 2003; GOES et al., 2019).

t = % Equacao 15
Em que: r € o coeficiente de correlagdo para os dados amostrais € #n -2 € o numero total
de pontos
Hyi:p=0
{H1:p £ 0 Equagdo 16

Para cada classifica¢do dos dados, aplica-se um dos métodos dos minimos quadrados
que mais se adequar ao conjunto de dados para aplicagdo. Para os dados homocedasticos, o
método mais adequado € o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) e para os dados
heterocedasticos, aplica-se o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP) que ¢
calculado a partir de um fator de ponderagao pelo inverso da variancia em y, considerando a
média de todas as variancias em y (ANVISA, 2017b; CARDOSO et al., 2010; GOES et al.,
2019; MARSON et al., 2020).

A andlise da varidancia (ANOVA) avalia se a reta da regressdo estimada explica a
relacdo entre a concentracao ¢ o sinal detectado. Para 0 MMQO, deve-se calcular a soma dos

quadrados médios pela Equagdo 17:
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yr =P =3"_ -+ I (i Y)? Equagdo 17
i=1 i=1 i=1
Em que: y¢é a média aritmética dos valores de y; y; ¢ o valor de y obtido

experimentalmente em um ponto; y € o valor individual de y calculado pelo modelo em um

ponto; n é o nimero de pontos; Y. (yi — Y2 é a soma dos quadrados totais; Y (y— )2
i=1 i=1

¢ a soma dos quadrados de regressdo; ). (yi — "y)2 € a soma dos quadrados dos residuos.
i=1

Os valores de quadrado médio sdo obtidos a partir da razdo entre a soma dos quadrados

pelo nimero dos graus de liberdade (Equacao 18-20).

QMTotal = Zi=10i=0? Equag¢do 18
n—1
QMReg = Tit G- Equagdo 19
p—1
QMRes = %=1 o= »* Equagdo 20
n—p

Em que: Y" (yi —")? ¢ asoma dos quadrados totais; ¥* (y— )2 é a soma dos
i=1 i=1

quadrados de regressdo; ».* (yi — "y)2 ¢ a soma dos quadrados dos residuos; n é o nimero
i=1

total de pontos e p ¢ o nimero de pardmetros do modelo.

Por fim, o valor de F ¢ obtido a partir dos valores dos quadrados médios da regressao
e dos residuos (Equacgdo 21), considerando as hipdteses (Equagao 22), de forma que se Featcutado
> F(o,1,n), rejeita-se a hipotese nula de que b = 0 e assume-se que y varia em funcao de x € o
método ¢ considerado linear (ANVISA, 2017b; BRITO et al., 2003; CARDOSO et al., 2010;

GOES et al., 2019).
QMReg

F = W Equaqﬁo 21
Ho:b =0
{ Hi:b %0 Equagdo 22

Para os dados heterocedésticos, aplica-se 0 MMQP seguindo o mesmo processo de
analise da variancia em MMQO, porém deve-se adicionar um fator de ponderacao (Equagao
23).

Wi=_5_2 Equacao 23

S
Z?:l L /Tl
Em que: s € o inverso da variancia de y; n € o nimero total de pontos.

Para a analise dos residuos, a avaliacdo da normalidade pode ser feita de 2 formas: a)
pela avaliacdo visual do grafico; b) testes estatisticos, tais como: Shapiro Wilk, Lilliefors,
graficos de probabilidade ou histograma.

O teste de Shapiro Wilk verifica se um conjunto de dados segue a distribuicao normal,

de forma que as hipoteses do teste sao (Equagao 24):
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Ho: os dados seguem uma distriui¢gao normal
Hi: 0s dados nao seguem uma distribucao normal

{ Equagédo 24

A estatistica do teste de Shapiro Wilk segue a descri¢ao das Equagdes 25-28:

2

Dg_,, = i_z Equagdo 25

2 ~
b1 = Z:;/l An—1+1 V141 + y0) Equagdo 26

1)/2 «
bz = ZEZJ{ / 141 Yn-141 + Y1) Equagdo 27
w=n 1(_')11' -2 Equagdo 28

1=

Em que: b; € o parametro para valores pares; b ¢ p parametro para valores impares; a
¢ um valor tabelado relacionado aos valores de y ordenados de forma crescente; yu;+; € a i-
¢sima estatistica da ordem; y ¢ o valor observado e )¢ a média dos valores observados.

Caso 0 Ds.weale > Ds.wiab, aceita-se a hipotese nula de que os dados seguem uma
distribuicdo normal e se Ds-wealc < Ds-wiab aceita-se a hipotese de que os dados ndo seguem uma
distribuicdo normal. O teste de Shapiro Wilk também pode ser analisado baseado no p-valor

com nivel de significancia de 5% e nesse caso ¢ necessario o uso de software para estimar esse

valor (MIOT, 2017; RAZALIL; WAH, 2011; SHAPIRO; WILK, 1965).

2.4.3 Precisdao

A precisdo de um método avalia a dispersdo dos resultados obtidos a partir de medidas
independentes de uma amostra, determinando os erros de forma que ¢ possivel determinar como
os resultados sdo afetados. A Equagao 29 apresenta o coeficiente de variacao (CV) que pode
ser obtido para analisar a precisdo, de forma que os valores de CV aceitos variam e podem

chegar a 20% dependendo da faixa de concentragdo ou impurezas de amostras complexas.
CV = ; 100 Equacao 29

Em que: s ¢ a estimativa do desvio padrao obtido a partir de 3 réplicas da mesma
concentragdo e X ¢ a média das réplicas da mesma concentragao.

A precisdo pode ser avaliada de 3 formas: a) repetitividade: avalia a concordancia dos
resultados em medidas sucessivas, utilizando o mesmo procedimento, analista, instrumento,
local em um curto periodo de tempo e deve ser feita a partir da avaliacdo de 3 concentragdes de
baixa, média e alta com 3 réplicas em cada nivel ou 6 replicadas na concentracdo maxima da
curva individualmente preparadas; b) precisdo intermedidria: avalia as variagdes dentro do
laboratério em diferentes dias, analista ou equipamento ou uma combinagdo dos fatores
representando a variabilidade dentro do laboratorio. Esse parametro também avalia de efeitos

aleatorios, como a mudanca de lote de reagente ou padrdes, assim como pureza dos reagentes,
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a calibracdo do equipamento ¢ mudanca de temperatura e c) reprodutibilidade: avalia a
reprodutibilidade dos resultados a partir de analises em laboratorios diferentes (ANVISA,
2017a; MARSON et al., 2020; PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH,
2015; RIBANI et al., 2004; TIWARI; TIWARI, 2010).

2.4.4 Exatidao

A exatiddo de um método avalia a concordancia de uma medida analitica em relagao
a um valor de referéncia. A exatiddo pode ser calculada de 2 formas: a) pela razdo entre a
concentragdo experimental e a concentragdo teorica (Equagdo 30) e b) a partir do erro calculado
pela diferenga da concentracdo experimental e a tedrica, dividido pela concentragao tedrica
(Equacao 31) (ANVISA, 2017a; MARSON et al.,, 2020; PERIS-VICENTE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2015; RIBANI et al., 2004; TIWARI; TIWARI, 2010).

E = ‘= 100 Equagdo 30
Cteo
T Equacio 31
Cteo

2.4.5 Limite de quantificacao

O limite de quantificagdo (LQ) refere-se a menor concentragdo do analito que pode ser
quantificado com exatidao e precisdo. O limite de quantificagdo pode ser determinado de trés
formas: a) pelo método visual a partir da andlise de 6 replicatas em concentracdo decrescente
com o desvio padrao relativo versus a concentragdo; b) pela avaliacdo do sinal-ruido a partir da
menor concentragdo considerando a propor¢do 10:1 e ¢) pelo método baseada na curva analitica
descrito pela Equagao 32:

LQ = 10% Equagdo 32

Em que: S ¢ a inclinag¢@o da curva e s ¢ a estimativa do desvio padrdo obtido: a partir
do desvio padrdo do eixo Y de no minimo 3 curvas de calibragdo do analito em concentracao
proxima ao limite de deteccao; do desvio padrao residual da regressao ou da estimativa do ruido
de andlises do branco (ANVISA, 2017a; MARSON et al., 2020; PERIS-VICENTE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2015; RIBANI et al., 2004).

2.4.6 Limite de detec¢ao
O limite de deteccdo (LD) refere-se a menor concentragdo do analito que pode ser
detectado, mas ndo quantificado e pode ser calculado de quatro formas: a) pelo método visual

determinado pela adicdo de padrao na matriz, distinguindo entre ruido e sinal analitico; b) pelo
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método da relagdo sinal-ruido comparando-se a medi¢ao de amostra em baixa concentra¢ao na
matriz; ¢) uma matriz isenta do analito, estabelecendo-se uma relacdo sinal-ruido nas
proporg¢des 3:1 ou 2:1; e d) pelo método baseado em parametros da curva analitica descrito pela
Equacao 33:

LD = 3,3% Equagdo 33

Em que: S ¢ a inclinagdo da curva e s ¢ a estimativa do desvio padrao obtido: a partir
do desvio padrao do eixo Y de no minimo 3 curvas de calibracao do analito em concentragao
proxima ao limite de deteccdo, do desvio padrao residual da regressdo ou da estimativa do ruido
de analises do branco (ANVISA, 2017a; MARSON et al., 2020; PERIS-VICENTE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2015; RIBANI et al., 2004).

2.5 Ecotoxicidade em diferentes organismos

Os bioensaios sdo testes que determinam o efeito de agentes fisicos ou quimicos sob
um organismo teste, sendo que os efeitos podem variar dependendo da caracteristica quimica
da substancia, concentracdo, frequéncia de exposi¢do, tipo e fase de vida do organismo
submetido ao teste. Os organismos testes escolhidos devem pertencer a diferentes niveis
troficos auxiliando na compreensdo dos efeitos toxicos dos compostos avaliados e facilitar a
comparagdo com trabalhos de outras areas de estudo (ANGELI et al., 2021; DIAZ-GARDUNO
etal., 2016; UTZIG et al., 2019).

No caso dos processos avancados de oxidacao, os bioensaios auxiliam na avaliagdo da
eficiéncia do processo, pois nem sempre o composto € completamente mineralizado, podendo
ainda formar subprodutos mais toxicos e prejudiciais ao ecossistema em que serd despejado
(ANGELI et al., 2021; CACERES et al., 2007; LI et al., 2019; PARKER et al., 2017; UTZIG
etal., 2019; VASSEGHIAN et al., 2022a; ZHANG et al., 2011).

2.5.1 Lactuca Sativa

O bioensaio com sementes ¢ utilizado para avaliar a germinagdo e crescimento das
radiculas. Durante o desenvolvimento da planta, ocorrem processos fisiologicos complexos, de
forma que a presenca de substancias toxicas possa interferir nos parametros mencionados. A
avalia¢do da toxicidade ¢ feita através de resultados baseados na inibi¢do da germinagdo, do
crescimento da radicula e do hipocolito (Figura 2) (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017;
SOBRERO; RONCO, 2004).
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Figura 2 - Morfologia da semente de Lactuca sativa.

Hipocotilo

e
—r Radicula
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Fonte: Adaptado de Sobrero; Ronco, 2004.

Os ensaios de toxicidade com sementes sdo recomendados pela Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD) e a semente de Lactuca sativa ¢ uma das
espécies sugeridas, assim como Allium cepa, Cucumis sativus, Tricitum aestivum, entre outras
(OECD, 2006).

Utzig et al. (2019) avaliaram o efeito do pesticida clorpirifés em alguns organismos,
incluindo as sementes de Lactuca sativa apos a aplicacdo do processo oxidativo avancado
UV/H;0; e daradiagdo UVC. Apods o tratamento, o ensaio com sementes apresentou toxicidade,
mesmo apds 120 minutos onde j4 ndo era mais observado sinal cromatografico para o
clorpirifés, possivelmente relacionado aos subprodutos formados durante o processo. Esse
resultado ressalta a importancia da avaliacdo da toxicidade pds-tratamento (UTZIG et al.,

2019).

2.5.2 Stegomyia aegypti

O Stegomyia aegypti pertence a familia Culicidae e ordem Diptera, originario da
Africa e atualmente é encontrado em todo o mundo. E relatado como transmissor da dengue,
Zika e chikungunya. O mosquito tem seu ciclo de vida caracterizada por 4 fases: ovos, larvais,
pupa e adulto (Figura 3). Enquanto larva, o Stegomyia aegypti passa por 4 estagios, seguido
pela fase da pulpa e esses estagios ocorrem em meio aquatico. O ultimo estagio do ciclo de vida
do Stegomyia aegypti € aéreo, onde o mosquito se torna adulto (BAR; ANDREW, 2013;
MACORIS et al., 1999; MUTURI, 2013; PIOVEZAN et al., 2017; U.S DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2020a).
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Figura 3 - Ciclo de vida do mosquito Stegomyia aegypti.

Fonte: Adaptado de (U.S DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2020b).

Visando o controle do Stegomyia aegypti, o Brasil tem usado inseticidas de diversas
classes. Em 2011, o Instituto Oswaldo Cruz através da Nota Técnica n. 2/2011 relacionou o uso
excessivo de piretoides a mutagdo do gene kdr (knockdown resistance), criando resisténcia dos
mosquitos. Devido a isso, iniciou-se o uso do temefos, outro pesticida organofosforado.
Novamente, em 2016, o Instituto divulgou através da Nota Técnica n.4/2016, a resisténcia dos
mosquitos ao novo inseticida. O documento ainda indica que o controle quimico dos mosquitos
poderia ser feito com malathion, outro pesticida organofosforado, mas que a probabilidade de
os mosquitos adquirirem resisténcia através do fenomeno de resisténcia cruzada seria alta e que
outras formas de controle deveriam ser aplicadas (INSTITUTO OSWALDO
CRUZ/FUNDACAO OSWALDO CRUZ (IOC/FIOCRUZ), 2011, 2016).

Até 2019, o Ministério da Saude aprovava o uso do pesticida organofosforado
malathion para o controle do mosquito Stegomyia aegypti, distribuindo uma formulagao
emulsionavel 44%. Devido a dificuldades no uso do pesticida em sua formulagdo comercial,
como a sedimentacdo do produto, formagdo de fase, densidade elevada e outros problemas
relatados e analises realizadas pelo fabricante, o Ministério da Saude recomendou a troca do
inseticida. Além disso, através da Nota Técnica n.103/2019, foi comprovada a resisténcia dos
mosquitos em diferentes municipios de todas as regides do Brasil. Portanto, a partir dos dados
apresentados foi recomendada a troca do malathion por outras formulagdes de pesticidas
(MINISTERIO DA SAUDE - SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019a, 2019b).

Adams et al. (2018) estudou a degradagdo do malathion em formula¢do comercial por

fotolise e processo UV/H20: e avaliou a toxicidade dos subprodutos com sementes de Lactuca
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Sativa e larvas de Stegomyia aegypti. Ap0Os os tratamentos, ndo foi observado imobilizacao das
larvas de Stegomyia aegypti, porém, para as sementes de Lactuca sativa, os tratamentos nao
foram capazes de remover ou reduzir a toxicidade inicial (ADAMS et al., 2018).

Utzig et al. (2019) avaliou a degradagao do clorpirifos por fotolise e processo UV/H>0»
com avaliagdo ecotoxicoldgica. Os resultados mostraram que ambos os tratamentos foram
eficientes para degradacdao do pesticida, porém, foi observado o aumento da toxicidade no
processo UV/H20,, comprovado pelo aumento da mortalidade das larvas de Stegomyia aegypti
e inibi¢do no crescimento da radicula para as sementes de Lactuca sativa (UTZIG et al., 2019).

Angeli et al. (2021) estudou a degradagdo do clorpirifos por fotdlise e processo
UV/H,02 em concentragdo ambiental (200 pg L™') com tempo de tratamento até 480 minutos e
avaliacdo ecotoxicologica com larvas de Stegomyia aegypti e Daphnia magna. Apds 30 minutos
de tratamento, para ambos os processos, a degradacdo do pesticida foi acima de 98%. Para a
fotolise, a toxicidade aguda com Daphnia magna oscilou durante o processo e diminui em 480
minutos para o processo UV/H>0,. Ja para a atividade larvicida com Stegomyia aegypti, apods
60 minutos de fotdlise e UV/H>O; ndo foi mais observado efeito toxico, mostrando a

importancia do biomonitoramento nesse tipo de processo (ANGELI et al., 2021).

2.6 Biomarcadores bioquimicos
2.6.1 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase ¢ uma hidrolase encontrada nos tecidos nervosos que atua na
regulagdo do neurotransmissor acetilcolina em mamiferos, passaros e insetos. Os
organofosforados atuam na inibicao da enzima acetilcolinesterase (AChE) no sistema nervoso,
causando o acumulo do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses € inibindo a sua conversao
em 4cido acético e colina, super estimulando os receptores nicotinico € muscarinico dos sistema
nervoso central e periférico, levando a contragdes dos musculos, célicas abdominais, espasmos
muscoesqueléticos e possiveis efeitos na memoria, aprendizagem e comportamento (AJIBOYE
et al., 2022; ECOBICHON et al., 2008; GALLOWAY; HANDY, 2003; PANG et al., 2012;
PRINTES; FERNANDES; ESPINDOLA, 2011; ROBERTS, JAMES R.; REIGART, 2013;
SANCHES et al., 2003b).

A toxicidade dos organofosforados frente a acetilcolinesterase ¢ dependente da
concentracdo e do tempo de exposicao. Apds a exposi¢do inicial, a ligacdo permanente entre
enzima-fosforil é fortalecida a partir da perda da um grupo alquilico do aduto formado.

Dependendo do tempo de exposicdo, a fosforilagdo do acetilcolinesterase pode ser revertida
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pela reativagdo por desfosforilagdo por um composto da familia oxima (ECOBICHON et al.,

2008; FULTON; KEY, 2001; GALLOWAY; HANDY, 2003; PANG et al., 2012).

2.6.2 Biotransformagao

A excrecdo de contaminantes em um organismo ocorre pela biotransformacao
enzimatica, denominada de Fase I — oxidagdo, reducao ou hidrélise; II — conjugagao e III —
transformagao, gerando compostos mais lipossoliveis que facilitam sua excrecdo (PRINTES;
FERNANDES; ESPINDOLA, 2011; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A glutationa S-transferase (GST) ¢ uma enzima que participa da fase II de
biotransforma¢do de contaminantes organicos, catalisando a reacdo da glutationa com
compostos eletrofilicos. Essa enzima também estd envolvida no transporte dos contaminantes
através do citoplasma, podendo formar ligacdes covalentes para prevenir danos ao DNA e
c¢lulas. Em sua maioria, os compostos formados ap6s a conjugagdo enzimatica sdo mais toxicos
que os originais, porém sdo mais facilmente excretados das células (PRINTES; FERNANDES;
ESPINDOLA, 2011; SHI et al., 2012; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Diversas rotas metabodlicas que levam a diferentes respostas e a desintoxicagdo podem
ser afetadas pela presen¢a dos organofosforados, sendo as enzimas da fase I responsaveis pela
oxidacdo, redu¢do ou hidrélise das moléculas dos contaminantes, como as proteinas do
citocromo P450 e as esterases (CACCIATORE; VERRENGIA GUERRERO; COCHON,
2013; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

As esterases sao complexos enzimaticos capazes de hidrolisar a ligacdo éster presente
nos em alguns contaminantes ambientais, como o malathion. Além disso, a enzima ¢
responsavel por catabolizar e regular o processo fisioldgico dos insetos, que envolvem os
hormonios juvenil, desenvolvimento ontogenético, digestdo, funcionamento do sistema
nervoso e reproducao (PALAKSHA; SHAKUNTHALA, 2015; SINGH; KAUR; SINGH,
2014).

2.6.3 Estresse oxidativo

Os radicais livres sdo espécies formadas a partir da clivagem homolitica da liga¢ao
covalente presente nos contaminantes, sendo as mais comuns o anion superoxido (O>"), radical
hidroxila (OH"), fon hidroxila (OH") e ion 6xido (O22). Essas espécies sio formadas pelas
células durante o processo metabdlico, porém sob condi¢des normais, o organismo ¢ capaz de

reparar os danos causadas pela oxidagdo (LUSHCHAK, 2014; WANG et al., 2008).



35

A superdxido dismutase (SOD) ¢ a enzima responsavel por catalisar a reagdo dos
radicais superoxido a peroxido de hidrogénio. Em seguida, a catalase ¢ responsavel por inativar
o H,0» rapidamente (BOELSTERLI, 2007; LUSHCHAK, 2014; ROMEO et al., 2000; VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A peroxidagdo lipidica (LPO) ¢ resultado do dano oxidativo a lipoproteinas,
membranas celulares e outras estruturas que contenham lipidios, provocadas pelas espécies
reativas de oxigénio ou pela redugdo da defesa antioxidante. A peroxidagao lipidica ¢ um dos
parametros para avaliar o estresse oxidativo celular, ocorrendo em etapas ja conhecidas
(BOELSTERLI, 2007, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; HULBERT et al., 2007;
LUSHCHAK, 2014).

Primeiro, um atomo de hidrogénio ¢ transferido do acido graxo que contenha no
minimo duas ligagdes duplas separadas por metilenos intercalados (LH) e um radical lipidico
com conjuga¢do de dienos. Em seguida, ocorre a interagdo do radical lipidico com o oxigénio
molecular, formando o radical peroxil, que retira um atomo de hidrogénio tanto do LH adjacente
quanto de outro grupo doador de hidrogénio, induzindo uma reag¢ao de propagagao, formando
um hidroperdxido de acido graxo. Danos a essas estruturas podem levar a reagdes inflamatorias,
danos a células e tecidos que podem levar a morte celular, 6érgaos disfuncionais e perda de
aptidao do organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; HIGUCHI, 2003; HULBERT et
al., 2007; LUSHCHAK, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS
A metodologia geral utilizada nesta pesquisa pode ser observada esquematicamente

no fluxograma apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Metodologia de trabalho.
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Fonte: O autor (2023).

3.1 Reagentes, equipamentos € insumos

O pesticida utilizado foi o Malathion (Pestanal) e pesticida na formulagdo comercial
Malathion® 500 CE (Dipil). No processo UV/H20; foi utilizado o peroxido de hidrogénio 35%
da Perdxidos do Brasil. Outros reagentes utilizados neste trabalho foram catalase de figado
bovina 2000 — 5000 unidades mg™! (Sigma-Aldrich), bissulfito de sédio, etanol PA, acetonitrila
grau HPLC (J.T. Baker), acetona grau HPLC (J.T. Baker) e fitas colorimétricas para andlise do
H,0; residual Quantofix® Peroxid 25 0,5-25 mg L' H,O, (Macherey-Nagel).

Para determinacdo das massas dos reagentes, foi utilizada uma balanga digital
Shimadzu® AUY220, com incerteza de £0,0001g. Para a etapa de extracdo em fase sélida, o
cartucho utilizado foi Chromabond® C18 500 mg 3cc, acoplado a um sistema de Manifold da
Agilent® e bomba a vacuo Tecnal® modelo TE-0581. As medidas de pH foram feitas em
pHmetro Phox P1000.

Para as andlises cromatograficas, foram utilizados o cromatografo liquido de alta
eficiéncia (HPLC) Agilent 1260 series equipado com bomba quaternaria G1311B, injetor
automatico G1329B, detector DAD G4212B e cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria
de massas tandem (CG-MS/MS) Agilent 7890A MS/MS 7000 disponiveis no Laboratorio
Multiusuério de Equipamentos e Andlises Ambientais (LAMEAA-UTFPR).
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As andlises espectrofotométricas foram realizadas em equipamento espectrofotometro
UV Carry 50Conc Varian disponivel no Laboratorio Multiusudrio de Analises Quimicas
(LAMAQ-UTFPR).

Os ensaios de degradacao, extragdo em fase solida e outras etapas necessarias foram
realizados no laboratério de contaminantes ambientais do Grupo de Pesquisa em Tecnologias
Avancadas de Tratamento de Aguas e efluentes (GPTec-UTFPR).

Para os bioensaios, os ovos de Stegomyia aegypti da linhagem Rockfeller foram
cedidos pelo Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artréopodes Vetores (LAFICAVE -
Fundagao Oswaldo Cruz — RJ) e as sementes para o ensaio de fitotoxicidade de Lactuca sativa
pelo Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

As andlises de marcadores bioquimicos com larvas de Stegomyia aegypti foram
realizadas no Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC?
— UFPR) em equipamento espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan Sky -

ThermoScientific®) e microplaca de 96 pogos (greiner bio-one) .

3.2 Preparo das vidrarias e materiais

As vidrarias e materiais usados foram lavados com alcool comercial 96% (92,3%
INMP), enxaguados com agua corrente da torneira e colocadas em acido nitrico 10% (v/v) por,
no minimo, 24 horas e enxaguadas com agua de osmose e secos em estufa a 100°C, com excecao
das vidrarias volumeétricas.

Apbs estarem completamente secos, todo o material foi calcinado em mufla a 400°C

por 4 horas.

3.3 Controle analitico
3.3.1 Cromatografia liquida

A fase movel utilizada para o método foi composta de acetonitrila grau HPLC
previamente filtrada em membrana de PTFE 0,45 pum e 4gua ultrapura (Mega Purity®,
resistividade 18,2 MQ cm a 20°C) aplicando diferentes propor¢des de gradiente até a

otimizacao da corrida cromatografica.

3.3.2 Cromatografia gasosa

Para a deteccdo do malathion e seus subprodutos, as amostras em acetona foram

analisadas por GC-MSMS (Agilent Technologies, Modelo 7890A, MS/MS 7000) com uma



38

coluna ndo polar, com baixo sangramento, propria para detector de massas (DB-5, 5% phenyl-
95% methylpolysiloxane, 30 m x 0.25 mm, film thickness 0.25 pm, Agilent Technologies).

O injetor e transfer line foram mantidos a 280°C, fonte de ionizagdo a 230°C, forno a
60°C. com aumento de temperatura a 70°C min™!' até 160°C e 10°C min™! até 280°C, mantidos
por 15 minutos. O volume de inje¢do foi de 1uL no modo spitless. Hélio 6,0 foi usado como
gas carreador a 1,6 mL min™' em fluxo constante. A identificagdio dos picos foi feita utilizando
a biblioteca de massas NIST (National Institute of Standard Technology, versao 2.0,
Gaithersburg, MD, USA).

3.3.3 Curva de calibragao

As curvas analiticas foram preparadas a partir da dilui¢do da solucdo estoque de
malathion 10.000 mg L' em acetona grau HPLC. A curva analitica foi preparada em dois
intervalos de trabalho sendo a curva de baixa concentracio entre 75 € 200 pg L', e a curva de

alta concentragdo entre 200 e 1000 ug L.

3.3.4 Validacdo do método cromatografico

As curvas analiticas foram verificadas a partir do coeficiente de correlagao linear, do
coeficiente linear e angular e seus respectivos erros para determinacao dos limites de detec¢ao
e quantificagdo, precisao e exatiddo foram baseados na Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n. 166/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017c¢).

Além desses parametros, a seletividade dos compostos foi avaliada através dos teores

de pureza do pico cromatografico dado pelo Software ChemStation B do equipamento HPLC.

3.3.5 Quantificagdo de peroxido de hidrogénio residual

Para a determinacdo do peroxido de hidrogénio residual, utilizou-se a metodologia
adaptada pelo reagente de Allper®, uma solu¢io de sal de titdnio e 4cido sulfirico. Apds a
reacdo com peroxido de hidrogénio, forma-se um complexo de peroxotitanio que adquire a cor
amarelada e absorve em 395 nm (OLIVEIRA et al., 2011; PHILIP J. BRANDHUBER, 2009).

A curva foi realizada na faixa de trabalho de 10 a 50 mg L!. Para a leitura das amostras
foi utilizado 1,5 mL de amostra e 1,5 mL de H,O adicionando 3 gotas de reagente de Allper®,
para que a concentracao da amostra ficasse dentro da curva de calibra¢do. Para o branco, foi

utilizado 1,5 mL de amostra e 1,5 mL de H>O sem adi¢do do reagente.
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3.3.6 Extragdo em fase solida

A pré concentracao das amostras foi realizado a partir da extracdo em fase solida
utilizando cartucho Chromabond® C18 500 mg 3cc (Macherey-Nagel), com auxilio de um
sistema manifold da Agilent® e bomba a vacuo da marca Tecnal®.

A determinagdo da eficiéncia do processo de extragdo, tal como os niveis de
recuperagdo, foi feita utilizando uma solugdo com o analito em padrao cromatografico em
concentragio 400 ng L™ preparada em 4gua acidificada pH 3 com 4cido cloridrico. O método
de extra¢do em fase solida foi realizado adaptando-se o método proposto por Reddy et al. (2016)
e pode ser observado na Figura 5 (REDDY et al., 2016). Apenas os ensaios de recuperacao
foram analisados em triplicata proporcionando resultados de exatidao e precisao. As amostras

do processo de degradacao foram acidificadas para pH 3 com acido cloridrico.

Figura 5 - Fluxograma da metodologia de extra¢ao em fase solida.
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Fonte: O autor (2023).

O condicionamento do cartucho foi realizado com 10 mL metanol seguido de 10 mL
de 4gua proveniente de sistema de filtracao tipo 1, em um fluxo de 5 mL/min.
A quantidade de amostra para o cartucho foi definida em 250 mL adicionando-se 2 mL

metanol em cada amostra para HPLC e 1000 mL adicionando-se 8 mL de metanol para o GC.
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Apoés a passagem da amostra pelo cartucho secou-se em fluxo de nitrogénio para
retirada da agua residual e de qualquer solvente que possa ter ficado no cartucho que interfira
na proxima etapa.

A eluicdo dos compostos foi feita a partir de 3 mL metanol, seguido de 3 mL de
acetonitrila:diclorometano (1:1). Os solventes resultantes da eluicdo foram evaporados em
fluxo de nitrogénio.

Para o HPLC, a reconstituicao das amostras apos a evaporagao no fluxo de nitrogénio
foi feita com 0,5 mL de 4gua tipo 1 de forma que o fator de concentra¢do das amostras chegasse
a 500 vezes. Para o GC, a amostra foi reconstituida com 0,5 mL de acetona, sendo o fator de

concentracao de 2000 vezes.

3.3.7 Preparo das solugdes para degradacao
A solubilizagdao da amostra comercial foi feita com 2 mL de etanol padrao analitico e
o volume foi completado para um baldao de 1000 mL. A partir dessa solugao, foi feita a diluicao

no reator de 1000 mL para a degradagdo, para obter uma concentracdo nominal inicial de 500

ng L,

3.4 Ensaios de degradacdo por Fotolise e UV/H202

Os processos de tratamento foram conduzidos em um reator fotoquimico convencional
de bancada, com capacidade de 1000 mL, refrigerado por fluxo continuo de agua. A
homogeneizacao da amostra foi realizada por meio de agitacdo mecanica. Utilizou-se radiagao
artificial a partir de uma ldmpada de alta pressao de vapor de mercurio de 125 W sem o bulbo
protetor, inserindo-a na solu¢do com auxilio de bulbo de quartzo (Figura 6) (RODRIGUES-
SILVA et al., 2022).

Figura 6 - Representacdo do reator fotoquimico de bancada.

Lampada de alta
pressio de vapor de
mercirio

B
i

Aguu_' Il [

Bulbo protetor

] Agua

UTFPR | GPTec

Fonte: Adaptado de Rodrigues-Silva, et al. 2022.
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Em fung¢do da necessidade de pré-concentragdo das amostras apds o tratamento, cada
tempo de reagao foi realizado separadamente. Os tempos de degradagao foram de 15, 30 e 45
minutos.

No processo UV/H20,, a determinacdo da concentragdo inicial de perdxido de
hidrogénio utilizada no processo de degradacdo, baseou-se na determinagdo da demanda
quimica de oxigénio realizada para o pesticida comercial Malathion (MACHADO, 2014).

As amostras resultantes dos processos avancados de oxidagdo encaminhadas a
cromatografia, tiveram o peroxido de hidrogénio residual abatido a partir de uma solucao de
bissulfito de so6dio 40% (v/v) e a remocdo foi testada a partir da verificagdo do método
colorimétrico com fitas Peroxide Test, MQuant™.

3.5 Ecotoxicidade
3.5.1 Atividade larvicida com Stegomyia aegypti

A metodologia para o bioensaio foi baseada na descri¢do da Organizacdo Mundial de
Satude e adaptada por Utzig et. al (2019) brevemente descrita a seguir (UTZIG et al., 2019;
WHO, 1981).

A eclosdo dos ovos foi feita em um béquer de 1L contendo 500 mL de 4gua mineral
(Caracteristicas fisico-quimicas (mg L™): calcio — 35,301; magnésio — 22,179; potassio — 0,538;
cloro — 1,61; bicarbonato — 214,38; sédio — 1,131; nitrato — 5,34; sulfato — 0,27; pH a 25°C —
7,36; condutividade elétrica a 25°C — 341 pS cm’!) previamente aerada por 2 horas para
desclorificacdo da agua. As larvas foram alimentadas com comida macerada de peixe
(AlconBASIC).

O armazenamento para eclosdo dos ovos foi feito em uma estufa incubadora BOD,
com fotoperiodo de 16 horas no claro e 8 horas no escuro, mantidos na temperatura de 28°C.

Depois da eclosao dos ovos e do crescimento das larvas no terceiro ou quarto instar,
aproximadamente 96 horas ap0s a eclosdo, os experimentos foram realizados em quadruplicata.

Os testes foram realizados a partir da adicdo de 25 mL da amostra ou de agua
proveniente do sistema de filtragdo por osmose reversa para o branco em um béquer de 50 mL,
adicionando-se 20 larvas em cada amostra da quadruplicata. Mantiveram-se as amostras em
estufa incubadora BOD por 24 horas, sem fotoperiodo a 23°C. Apds 24 horas de incubagdo,
avaliou-se o percentual de imobilizagao dos organismos.

Os resultados dos bioensaios com Stegomyia aegypti foram submetidos a distribuicao de

dados pela analise de varidncia (ANOVA) aliado ao teste de Fisher (LSD) (UTZIG et al., 2019).
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3.5.2 Efeito subletal no crescimento e desenvolvimento das larvas de Stegomyia aegypti

A eclosdo dos ovos foi realizada conforme descrito no item 3.5.1. O ensaio foi
realizado em frascos de polipropileno (diametro 11 cm, comprimento 11 cm e volume total de
750 mL). Em cada frasco, 20 larvas no primeiro instar foram adicionadas e para cada amostra,
o ensaio continha 8 replicatas. O grupo controle foi exposto a 4gua mineral e as amostras a
serem analisadas foram determinadas apos o teste de atividade larvicida.

O efeito da amostra nos organismos foi registrado a cada 12 horas até a completa
emergéncia das larvas. Os efeitos incluiam mudangas no comportamento natatério, respiracao
e alimentagdo. Apds a emergéncia, em até 24 horas, os adultos foram armazenados em freezer
a -80°C para os ensaios de marcadores bioquimicos.

As andlises foram feitas em microplacas com 96 pocos e a leitura foi feita em

espectrofotdometro para microplacas (Multiskan Sky -ThermoScientific®).

3.5.2.1 Bioquimicos

Para os ensaios de marcadores bioquimicos, os organismos foram mantidos em tubos
Eppendorf e armazenados a -80°C antes das medidas de atividade enzimatica e peroxidagao
lipidica. Cada amostra foi homogeneizada em 620 pL de agua ultrapura (Milli-Q) e centrifugada

a 12.000g por 1 minuto a 4°C.

3.5.2.1.1 Proteinas totais
A concentracdo de proteinas totais foi determinada usando albumina sérica bovina
como padrdao. Em uma microplaca, foi adicionado 10 pL. de amostra e 250 uL. do reagente de

Bradford (Sigma®) e a absorbancia foi lida em 595 nm (BRADFORD, 1976).

3.5.2.1.2 Acetilcolinesterase

Para a determinacdo da atividade da acetilcolinesterase, foram adicionados 25 pL de
amostra, 200 uL DTNB em tampdo fosfato de potassio pH 7,5 (0,75 mmol L' 5°5°-
dithiobis(acido 2-nitrobenzoico) em 100 mmol L' tampao fosfato de sédio pH 7,5) e 50 uL de
iodeto de acetiltiocolina 10 mmol L.

A microplaca foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e a atividade foi

mensurada a cada 30 segundos durante 5 minutos em 405 nm. Os resultados foram expressos

em pmol min | mg_1 de proteina (ELLMAN et al., 1961).
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3.5.2.1.3 Esterases

Para a determinagao da alfa esterase (EST-a) foram adicionados 10 uL de amostra e
200 pL de alfa-naftil acetato ou beta-naftil acetato em tampao fosfato de potassio pH 7,5. A
microplaca foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente e entdo adicionado 50 pL de
0,3% fast blue em 70% dodecil sulfato de s6dio em agua Milli-Q. Ap6s 5 minutos, a atividade

foi mensurada em 570 nm. Os resultados foram expressos em nmol alfa-naftol min~ ! rng_1 de

proteina e nmol beta-naftol min | mg_1 de proteina (VALLE et al., 2000).

3.5.2.1.4 Glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase, foram adicionadas 15 puL de amostra, 195 puL
de CDNB 21 mmol L (2,4-dinitroclorobenzeno) ¢ GSH 100 mmol L' (glutationa reduzida)
em tampao fosfato de potassio pH 6,5. A absorbancia foi medida durante 20 minutes em

intervalos de 1 minuto em 340 nm. Os resultados foram expressos em nmol min"' mg™! de

proteina (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976).

3.5.2.1.5 Superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi medida pela adicdo de 40 pL de amostra e
885 pL de tampao Tris-base IM/EDTA 5 mM pH 8,0. Apds agitacdo no vortex, foram
adicionados 50 pL de pirogalol 20mM. A amostra foi incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente, e em seguida, a reacdo foi interrompida com 25 pl. de HCI IN. Para a analise, 300
pL de amostra foi transferida para um microplaca. A leitura foi feita no modo endpoint em

440nm. Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina (GAO et al., 1998).

3.5.2.1.6 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada pela adi¢ao de 70 pL de amostra e 900 puL de
reativo Fox (metanol, H>SO4 250 mM, laranja de xilenol 0,1 mM, hidroxitolueno butilado 4mM
e sulfato ferroso amoniacal 2,5 mM). Para a andlise, 300 pL de amostra foi transferida para um
microplaca. A leitura foi feita no modo endpoint em 570nm. Os resultados foram expressos em

nmol mg ! de proteina (JIANG; HUNT; WOLFF, 1992).

3.5.2.1.7 Andalises estatisticas
Os resultados da atividade enzimatica foram submetidos a analise de variancia

unidirecional (ANOVA), Tukey e Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes
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de Dunn, quando necessario. A diferenga foi considerada significativa quando p < 0,05 através

do software R environment (v.1.3.1093).

3.5.3 Fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa

Os bioensaios com sementes de Lactuca sativa seguiram a metodologia descrita por
Rodrigues-Silva et al. (2022).

O teste consistiu na disposicao de 15 sementes da marca Isla da variedade delicia
americana em uma placa de Petri de 10 cm alocadas em cima de um papel filtro (80 g m?,
Unifil) com 4 mL de amostra. As placas foram seladas individualmente com filme plastico e
incubadas em BOD a 20 + 2 °C sem fotoperiodo por 120 horas. O controle negativo foi feito com
agua de osmose reversa e o controle positivo com solu¢do de glifosato comercial a 3% (m/v)
(RODRIGUES-SILVA et al., 2022).

Apos o periodo de incubacdo, o comprimento das radiculas de cada semente foi
medido com uma régua de precisdo de uma casa de milimetro. As radiculas com comprimento
inferior a 0,3 foram consideradas ndo germinadas e a partir dos resultados obtidos, foram
calculados o desvio padrao e coeficiente de variacdo de comprimento de cada réplica,
considerando o minimo de 90% de germinacao e o maximo de 30% de coeficiente de variagao
(GARCIA et al., 2009).

Os resultados foram avaliados em relag@o ao indice de germinacdo (IG) e do indice de
crescimento relativo (ICR), descritos nas Equacdes 34 e 35, respectivamente (GARCIA et al.,

2009; YOUNG et al., 2012).

1G = Média de germinacgio de cada réplica da amostra

x100  Equacao 34

Média de germinagao de cada réplica do controle negativo

ICR = Média do comprimento das radiculas das amostras

Equacao 35

Média do comprimento das radiculas do controle negativo

A interpretagdo dos resultados obtidos foi realizada de acordo com Garcia et al. (2009)
para o célculo do indice de germinagdo e Young et al. (2012), para o indice de crescimento
relativo apresentando trés formas de classificacdo: sem efeito toxicologico (0,8 > ICR < 1,2),
inibicdo do crescimento das radiculas (ICR < 0,8) e estimulo de crescimento das radiculas
(ICR> 1,2) (YOUNG et al., 2012).

Os bioensaios com Lactuca sativa foram submetidos a distribuicdo de dados pela analise

de variancia (ANOVA) aliado ao teste de Dunnett.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Método cromatografico

As condigdes iniciais de teste do método cromatografico foram feitas a partir da
combina¢do de referéncias bibliograficas e com base nisso, foram testadas e ajustadas as
condi¢des cromatograficas, descritas na Tabela 2 e o gradiente para fase moével na Figura 7
(ABU-QARE; ABOU-DONIA, 2001; COLEONE et al, 2017b; KRALJ et al., 2007;
VELKOSKA-MARKOVSKA; PETANOVSKA-ILIEVSKA, 2013).

Tabela 2 - Condigdes cromatograficas para HPLC-DAD

Coluna cromatografica Poroshell 120 EC-C18 (Agilent Technologies)
4,6x150 mm, 2,7 um

Temperatura da coluna 33°C

Fase movel Agua:Acetonitrila

Tipo de eluicao Gradiente

Propor¢io da fase movel Tempo Fase movel A: H,O (%) Fase movel B: ACN (%)

(minutos)

0 55 45
30 40 60

Volume de injecio 50 uL

Vazio de fase mével 0,3 mL min !

Amonitorado 200 nm

Tempo de retencio 32,4 minutos

Tempo do método 60 minutos

Fonte: o autor (2023).

Figura 7 - Gradiente de fase mével utilizado no método cromatografico.
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A identificag@o do analito foi feita a partir da inje¢do de uma amostra padrdo na mesma

condicao descrita na Tabela 2, assim como uma amostra do analito em formula¢ao comercial

(Figura 8).

Figura 8 - Cromatogramas do pesticida Malathion padrdo analitico e a formulagdo comercial. Modo
gradiente, volume de inje¢do 50 uL, vazdo 0,3 mL min™!, comprimento de onda 200 nm.
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Fonte: O autor (2023).

38

O tempo de retengdo para o malathion foi identificado em 32,4 minutos tanto para o

padrdo quanto para o comercial. Em relagdo ao comprimento de onda, alguns autores relatam

diferentes comprimentos de onda de monitoramento entre 200 e 210 nm para o malathion, sendo

para este trabalho, escolhido o comprimento em 200 nm, determinado a partir da analise da area
espectral (ABU-QARE; ABOU-DONIA, 2001; VELKOSKA-MARKOVSKA;

PETANOVSKA-ILIEVSKA, 2020). Em 200 nm, a area registrada foi de 66,3 mAU para 500
pg L, em 205 nm foi de 55,1 mAU e em 210 nm foi de 50,1 mAU, chegando a 24,4% de

diferenca e desta forma, o menor comprimento de onda foi escolhido devido a sua maior

sensibilidade.
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4.2 Validagao analitica
4.2.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da pureza do pico cromatografico determinada pelo
software e os dados da curva de pureza obtidos sdo mostrados na Tabela 3, demonstrando a

seletividade do método de 99,99% de pureza do pico analisado.

Tabela 3 - Dados obtidos para determinaggo do indice de pureza do pico cromatografico.

Tempo (min) Pureza' Threshold? Diferenca’
32,364 999,998 999,976 0,022
32,371 999,998 999,977 0,021
32,377 999,998 999,977 0,020
32,384 999,998 999,978 0,020
32,391 999,998 999,978 0,020
32,397 999,997 999,978 0,019
32,404 999,997 999,978 0,019
32,411 999,998 999,978 0,019
32,417 999,998 999,979 0,020
32,424 999,998 999,979 0,020
32,431 999,998 999,978 0,020
32,437 999,998 999,978 0,020
32,444 999,997 999,978 0,019
32,451 999,996 999,978 0,018
32,457 999,993 999,978 0,017
32,464 999,993 999,977 0,016
32,471 999,993 999,977 0,016
32,477 999,993 999,977 0,016
32,484 999,994 999,976 0,018

Fonte: O autor (2023).
Legenda: !: valor da pureza calculado em relagdo ao espectro médio do espectro do pico selecionado; 2: limite
calculado com base no ruido do espectro; *: diferenga entre a pureza e o limite calculado.

A partir da andlise de agua isenta do composto (Figura 10), também foi possivel avaliar
a seletividade do método cromatografico, comprovando que no tempo de retencdo do analito

ndo foi observado nenhum pico cromatografico.
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Figura 9 - Cromatograma da agua isenta do analito. Modo gradiente volume de injecdo 50 uL, vazdo
0,3 mL min’!, comprimento de onda 200 nm.
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Fonte: O autor (2023).

4.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi comprovada a partir da representacdo grafica das
respostas de area em fungdo da concentragdo do analito (Figura 10). Embora o coeficiente de
correlacdo da curva tenha apresentado valor acima de 0,99 (R? > 0,99) (Tabela 4), tal

informagao precisou ser confirmada a partir de testes estatisticos para a adequabilidade do

método linear (ANVISA, 2017b, 2017a).

Figura 10 - Curvas de calibragdo para o malathion em diferentes faixas de trabalho. Curva baixa - 75 a
200 pg L' (A) ; curva alta — 200 a 1000 pg L-' (B).
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Fonte: O autor (2023).

Tabela 4 - Parametros calculados para as curvas analiticas do Malathion.

Parametro Curva alta Curva baixa
Intercept -1,79897 -1,13143
Desvio Intercept 0,79332 0,85958
Slope 0,13871 0,14823
Desvio Slope 0,00143 0,00597
R? 0,9995 0,9919

Fonte: O autor (2023).

A adequagdo do modelo foi feita a partir da analise da homocedasticidade (variancia
em y), através do teste estatistico de Cochran, seguida do teste t de Student para avaliacdo do

coeficiente de correlagdo linear (Tabela 5).

Tabela 5 - Dados estatisticos calculados para comprovacao da linearidade do método.

Cochran t student®
Teste estatistico
Curva alta Curva baixa Curva alta Curva baixa
Valor calculado 0,668 0,574 89,420 23,993
Valor tabelado 0,684! 0,616 2,776 2,5714

Fonte: O autor (2023).
Legenda: ': n=5, réplicas=3; %: n=6, réplicas=3; 3: gl=4; *: gl=5, °: a = 0,05.
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A partir dos resultados dos testes estatisticos, em que Cca<Cub para ambos os
intervalos da curva, aceita-se a hipotese nula de que as variancias ndo diferem
significativamente entre si e comprova-se que os dados sdo homocedasticos, sendo possivel
aplicar o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO).

E como teca>tun, rejeita-se a hipotese nula de que o coeficiente linear nao ¢
estatisticamente diferente de zero e comprova a linearidade do método (ANVISA, 2017b;
BRITO et al., 2003; CARDOSO et al., 2010).

Com base nos testes estatisticos calculados, o MMQO foi aplicado, seguido pelo teste

F com os dados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados estatisticos calculados para o teste F da ANOVA.

Parametro avaliado Curva baixa Curva alta
QMo 243 .4 9427,0
QMg 60,44 3141,8
QMes 0,33 1,25
Featculado 180,6 1964,8
Ftabelado 7,711 10,132

Fonte: O autor (2023).
Legenda: !: n=6, gl=5, p=2; % n=5, gl=4, p=2.

Como os valores de Fealculado foram maiores do que Frabelado para ambos os intervalos da
curva, indica-se que a hipdtese de que b=0 deve ser rejeitada e que, portanto, o valor de y varia
em funcdo de x e o método € considerado linear, podendo-se seguir com a validacdo (ANVISA,
2017b; BRITO et al., 2003; CARDOSO et al., 2010).

A avaliacdo dos residuos da curva analitica foi realizada a partir da anélise visual do

grafico de residuos (Figura 11) e pela aplicagdo do teste estatistico de Shapiro-Wilk (Tabela 7).

Figura 11 - Gréfico de dispersdo dos residuos para as curvas de calibragdo. A: curva baixa - 75 a 200
pg L' B: curva alta — 200 a 1000 pug L.
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Fonte: O autor (2023).
Tabela 7 - Dados estatisticos calculados para o teste de Shapiro-Wilk.

Parametro Curva alta Curva baixa
1° termo 10,74 6,27
2° termo 2,88 1,79
3° termo - 0,16

b 13,63 8,2

w 153,5 75,6
Dcalculado 1 ,2 1 0,89
Dtabelado 0,7621 0,7882

Fonte: O autor (2023).
Legenda: ': n=6; 0=0,05; %: n=5, 0=0,05.

Os valores calculados (Dcalculado) no teste de Shapiro-Wilk em relagdo aos valores
tabelados (Diabelado), para ambos os intervalos da curva, indicam que se deve rejeitar a hipotese
de que os dados ndo seguem uma distribui¢do normal (a maioria dos dados ndo esta proxima a
média), ou seja, afirma a dispersao dos dados de residuos (MIOT, 2017; RAZALI; WAH, 2011;
SHAPIRO; WILK, 1965).

4.2.3 Precisdo e exatidao
A precisdo e a exatidao foram avaliadas a partir repetitividade dos dados calculando-
se o coeficiente de variacdo (CV) de 3 concentracdes em niveis diferentes para as duas faixas

de trabalho utilizadas (Tabela 8).
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Tabela 8 - Dados utilizados para o calculo da precisdo e exatiddo do método.

- R . Desvio
Cteorica (ug L 1) Cealculada (ll.g L 1) Média padrﬁo CV (%)
102,1

90 93,4 97,9 4,37 4,46 108,8
98,1
133,1
Baixa 130 131,1 133,1 2,01 1,51 102,4
135,1
178,8
180 179,5 179,5 0,67 0,37 99,7
180,2
220,1
250 216,5 218,7 1,90 0,87 87,5
219,4
368,0
Alta 350 350,7 355,1 11,45 3,22 101,4
346,4
552,7
600 557,8 5544 2,91 0,52 92,4
552,7

Exatidao
(%)

Fonte: O autor (2023).

Os resultados obtidos para precisdo ficaram abaixo de 5%, dentro do limite permitido
para o coeficiente de varia¢do entre todos os niveis de concentracdo, segundo a RDC 04/2012
(ANVISA, 2012b).

A exatidao foi calculada para avaliar a concordancia dos valores determinados pela
curva de calibracdo frente ao valor teorico, variando de 87 a 108%, dentro dos limites

preconizados pela RDC 166/2017 (ANVISA, 2017a).

4.2.4 Limite de quantificacdo e deteccao
Os limites de quantificagdo (LQ) e detec¢dao (LD) do método foram determinados a
partir da inclinacdo da curva e do desvio padrdo relativo referente ao eixo y das curvas de

calibracao (Tabela 9).

Tabela 9 - Limite de quantifica¢do e detec¢do calculados para o método.

Parametro avaliado Curva baixa Curva alta
LQ (ngL™) 57,9 57,1
LD (ng L) 19,1 18.8

Fonte: O autor (2023).

Conforme os dados apresentados na Tabela 9, para a curva de baixa (75 a 200 pg L),
o valor calculado do LQ e LD foi de 57,9 ¢ 19,1 pg L™! e para a curva de alta (200 a 1000 ug L
1, foide 57,1 ¢ 18,8 pg L.
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4.3 Extrag¢do em fase solida

O procedimento de extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction — SPE) foi
adaptado segundo metodologia descrita por Reddy et al. (2016). O volume de amostra filtrada
foi definido em 250 mL, atentando-se a recomendagao do fabricante do cartucho e o fator de
concentragdo foi fixado em 500 vezes. A concentracdo de fortificagdo para teste foi de 400 ng
L-! para o Malathion. O resultado obtido no teste de recuperacio do Malathion padrio é

apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Cromatograma em triplicata do pesticida malathion no processo de extra¢do em fase
solida, [MLT]=400 ng L"!, SPE 500x, modo gradiente, volume de injegdo 50 pL, vazdo 0,3 mL min™,
comprimento de onda 200 nm.
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Fonte: O autor (2023).
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A concentragio média das recuperagdes (n=3) foi de 307,7 (16,5) pg L, com
recuperagdo média de 76% e coeficiente de variagdo 5,38%, dentro dos valores permitidos pela
resolucao vigente (ANVISA, 2017a).

Reddy et al. (2016) obteve média de recuperagdo de 89% com o cartucho Chromabond
C18 500 mg, mesmo utilizado nesse trabalho. Esta diferenca na recuperagao pode ser atribuida
a diminuic¢ao na quantidade de amostra (500 mL para 250 mL), na concentracao de fortificagao
para validacdo (50 ug L para 400 ng L'') e na forma de quantificagdo feita pelo autor,
utilizando GC-MS, e no presente trabalho, a identificacao foi feita por HPLC-DAD, que
apresenta menor sensibilidade para quantificagdo, podendo justificar a diferenca de recuperagao

(REDDY et al., 2016).

4.4 Degradagdo do Malathion por fotélise e UV/H20:
Os cromatogramas para os tempo zero da a fotdlise e processo UV/H202 para o

pesticida padrdo e a formulagdo comercial sdo apresentados na Figura 13.

Figura 13 — Cromatogramas do tempo zero da fotolise e processo UV/H,0O; para o pesticida padrao e
em formula¢do comercial, [MLT] = 500 ug L', modo gradiente, volume de inje¢do 50 pL, vazdo 0,3 mL min™,

comprimento de onda 200 nm.
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Os resultados do monitoramento do pesticida Malathion para o tratamento por fotolise
tanto para o composto padrao quanto para o malathion na formulacao comercial, podem ser

observados na Figura 15 e 16, respectivamente.

Figura 14 - Cromatogramas da degradacdo por fotdlise para o pesticida padrdo com lampada de alta
pressdo de vapor de mercirio 125W submersa com bulbo protetor de quartzo, [MLT]o= 500 pg L, SPE 500x;
modo gradiente, volume de inje¢do 50 pL, vazio 0,3 mL min™!, comprimento de onda 200 nm.
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Figura 15 - Cromatogramas da degradacado por fotolise para o pesticida em formulagdo comercial com
lampada de alta pressdo de vapor de mercurio 125W submersa com bulbo protetor de quartzo, [MLT]o= 500 pg
L', SPE 500x; modo gradiente, volume de injegdo 50 uL, vazdo 0,3 mL min™!, comprimento de onda 200 nm.
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Com base nos resultados, apds 15 minutos ndo foi possivel identificar o pico referente
ao pesticida malathion em ambas as formulagdes, estando abaixo do LD do método
cromatografico e, portanto, a remoc¢ao do composto de pelo menos 99,99% no processo
estudado. Entretanto, foi possivel verificar a formagao de picos ao longo do cromatograma, nao
presentes no tempo inicial do tratamento.

Os espectros de absor¢ao dos subprodutos em 19 e 27 minutos foram iguais para todos

os tempos de tratamento. A area dos subprodutos ao longo do processo aumentou, sendo que
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em 15 minutos a drea do primeiro subproduto era de 195,2 mAU, subindo para 395,8 mAU em
45 minutos. E o subproduto observado em 27 minutos, a area subiu de 188,2 mAU para 260,2
mAU, corroborando com a diminui¢do do pico do malathion no tempo inicial para o pesticida
padrao.

Para a formulagdao comercial, foi observado a redu¢do do pico do Malathion em 15
minutos com a formagao de outros picos em tempos de retengdo distintos e a partir de 30
minutos, foi observada a redugdo das areas dos subprodutos.

Os resultados para degradagdo do malathion com processo UV/H20: sdo apresentados
na Figura 16 ¢ 17. E possivel observar que apés 15 minutos do processo, ndo ha mais
identificacdo do pico cromatografico do pesticida padrdo, estando abaixo do LD do método,
atingindo 99,99% de degradagdo e diferente da fotdlise, nenhum pico cromatografico foi

detectado no processo UV/H,0x.
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Figura 16 - Cromatogramas da degradagdo por UV/H,0, (100 mg L' H>O,) para o malathion padrio
com lampada de alta pressdo de vapor de mercurio 125W submersa com bulbo protetor de quartzo, [MLT]o =
500 pg L', SPE 500x; modo gradiente, volume de inje¢do 50 uL, vazdo 0,3 mL min™!, comprimento de onda 200
nm.
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Figura 17 - Cromatogramas da degradagio por UV/H,0, (100 mg L' H,O,) para o malathion em
formulag¢@o comercial com lampada de alta pressdo de vapor de mercurio 125W submersa com bulbo protetor de
quartzo, [MLT]o = 500 pg L', SPE 500x; modo gradiente, volume de inje¢io 50 pL, vazio 0,3 mL min’!,
comprimento de onda 200 nm.
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Kralj et al. (2007) estudou a degradagdao do malathion e de sua formula¢ao comercial
por diferentes processos avancados de oxidacdo, entre eles a fotolise utilizando uma lampada
de vapor de merctrio de 15W e observou que ambas as formula¢des de malathion ((MLT] > 10
mg L), em 30 minutos a concentragio ja estava proxima de zero, com a formagio de diversos

subprodutos ao longo do tempo de tratamento. (KRALJ et al., 2007).
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Tony et al. (2017) avaliaram a degradag¢do do malathion em formula¢do comercial por
fotolise (Iampada de alta pressdo de mercurio 10W, [MLT] = 14ppm), ozonizagdo ([O3] =5 mg
L) e oxidagio quimica (NaOCl, Ca(OCl),, MCICA, DCICA e TCICA). Os resultados
mostraram que a degradacao do malathion levou a formagdo de subprodutos durante os
processos, atingindo niveis de degradacdo de 68% para fotdlise, 96% para ozonizagdo e até
47% para a oxidagdo quimica em 12 horas de processo (TONY et al., 2017).

Li et al. (2019) estudaram a degradagdo e a formagdo de subprodutos do malathion
padrdo por processos avancados de oxidacao, entre eles a fotdlise e o UV/H20,, demostrando
que no segundo processo, a formagao de subprodutos no sistema ¢ maior devido, além da
presenga da radiagdo ultravioleta, a presenca de radicais hidroxilas resultantes de fotélise do
peréxido de hidrogénio. Os autores analisaram os subprodutos por UPLC-ESI-MS/MS e
verificaram a mesma formacgao de subprodutos na fotolise e na fotoperoxidagao com perdxido

de hidrogénio (LI et al., 2019).

4.5 Determinagdo dos subprodutos por GC-MS/MS

Para a determinagdo dos subprodutos do malathion, a concentragcdo inicial nos
tratamentos foi de 2 mg L.

De acordo com a biblioteca de espectros de massas (NIST), os seguintes compostos
foram detectados: 2-butenedioic acid (Z) diethyl ester (P1), 0O,0,S-trimethyl
phosphorodithioate (P2), butanedioic acid diethyl ester (P3), butenedioic acid (E) diethyl ester
(P4), hydroxy butanedioic acid diethyl ester (P5), malaoxon (P6), malathion (P7), isomalathion
(P8), 1,2-benzenedicarboxilic acid (P9), 2,21-thiodissuccinic acid (P10), 2-propanol, 1-chloro
phosphate (3:1) (P11), phthalic acid, ethyl-2-methylbutyl ester (P12), heptadecanoic acid (P13),
1,2-Benzenedicarboxilic acid bis(2-methylheptyl) ester (P14), 1,2-Benzenedicarboxilic acid
bis(2-methylpropryl) ester (P15), phthalic acid isobutyl 3-methylbutyl ester (P16),
octadecanoid acid (P17), 1,2-Benzenedicarboxilic acid 1,2-dipentyl ester (P18), 1,2-
Benzenodicarboxilic acid 1-butyl,2-nonyl ester (P19), bis(2-ethylhexyl) phthalate (P20) e
butanedioic acid acetyl diethyl ester (P21). A estrutura, a formula molecular, o nimero CAS, o

nome e as quebras podem ser observados na Tabela 10.



Tabela 10 — Subprodutos detectados do malathion padrédo e da formulagdo comercial na fotélise e no processo UV/H,0x.
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fons (m/z)/

. Probabilidade
Produto Estrutura Formula molecular  Ngmero CAS . Nome
NIST (%) Abundéancia
\/O\S 2-butenedi0ic aCld 172 [M+], 127 (50%)’
P1! (IS CsH1204 141-05-9 65 (Z) dicthyl ester
99 (100%)
O 07 ™ (diethyl maleate) ’
A/
0,0,S-trimethyl 172 [M*] (97%), 125
p2!4 P—O C3HoO2PS, 2953-29-9 94,1 Y M1 (57%)
/ \\ phosporodithioate (78%), 93 (100%)
— S
2 Butanedioic acid 174 M, 129 (75%)
p3! \\/’O T CsHi1404 123-25-1 65 diethyl ester ’ >
8]
101 (100%)
0 (diethyl succinate)
o Butenedioic acid
) 172 [M+], 127
p4145 0 NN CsH1204 623-91-6 90 (E) diethyl ester [M+]
(100%), 99 (56%)
© (diethyl fumarate)
Butanedioic acid
0 OH +]. 0
hydroxy diethyl 190 [M7]; 145 (25%),
ps! e O~  GsHuOs 7554-12-3 94,8 117 (100%), 89
ester

O

(diethyl malate)

(51%), 71 (83%)
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P6!+

P71,4,5

P81,2,3

P92,4,5

P10

1

CioH1907PS

C10H1906PS>

Ci0H1906PS>

CoH13Cl304P

Ci0H1605

315 [M*] (15%), 268
1634-78-2 97 Malaoxon (27%), 173 (30%),

127 (100%), 99 (43%)

331 [M*] (16%); 285
121-75-5 98,6 Malathion (31%), 173 (90%),
127 (100%)

331 [M*] (3%), 269
3344-12-5 84,9 Isomalathion (10%), 173 (90%),
127 (100%), 99 (37%)

2-Propanol, 1-
13674-84-5 78 chloro-phosphate
3:1)

328 [M+], 125 (99%),
99 (84%)

Butanedioic acid 217 [M+], 43 (99%),
acetyl diethyl ester 128 (45%)

1115-30-6 86,8

Legenda: 'produtos detectados na fotolise padrdo; *produtos detectados na fotdlise da formulagdo comercial; *produtos detectados no processo UV/H,0, padrio; *produtos

detectados no processo UV/H,0 comercial; >produto detectado na formulagio comercial sem degradagao.

Fonte: O Autor (2023).
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A principal via de decomposicdo do malathion ¢ iniciada pela quebra da ligagao P-S-
C, formando o produto P2. A partir disso, ocorre a quebra do ligagdo S-C e leva a formagao dos
bute(e)na dietil ésteres substituintes (P1, P3, P4 e P5). O subproduto O,O,S-trimethyl
phosphorodithioate (P2) ¢ dado pela irradiacdo ultravioleta do malathion e pode sofrer
isomerizacdo a O,S,S-trimethyl phosphorodithioate. O isomalathion (P8) ¢ relatado como uma
impureza do padrdo e como isomero do malathion. (KRALJ; TREBSE; FRANKO, 2007;
KRSTIC et al., 2008).

O 2-propanol-1-chloro-phosphate (P9) ¢ um retardador de chama e foi detectado
apenas na formulagdo comercial, podendo ser um dos compostos adicionados com a fungao de
aumentar a solubilidade do malathion nesse tipo de produto (WHO, 2004). O butanedioic acid
acetyl diethyl ester (P10) ¢ usado como intermediario em reagdes organicas de sintese ¢ em
aplicagdes industriais.

Estudos similares reportaram a degradacdo do malathion por fotdlise e processos
oxidativos. Kralj et al (2007) e Kralj, Franko e Tebse (2007) mostraram que os principais
compostos formados durante a fotodegradacdo do malathion pertencem a classe dos but(a)eno
dietil ésteres. A isomerizagao trans-cis do P4 para P1 foi observada na fotélise para ambas as
formulagdes (padrao e comercial), assim como o PS5, resultante da hidroxilagdo analoga do dietil
acido butenedioico éster pela adicdo do radical hidréxi na dupla ligacdo. O composto P3 foi
encontrado apenas na degradagdo do malaoxon padrido, sugerindo que esses subprodutos
derivados do produto principal também sdo degradados e formam novos produtos (KRALJ et
al., 2007; KRALJ; FRANKO; TREBSE, 2007).

Tony et al (2017) avaliou a degradacdo do malathion por processos oxidativos
avangados e oxidacdo quimica, e analisou a formagao de subprodutos por GC-MS/MS. Trés
subprodutos principais foram identificados: dimethyl hydrogen phospate, diethyl succinate (P3)
e malaoxon (P6), corroborando com os resultados nesse artigo (TONY et al., 2017).

Além disso, Vasseghian et al. (2022) também avaliou a formag¢do de subprodutos do
malathion por processos oxidativos avangados, atingindo mais de 98% de degradacdo do
composto e reportou a presenca de 5 compostos de degradagdo: D-malate, ethyl 2-
hydroxysuccinate, diethyl malate, diethyl maleate (P1) e malaoxon (P6), sendo os tltimos dois

também encontrados nesse artigo (VASSEGHIAN et al., 2022b).
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4.6 Ecotoxicidade com diferente organismos

Devido a solubilidade do malathion em solvente organico, a solucdo estoque foi
preparada em acetona. Desta forma, levantou-se a questao da toxicidade frente aos organismos
estudados nesse trabalho.

Lima (2017) avaliou a toxicidade de solventes organicos, entre eles a acetona, em
solug¢do aquosa por fotolise e processo UV/H202 na concentracdo de 0,2%, de forma que o
resultado se mostrou nao toxico para os organismos testados nessa concentracao acima da
utilizada ap6s as dilui¢des para a degradacao, que foi de 0,005% e, portanto, sugere-se que 0s

resultados ndo sejam afetados pelo solvente (LIMA, 2017; OECD, 2012).

4.6.1 Atividade larvicida em Stegomyia aegypti
Os resultados dos testes realizados para atividade larvicida utilizando larvas de
Stegomyia aegypti (cepa Rockfeller) para as amostras pesticida padrdo e na formulagdo

comercial para a fotolise e para o processo UV/H20> sao apresentados na Tabela 11 e 12.

Tabela 11 — Atividade larvicida com larvas de Stegomyia aegypti (cepa Rockfeller) para a fotdlise amostras
pesticida padrao e pesticida na formulagdo comercial; [MLT]o=500 ug L'!; ldmpada de alta pressdo de vapor de
mercurio 125W submersa com bulbo protetor de quartzo.

) Controle Padrao Formulagdo comercial
Replicata , , , , , , : : ,
negativo Omin I5min 30min 45min Omin 15min 30min 45 min
1 0 20 0 3 0 20 1 0 0
2 0 20 0 0 0 20 1 0 0
3 0 20 0 0 0 20 2 0 0
Média 0 20 0 1 0 20 1,3 0 0
Mortalidade (%) 0 100 0 3 0 100 5 0 0

Fonte: O autor (2023).

Tabela 12 - Atividade larvicida com larvas de Stegomyia aegypti (cepa Rockfeller) para o processo UV/H20; nas
amostras pesticida padréo e pesticida na formulagio comercial; [MLT]¢=500 pg L'; [H20,]=100 mg L"!; lampada
de alta pressdo de vapor de mercurio 125W submersa com bulbo protetor de quartzo.

Controle Padrao Formulagdo comercial
Replicata

negativo Omin I5min 30min 45min Omin 15min 30min 45 min

1 0 20 0 0 0 20 0 0 0

2 0 20 0 0 0 20 0 0 0

3 0 20 0 0 0 20 0 0 0

Meédia 0 20 0 0 0 20 0 0 0

Mortalidade (%) 0 100 0 0 0 100 0 0 0

Fonte: O autor (2023).
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De acordo com os resultados apresentados, para ambos os tratamentos, apenas no
tempo inicial foi registrado mortalidade, o que ja era esperado dada a caracteristica do
composto. Entre todas as amostras, a partir da analise estatistica pelo teste de Fisher (LSD), as
amostras demostraram diferenca significativa apenas em relagdo ao tempo inicial para ambas
as formulagoes.

Adams et al. (2018) avaliou a degradagdo do malathion em formulagdo comercial por
fotdlise e processo UV/H20: e determinou a ECso do composto. Para larvas do Stegomyia
aegypti, esse valor foi de 0,4 nug L', corroborando com os resultados de mortalidade
encontrados, pois a concentracdo inicial do tratamento foi 1250 vezes maior ¢ ao final do
tratamento, a concentracdo do pesticida ndo foi detectada, estando abaixo do LD (<0,11 pg L-

") (ADAMS et al., 2018).

4.6.2 Fitotoxicidade com Lactuca sativa

Os resultados obtidos para os ensaios de fitotoxicidade utilizando sementes de
Lactuca sativa para a fotolise e para o processo UV/H20; em amostras de pesticida padrdo e
pesticida na formulacdo comercial podem ser observados na Figura 18 e 19, respectivamente.

Os resultados para os testes com semente apresentaram valores de coeficiente de
variacao inferiores a 30% para todas as amostras, de acordo com o determinado por Sobrero e
Ronco (2004). O controle positivo com solugdo de 3% de glifosato comercial apresentou indice
de germinagdo acima de 90%, confirmando a sensibilidade das sementes frente ao herbicida

(SOBRERO; RONCO, 2004).
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Figura 18 - Fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa para a fotdlise nas amostras pesticida padrao
e pesticida na formulagio comercial; [MLT]¢=500 ng L'; lampada de alta pressdo de vapor de merctirio 125W
submersa com bulbo protetor de quartzo.

& 1,50

5 T = 1.25

— 1,00

-

=075

“;’J
Py

v

~ 0,50

{/
AT

Indice de crescimento relativo (ICR)

i~ ,

| !

NN \ N
R B 0,25
N S NN

Meédia de crescimento da radicula (cm)

-.,.,
-}J
('{-'/
A
A
2
4}

L

A AR L A AL Bl

SR

T T T Q E T i | 0,00
Controle PO P15 P30 P45 Co Cl5 C30 <C4a5

| INegative control No effect E‘Q\__:y { Inhibition

Fonte: O autor (2023).

g

Para a fotolise, as amostras nos tempos iniciais mostram diferenca significativa em
relacdo ao controle (o = 0.05; p-valor < 0.05). Em relagdo as amostras, em ambos 0s processos
e com excecdo da amostra em 30 minutos, foram observadas a inibi¢do do crescimento da
radicula, comprovado pelo teste de variancia aliado ao teste de Dunnet que apresentou p-valor
menor que 0,05. Nota-se também que apesar da degradacdo do pesticida ter atingido niveis
acima de 99,9% em ambos os processos, a toxicidade ndo deve estar relacionada somente a

molécula original, podendo ser atribuida a formagao de subprodutos toxicos no meio reacional.
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Figura 19 - Fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa para o processo UV/H>O, nas amostras
pesticida padrao e pesticida na formulagiio comercial; [MLT]o=500 ug L'; [H202]0=100 mg L°!; lampada de alta
pressdo de vapor de merctrio 125W submersa com bulbo protetor de quartzo.
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Para o processo UV/H20., a maioria das amostras ndo demonstrou efeito significativo
no crescimento da radicula, apenas em 45 minutos para o padrao, foi observado a estimulacao
do crescimento e a analise estatistica apresentou diferenca significativa apenas para essa
amostra em relagdo ao controle (o = 0.05; p-valor < 0.05).

Adams et al. (2018) avaliou a degradacdo do malathion em sua formulacdo comercial
por fotdlise e processo UV/H2O» através de dois organismos, Stegomyia aegypti € Lactuca
sativa, observando valores de ECso de 0,4 e 550 ug L', respectivamente. Para as amostras
submetidas ao teste com semente, os resultados mostraram inibi¢do em todos os tempos
analisados e em ambos os processos, condizentes com os resultados alcangados nesse trabalho

(ADAMS et al., 2018).

4.6.3 Efeito subletal no crescimento e desenvolvimento de larvas de Stegomyia aegypti
Em 15 minutos de tratamento para ambos os processos e formulacdes, ndo foi

observada mortalidade nos organismos. Porém, alteragdes na mobilidade e no nado foram
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registradas. Em 30 e 45 minutos, os organismos apresentaram comportamento normal quando
comparados ao controle.

Devido a isso, um ensaio com maior tempo de exposi¢do dos organismos (da fase
larval até emergéncia dos mosquitos) foi realizado com a func¢ao de avaliar se, apesar da
degradacao do malathion ter sido atingida e determinada por cromatografia em 15 minutos de
processo, a concentracdo restante abaixo do limite de detec¢do do método e a presenca de

subprodutos poderiam afetar o perfil enzimatico dos organismos.

4.6.3.1 Acetilcolinesterase

Os resultados para a atividade de acetilcolinesterase sdo mostrados na Figura 20, para

a fotolise e processo UV/H20; para ambas as formula¢des em 15 minutos de tratamento.

Figura 20 — Atividade da acetilcolinesterase em mosquitos de Stegomyia aegypti para a fotdlise e
processo UV/H>O, em 15 minutos de tratamento.
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Com base nos resultados apresentados para a acetilcolinesterase, a atividade

enzimatica mostrou inibi¢do para os organismo expostos em todos os processos. Para a fotdlise,
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a inibicao variou entre 12,2% para o padrao e 20,4% para a formulacdo comercial. J4 para o
processo UV/H202, a inibicao foi de 9,6% para padrao e 10,2% para a formulagdo comercial.

Krstic et al (2008) estudou a degradacdo do malathion por fotdlise usando uma
lampada de xenonio de 125W, em diferentes tempos até 120 minutos e avaliou a toxicidade da
solugdo pela enzima acetilcolinesterase. Para os subprodutos encontrados, como malaoxon (P6)
e isomalathion (P8), uma efeito aditivo foi observado em concentragdes menores (66 a 150 ug
L) com um efeito antagonista para concentragdes mais altas. Para os outros subprodutos,
0,0,S-trimethyl ester (P2) e O,0-S,dimehtyl thiophosphate, a atividade enzimatica nao foi
inibida, porém, para o diethyl maleate (P1), a inibicdo foi notada apenas em concentragdes
acima de 1700000 pg L™!. Em conclusio, a inibi¢cdo enzimdtica aumentou conforme aumentava
a porcentagem de degradacdo do malathion e consequentemente, a formacao de subprodutos
em solugdo (KRSTIC et al., 2008) .

Li et al (2019) investigou a formagdo de subprodutos do malathion por fotdlise e
processos avancados de oxidagdo e indicou que apos o tratamento, foi notado um réapido
aumento na inibicdo da AchE, porém, nao foi observada mudanga na toxicidade do malathion
quando tratado apenas por fotdlise, indicando que apesar da alta taxa de remog¢ao do pesticida,
isso ndo significa que a completa detoxificagdo da amostra foi atingida, podendo aumentar
significativamente dependendo do processo aplicado (LI et al., 2019).

Li at al (2020) estudou a degrada¢do do malathion por cloracdo e hidrélise alcalina,
avaliando a toxicidade remanescente pela enzima AchE. Os resultados mostraram que na
cloracdo, apesar de mais de 90% de degradagdo do pesticida ter sido atingida, a toxicidade a
solugdo aumentou consideravelmente rapido, sendo atribuida a formacdo do malaoxon.
Subsequentemente, foi aplicado o processo de hidrdlise alcalina na solugao restante, nao tendo
alteragcdo na toxicidade em 10 minutos de tratamento, porém, apos 20 minutos, a inibigao
atingiu niveis proximos a zero, mesmo com a formacdo de novos subprodutos, que ndo
interferem na acetilcolinesterase, indicando a completa detoxificagdo da amostra (LI et al.,
2020).

Vasseghian et al (2022) avaliou a eficiéncia de degradagao do malathion por processos
Fenton e determinou a toxicidade dos subprodutos em solu¢do. Para a enzima AchE, a inibi¢do
aumentou conforme a taxa de degradacao do composto aumentou, sendo a toxicidade atribuida
aos principais subprodutos formados como: malaoxon, diethyl malate, diethyl maleate, também

encontrados nesse estudo para os processos avaliados (VASSEGHIAN et al., 2022a).
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4.6.3.2 Biotransformagao
Os resultados para a atividade da glutationa S-transferase sdo mostrados na Figura 21,

para a fotolise e processo UV/H,0; para ambas as formulagdes em 15 minutos de tratamento.

Figura 21 - Atividade da glutationa S-transferase em mosquitos de Stegomyia aegypti para a fotdlise e

processo UV/H>0, em 15 minutos de tratamento.
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Fonte: O autor (2023).

Com base na Figura 21, a atividade enzimatica da glutationa S-transferase, para a
fotdlise, houve uma diminuicao de 10,1% para o padrao e aumento de 47,8% para a formulacao
comercial. Ja para o processo UV/H202, houve um aumento de 15,23% para o padrdo e ndo
foram observadas alteragdes para a formulagdo comercial.

O aumento da atividade da enzima indica a presenca de contaminantes que afetam o
organismo € que, portanto, as enzimas ativam a glutationa para que seja transferida para o
componente toxico, deixando a glutationa livre no ambiente e na leitura hda um aumento no
valor da enzima. J4 a diminui¢do, pode indicar que ndo had componentes toxicos que precisem
ser combatidos e, portanto, a glutationa ndo ¢ envolvida (ADHIKARI; KHANIKOR, 2021).

Portanto, na fotdlise, uma diminui¢cdo para o pesticida padrdo e aumento para a
formulacao comercial foi observada, assim como para o processo UV/H20O2 em que houve um

aumento da atividade da enzima e para a formulacdo comercial, ndo foram registradas
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mudangas. O aumento da atividade dessa enzima pode indicar a presenga de contaminantes que
afetam o metabolismo e dessa forma, o GSH ¢ liberado para ligar com o composto, deixando
GST livre. Ja a diminui¢do ou ndo mudanga na atividade, indica que ndo ha compostos que
precisem ser transformados e dessa forma, a glutationa nao ¢ envolvida.

Os resultados para a atividade da esterase alfa sdo mostrados na Figura 22, para a

fotdlise e processo UV/H20, para ambas as formulagdes em 15 minutos de tratamento.

Figura 22 - Atividade da esterase alfa em mosquitos de Stegomyia aegypti para a fotdlise e processo
UV/H0;em 15 minutos de tratamento.
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Fonte: O autor (2023).

Com base nos resultados apresentados na Figura 22, a atividade enzimatica da esterase
alfa para a fotolise ndo foi afetada por nenhum das formulagdes. Ja para o processo UV/H20,,
houve uma leve diminui¢ao de para 4,3 % o padrdo e aumento de 11,5% para a formulacao
comercial. Os resultados para esterase alfa corroboram com a literatura, ja que ¢ indicado que
essa enzima ndo ¢ afetada por organofosforados e inibidores de acilagdo, e sdo hidrolisados a
¢ésteres ndo carregados (SINGH; KAUR; SINGH, 2014).

Os resultados para a atividade da esterase beta sdo mostrados na Figura 23, para a

fotolise e processo UV/H2O» para ambas as formulagdes em 15 minutos de tratamento.
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Figura 23 - Atividade da esterase beta em mosquitos de Stegomyia aegypti para a fotdlise e processo
UV/H20; em 15 minutos de tratamento.
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Fonte: O autor (2023).

Com base nos resultados apresentados na Figura 23, a atividade enzimadtica da esterase
beta, para a fotolise houve uma diminui¢do de 12,9% para o padrao e 4,3% para a formulagao
comercial. J4 para o processo UV/H»0,, houve um aumento de 68,5% para o padrdo e
diminui¢do de 73,6% para a formulagdao comercial.

Essa enzima ¢ afetada pela presenca de organofosforados no meio e sua atividade ¢
dependente da concentragdo do composto toxico presente. Alteracdes na atividade da esterase
beta pode minimizar os efeitos do toxico na acetilcolinesterase, aumentando as chances de
sobrevivéncia do organismo(SINGH; KAUR; SINGH, 2014).

Rebechi et al (2014) avaliou a exposi¢do cronica e aguda em larvas de Chironomus
sancticaroli em concentracdes baixas (0,3 a 4,5 pg L') de malathion pela analise dos
biomarcadores bioquimicos AchE, EST-a e EST-B. Para a exposicdo aguda, houve uma
diminui¢do da atividade das enzimas, assim como para a exposi¢do cronica chegando a niveis
de inibicao de até 28%, indicando que o malathion pode afetar o metabolismo em baixas
concentragdes (REBECHI et al., 2014). Porém, um efeito dependente da concentracao do

organofosforado foi relacionado, de forma que a inibi¢do das esterases no organismo pode
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minimizar o efeito do inseticida no sitio ativo da acetilcolinesterase, fazendo com que as
chances de sobrevivéncia do organismo aumentem (RAKOTONDRAVELO et al., 2006).

Wu et al (2011) estudou os efeitos do malathion e do clorpirifos, dois
organofosforados, na atividade de AChE, EST-a ¢ EST-B e antioxidantes apos a aplicagao
topica em diferentes concentracdes para Oxya chinensis. Os resultados mostraram alteracao
para todas as enzimas avaliadas para os dois compostos. Para as esterases, foi observada a
inibicdo de até 54% em relacdo ao controle para o malathion. Para a GST, a atividade enzimética
atingiu 78% de aumento em relacdo ao controle, sugerindo que para concentragdes baixas do
composto, a GST ¢ capaz de desintoxicar o organismo € em concentragdes maiores nao,

diminuindo sua atividade (WU et al., 2011).

4.6.3.3 Estresse oxidativo
Os resultados para a atividade da peroxidagdo lipidica sdo mostrados na Figura 24,
para a fotdlise e processo UV/H20O> para ambas as formulagdes em 15 minutos de tratamento.

Figura 24 - Atividade da peroxidacdo lipidica em mosquitos de Stegomyia aegypti para a fotolise e
processo UV/H>O, em 15 minutos de tratamento.
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Para a atividade da peroxidacao lipidica, na fotélise houve uma aumento de 10,4%
para o padrao e diminuicao de 3,1% para a formulag¢do comercial. Ja para o processo UV/H20»,
houve um aumento de 62,6% para o padrdo e 18,9% para a formulacao comercial. O aumento
dos niveis de peroxidacdo lipidica pode ser atribuido a falta da atividade antioxidante dos
enzimas de primeira defesa pela presenca de contaminantes, levando a alteragdes na integridade
da membrana (BOELSTERLI, 2007).

A peroxidagao lipidica ¢ importante para avaliar o estresse oxidativo gerado no
organismo pelo contaminante. Para a fotolise, leves alteracdes foram registradas. No processo
UV/H;0;, para ambas as formulagdes houve um aumento da atividade, sendo atribuida a
auséncia das enzimas de primeira defesa do organismo, levando a alteragdes na integridade da
membrana celular.

Os resultados para a atividade da superoxido dismutase sdo mostrados na Figura 25,

para a fotolise e processo UV/H,0; para ambas as formula¢des em 15 minutos de tratamento.

Figura 25 - Atividade da superoxido dismutase em mosquitos de Stegomyia aegypti para a fotolise e

processo UV/H,0;, em 15 minutos de tratamento.
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Com base nos resultados apresentados na Figura 25, atividade da superoxido dismutase
para a fotolise mostrou uma diminui¢cdo de 13,4% para o padrao e aumento e 38,5% para a
formulag¢do comercial. J& para o processo UV/H20;, houve uma diminui¢do de 2,4% para o
padrdo e 13,9% para a formulagdo comercial.

Portanto, para a superéxido dismutase, as maiores alteragdes foram registradas para a
fotélise na formulacao comercial, indicando que o sistema antioxidante ndo foi capaz de
eliminar excesso o radical superoxido causado pelo malathion.

Rebechi et al (2021) avaliou a atividade enziméatica do malathion e para concentragdes
baixas do pesticida (1 pg L"), um aumento da atividade da superdxido dismutase foi registrada,
indicando que os organismos sdo mais susceptiveis ao radical superoxido em concentragdes
especificas de malathion. Danos oxidativos medidos pela peroxidagdo lipidica foram
registrados apos a exposicao letal as concentracdes de malathion (REBECHI et al., 2021).

A tabela 13 mostra um resumo dos resultados obtidos para os marcadores bioquimicos

em Stegomyia aegypti apds 15 minutos de fotdlise ou processo UV/H20o.

Tabela 13 — Resumo dos resultados para os marcadores bioquimicos.

Enzima Processo Formulagdo Efeito observado
Padrao Inibicdo (12,2%)
uvC . o
Comercial Inibicdo (20,4%)
AchE
Padrao Inibicdo (9,6%)
UV/H20; o
Comercial Inibigdo (10,2%)
Padrao Redugio (10,1%)
uvC
Comercial Aumento (47,8%)
GST
Padrao Aumento (15,2%)
UV/H,0;
Comercial Sem alteracdes
Padrdo Sem alteracdes
uvC )
Comercial Sem altera¢des
EST-a
Padrao Redugdo (4,3%)
UV/H,0; )
Comercial Redugio (11,5%)
Padréo Redugio (12,9%)
uvcC )
Comercial Redugdo (4,3%)
EST-B
Padrao Aumento (68,5%)
UV/H,0;
Comercial Aumento (73,6%)
Padrao Aumento (10,4%)
uvC
Comercial Reducio (3,1%)
LPO
Padrao Aumento (62,6%)
UV/H,0;

Comercial Aumento (13,9%)
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Padréo Redugéo (13,4%)
uvC )
Comercial Aumento (38,5%)
SOD
Padrao Redugido (2,4%)
UV/H,0,
Comercial Reducao (13,9)

Fonte: O autor (2023).

Portanto, os resultados encontrados neste estudo mostraram que, apesar de algumas
alteragOes registradas, o processo UV/H20?2 foi eficiente para degradacdo do malathion e que

a formacao dos subprodutos nao aumentou a toxicidade da solucao.
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5 CONCLUSOES

O desenvolvimento do método cromatografico para deteccdo do malathion por
cromatografia liquida mostrou-se eficiente, apresentando valores de detec¢do e quantificagao
de, 0,03 0,11 pg L, respectivamente. A extracdo em fase sélida para o composto padrio teve
percentual de recuperagdo de 76% (5,38), dentro dos limites preconizados pela legislagdo da
Anvisa.

A determinagdo dos subprodutos por GC-MS/MS identificou 21 compostos, entre eles
os mais relatados no literatura como o malaoxon, isomalathion, diethyl maleate, diethyl
fumarate e diethyl malate em ambos os processos. Para o processo UV/H20., a maior parte dos
subprodutos detectados foram &cidos carboxilicos, comprovando a eficiéncia do processo.
Alguns dos subprodutos observados foram originados dos produtos adicionais colocados para
aumentar a solubilidade do malathion em 4gua e foram relacionados a isso ja que no padrao ndo
foram observados os compostos.

Nos bioensaios, para a atividade larvicida em Stegomyia aegypti, as amostras mais
toxicas foram no tempo inicial para ambos os processos avaliados. Para a fitotoxicidade com
sementes de Lactuca sativa, na fotolise, as amostras apresentaram oscilagdo na resposta de
crescimento da radicula para o padrdo e inibi¢do no crescimento para a formulacao comercial.
J& no processo UV/H20,, com excecdo da amostra padrdo em 45 minutos que demostrou
estimulagdo no crescimento, nao foram observados efeitos no crescimento da radicula do
restante das amostras.

Os marcadores bioquimicos avaliados mostraram diferentes respostas para as
formulagdes e processos, porém, nenhuma das respostas foi significativa quando comparada ao
controle. Portanto, os resultados dos bioensaios demostraram a aplicabilidade de fotdlise e do
processo UV/H0» para degradag¢dao do malathion, ja que seu uso ainda ndo foi proibido e tem
como objetivo controlar insetos € em excesso no ambiente pode levar a um desbalanco

ecologico.
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