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RESUMO 

 

 

ANGELI, Suelen. Estudo do processo UV/H2O2 e da fotólise UVC na degradação 
do agrotóxico Lorsban® com acompanhamento da ecotoxicidade. 98 f. 
Dissertação. Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia Ambiental. 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Curitiba, 2019. 
 
Resíduos de agrotóxicos estão entre os principais estressores de ecossistemas 
aquáticos, devido ao uso indiscriminado destes compostos, os quais representam uma 
séria ameaça à biota, e, também, à saúde humana, visto que a maioria são tóxicos, 
mutagênicos, teratogênicos ou carcinogênicos. Por consequência da recalcitrância 
dos agrotóxicos, diversas tecnologias de remediação têm sido investigadas. Neste 
trabalho buscou-se avaliar a eficácia de degradação do Lorsban®, princípio ativo 
clorpirifós (CP), por processo UV/H2O2 e fotólise UVC, juntamente com a realização 
de bioensaios para avaliar a ecotoxicidade das soluções, pré e pós tratamento. As 
degradações foram realizadas em reator de bancada com capacidade de 600 mL, 
utilizando como fonte de radiação uma lâmpada de alta pressão de vapor de mercúrio 
de 125 W, mergulhada na solução, e protegida por bulbo de quartzo. Nos testes de 
degradação, a concentração inicial do CP foi de 200 μg L-1, sendo geradas amostras 
em 30, 60, 90, 120, 240, 360 e 480 minutos, para serem analisadas por HPLC-DAD e 
testes de ecotoxicidade. Para as análises cromatográficas utilizou-se a extração 
líquido-líquido (ELL). O limite de quantificação (LQ) do método cromatográfico foi de 
0,06 μg L-1, e o limite de detecção (LD) 0,02 μg L-1. Para os ensaios ecotoxicológicos 
foram utilizados três organismos-teste, Daphnia magna, sementes de Lactuca sativa 
e larvas de Aedes aegypti. Após 60 minutos de tratamento, em ambos os processos, 
o CP não foi mais observado cromatograficamente (<LD), correspondendo a uma 
degradação superior a 99,99%. Para as amostras testadas por D. magna, verificou-se 
uma redução na imobilidade dos organismos somente em 480 minutos pelo processo 
UV/H2O2, enquanto na fotólise UVC, observou-se 100% de imobilidade até 90 minutos 
de tratamento, havendo oscilação dos resultados a partir desse tempo. Para as 
sementes de L. sativa, o processo UV/H2O2 apresentou inibição do crescimento das 
radículas nos tempos de 60 e 240 minutos, enquanto nas demais amostras o efeito 
não foi significativo, e, na fotólise UVC não foi observado nenhum efeito significativo 
em nenhum dos tempos avaliados. Em relação aos testes com A. aegypti, nos tempos 
de 60, 90, 120 e 480 minutos não houve imobilidade dos organismos no processo 
UV/H2O2, já na fotólise UVC, não foi observada imobilidade de 60 minutos em diante. 
Portanto, mesmo atingindo altas taxas de degradação do CP, em ambos os 
processos, os bioensaios demonstraram a importância das análises do efluente 
gerado após as degradações, para que seja feita uma avaliação profunda, e mais 
consciente, sobre a eficiência e a viabilidade dos tratamentos propostos. 
 
Palavras-chave: Pesticidas. Clorpirifós. Processos avançados de oxidação. HPLC-
DAD. Bioensaios. 
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ABSTRACT 

 

 

ANGELI, Suelen. Study of the UV/H2O2 process and the UVC photolysis in the 
degradation of the Lorsban® agrotoxic with ecotoxicity monitoring. 98 p. 
Dissertation. Postgraduate Program in Environmental Science and Technology. 
Federal Technological University of Paraná. Curitiba, 2019. 
 
Agrochemical waste is among the main stressors of aquatic ecosystems due to the 
indiscriminate use of these compounds, which represent a serious threat to biota, and 
also to human health, since most are toxic, mutagenic, teratogenic or carcinogenic. As 
a consequence of the recalcitrance of agrochemicals, several remediation 
technologies have been investigated. This work aimed to evaluate the degradation 
efficiency of Lorsban®, active chlorpyrifos (CP), UV/H2O2 process and UVC photolysis, 
together with bioassays to evaluate the ecotoxicity of solutions, pre and post treatment. 
The degradations were carried out in a 600 mL reactor using a high pressure mercury 
vapor lamp of 125 W, immersed in the solution and protected by a quartz bulb. In the 
degradation tests, the initial CP concentration was 200 μg L-1, and samples were 
generated at 30, 60, 90, 120, 240, 360 and 480 minutes for analysis by HPLC-DAD 
and ecotoxicity tests. Liquid-liquid extraction (ELL) was used for the chromatographic 
analyzes. The limit of quantification (LQ) of the chromatographic method was 0.06 μg 
L-1, and the limit of detection (LD) was 0.02 μg L-1. For the ecotoxicological tests three 
test organisms, Daphnia magna, Lactuca sativa seeds and Aedes aegypti larvae were 
used. After 60 minutes of treatment, CP was no longer observed (<LD), corresponding 
to a degradation higher than 99.99%. For the samples tested by D. magna, a reduction 
in the immobility of the organisms was observed only in 480 minutes by the UV/H2O2 
process, whereas in the UVC photolysis 100% immobility was observed up to 90 
minutes of treatment, with oscillation of the results from that time. For L. sativa seeds, 
the UV/H2O2 process showed inhibition of root growth at 60 and 240 minutes, while in 
the other samples the effect was not significant, and in UVC photolysis no significant 
effect was observed in any of the evaluated times. Regarding the tests with A. aegypti, 
at 60, 90, 120 and 480 minutes times, there was no immobility of the organisms in the 
UV/H2O2 process, and in the UVC photolysis no immobility was observed from 60 
minutes onwards. Therefore, even reaching high CP degradation rates, in both 
processes, the bioassays demonstrated the importance of the analyzes of the effluent 
generated after the degradations, in order to make a deep and more conscious 
evaluation of the efficiency and viability of the treatments proposed. 
 
Key-words: Pesticides. Chlorpyrifos. Advanced oxidation processes. HPLC-DAD. 
Bioassays. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

Os micropoluentes lançados no meio ambiente têm sido reportados como 

contaminantes emergentes, dentre eles podem ser citados os produtos farmacêuticos, 

de higiene pessoal, aditivos industriais, hormônios, agrotóxicos, entre outros 

(PARKER et al., 2017; ROUSIS et al., 2017). Mesmo sendo encontrados em baixas 

concentrações, na ordem de ng a μg L-1, a grande diversidade e disposição contínua 

destes representa uma séria ameaça, principalmente à qualidade da água, seja 

superficial, de aquíferos ou subterrânea (KLAMERTH et al., 2013; LUO et al., 2014). 

Dentre os contaminantes supracitados, os agrotóxicos são classificados com o 

maior grau de periculosidade, visto seus efeitos deletérios (KIM; KABIR; JAHAN, 

2017; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). Há indicativos na literatura de que a saúde 

humana pode ser afetada após meses, anos ou décadas, decorrente da exposição 

e/ou consumo de agrotóxicos que provêm de diversas rotas, tais como alimento ou 

água potável que contenha resíduos destas substâncias (RANGEL; ROSA; 

SARCINELLI, 2011).  

Estudos revelam um aumento anual de resíduos de agrotóxicos em alimentos, 

solo, atmosfera, precipitações secas e úmidas, águas superficiais e subterrâneas 

(DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014; MORILLO; VILLAVERDE, 2017). Tendo em 

vista os relatos da presença de agrotóxicos em diferentes fontes de água, por 

exemplo, em águas superficiais, córregos e águas subterrâneas, corpos de água doce 

(rios, lagos e estuários), inclusive em água potável e em água mineral, percebe-se a 

necessidade de controle e remediação destes compostos (CCANCCAPA et al., 2016; 

DI GUARDO; FINIZIO, 2018; LE COADOU et al., 2017; MCKNIGHT et al., 2015; 

PALMA et al., 2014; YADAV et al., 2015). 

Visto que os processos convencionais de tratamento de água foram 

inicialmente planejados para remoção de sólidos, matéria orgânica e microorganismos 

patógenos, percebe-se que não houve um planejamento para remoção de 

contaminantes emergentes. Dito isto, em conjunto com a pressão exacerbada sobre 

os recursos hídricos devido ao crescimento populacional, deterioração das fontes 

naturais de água, uso em larga escala de produtos químicos, e criação incessante de 

novos compostos, torna-se necessária a adoção de tecnologias alternativas de 
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tratamento (ALALM; TAWFIK; OOKAWARA, 2015; DUTTA et al., 2015; TEODOSIU 

et al., 2018). 

Levando em consideração estes fatos, diversos estudos sugerem os processos 

avançados de oxidação, do inglês Advanced Oxidation Processes (AOPs), como uma 

alternativa, visto a baixa seletividade e o alto poder oxidante, bem como da 

possibilidade de mineralização dos compostos, produzindo CO2, H2O, íons 

inorgânicos ou substâncias menos recalcitrantes (FUNAI et al., 2017; GOZZI et al., 

2017; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016; SHARMA; AHMAD; FLORA, 2018).  

Na literatura encontra-se diversos estudos de tratamento de agrotóxicos por 

AOPs, contudo, existem poucos registros destes tratamentos na degradação do 

agrotóxico clorpirifós, principalmente relacionando determinado tratamento com o 

acompanhamento da ecotoxicidade do efluente gerado. Normalmente, é avaliado 

apenas a redução da concentração do agrotóxico, no entanto, a possível formação de 

subprodutos pode gerar toxicidade mais elevada do que a apresentada pelo composto 

inicial (STARLING et al., 2019; TIWARI; GUHA, 2014). 

Entre os estudos que avaliaram a degradação do clorpirifós (CP), e realizaram 

o acompanhamento da toxicidade, estão os trabalhos de Utzig (2016) e Lima (2017). 

Nestes trabalhos foram avaliadas as degradações do agrotóxico clorpirifós (padrão 

analítico) e da solução comercial do composto (Lorsban®), utilizando uma lâmpada 

posicionada externamente ao reator, alocada a 10 cm da borda, com a finalidade de 

abrandar os processos de tratamento para monitorar a degradação do CP, juntamente 

com ensaios de ecotoxicidade. 

Percebeu-se então a necessidade de realizar novos estudos de degradação, 

porém, com a lâmpada mergulhada na solução a ser tratada, a fim de potencializar os 

processos de tratamento, e obter um melhor rendimento da degradação, bem como 

buscar a diminuição da ecotoxicidade ao longo dos tratamentos. 

Diante deste panorama, neste estudo foram realizados testes de degradação 

do agrotóxico comercial Lorsban®, por processo UV/H2O2 e fotólise UVC, com a 

lâmpada mergulhada na solução a ser tratada. A cromatografia a líquido acoplada a 

detector de arranjo de diodos foi utilizada para acompanhar a degradação do CP, e a 

formação de subprodutos durante os processos de tratamento. Concomitante às 

degradações, foram realizados bioensaios com Daphnia magna, sementes de Lactuca 

sativa e larvas de Aedes aegypti, para verificar a toxicidade das amostras geradas no 

decorrer dos processos. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a degradação do agrotóxico comercial Lorsban® (clorpirifós), por 

processo UV/H2O2 e fotólise UVC, acompanhando sua eficiência por HPLC-DAD e 

ensaios de ecotoxicidade. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

● Realizar estudos de degradação do agrotóxico comercial Lorsban®, em 

reator de bancada, através do processo UV/H2O2 e da fotólise UVC, ao longo de 8 

horas, nos tempos pré-determinados de 0, 30, 60, 90, 120, 240, 360 e 480 minutos; 

● Determinar a concentração residual do princípio ativo clorpirifós (CP) e 

verificar a formação dos subprodutos, do CP e dos constituintes do Lorsban®, por meio 

da cromatografia a líquido acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), nos 

tempos pré-determinados; 

● Avaliar a ecotoxicidade aguda, pré e pós tratamento do agrotóxico Lorsban®, 

com três organismos-teste, Daphnia magna, sementes de Lactuca sativa e larvas de 

Aedes aegypti, nos tempos pré-determinados. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

3.1 AGROTÓXICOS 

 

 

 Antes de 1980 era comum a menção aos agrotóxicos empregando o termo 

defensivo agrícola, uma designação dissimulada sobre a natureza nociva destes 

compostos, onde fazia-se inferência à defesa do plantio, ao mesmo tempo que se 

acobertava a periculosidade dos mesmos, sobre a saúde humana e o meio ambiente. 

No entanto, após intensos debates, em 1980, no Rio Grande do Sul, criou-se uma 

legislação estadual sobre o uso e o registro de venenos agrícolas. Posteriormente foi 

promulgada em âmbito federal a Lei 7.802/89, designando enfim, tais produtos como 

agrotóxicos, que compreendem por sua vez diferentes classes de uso (DOSSIÊ 

ABRASCO, 2015). Perante esta mesma lei os agrotóxicos são assim retratados 

(BRASIL, 1989): 

 

a) os produtos e os agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, 
destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e 
beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de 
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de 
ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 
composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de 
seres vivos considerados nocivos; b) substâncias e produtos, empregados 
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento. 

 

Entretanto, a origem destes compostos advém de tempos anteriores, mais 

precisamente da Segunda Guerra Mundial, com a descoberta do inseticida 

organoclorado DDT (1939), que chegou ao Brasil em 1943, e a partir de então, esta 

data é referenciada como um marco da cultura agrícola (SPADOTTO, 2004). 

A utilização dos agrotóxicos se intensificou no final de 1940 com a Revolução 

Verde, nos Estados Unidos, já no Brasil teve seu crescimento em meados de 1960, 

com o Programa Nacional de Defensivos Agrícolas (PNDA). Ambos os programas 

buscavam a modernização da agricultura, com base tecnológica em insumos, e 

técnicas mais avançadas de irrigação e mecanização. Com estas novas políticas 

agrícolas houve um aumento significativo no uso destes produtos (BARBOSA, 2016).  
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Os agrotóxicos são compostos de diferentes propriedades físico-químicas, 

alguns são seletivos e apenas aplicados contra certas espécies-alvo, enquanto outros 

são completamente não-seletivos e, portanto, eficazes para quase todas as espécies-

alvo. De acordo com seus organismos-alvo, os agrotóxicos são classificados em 

categorias, tais como herbicidas, inseticidas, fungicidas, nematicidas, avicidas, 

rodenticidas, desfoliantes, dessecantes, entre outros (VAGI; PETSAS, 2019). 

Baseado na estrutura química, os agrotóxicos são categorizados como 

organoclorados, organofosforados, carbamatos, triazinas, cloroacetanilidas, e outros. 

No seu modo de ação atuam como inibidores de fotossíntese, inibidores de 

aminoácidos, reguladores de crescimento, inibidores de metabolismo e demais ações 

(VAGI; PETSAS, 2019). 

Na composição destes produtos há substâncias tóxicas, as quais são 

responsáveis por prevenir, destruir ou controlar qualquer espécie indesejada, mas a 

diversidade dos agrotóxicos existente é fundamentada em seus diferentes modos de 

ação, composição e atuação sobre os mais variados organismos, por exemplo, 

insetos, moluscos, plantas, fungos, entre outros (descritos no Quadro 1) (COLLOTTA; 

BERTAZZI; BOLLATI, 2013; REDDY; KIM, 2015).  

 

Quadro 1 - Categorias de agrotóxicos e seus respectivos organismos-alvo. 

Agrotóxicos Organismos-alvo   

Acaricida Ácaros 

Algicida Algas 

Avicida Aves 

Fungicida Fungos 

Herbicida Plantas 

Inseticida Insetos 

Larvicida Larvas 

Nematicida Nematóides 

Moluscicida Moluscos 

Piscicida Peixes 

Raticida Roedores 

Fumigante Bactérias do solo 

Ovicidas Ovos de insetos 

Fonte: Adaptado de Gomes Junior (2017). 
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Atualmente os agrotóxicos são utilizados em diversos setores, dentre eles, 

produção de flores, tratamento de madeira, armazenamento de sementes, entre 

outros, no entanto, o maior setor de consumo destes compostos é o agropecuário 

(SANTANA et al., 2016), aproximadamente 80% dos agrotóxicos utilizados no mundo 

são destinados para fins agrícolas, enquanto que o restante é dedicado ao controle 

de pragas estruturais e de saúde pública (MUTURI et al., 2017). 

Há indicativos na literatura de que a saúde pode ser afetada após meses, anos 

ou décadas, decorrente da exposição e/ou consumo de agrotóxicos, que provêm de 

diversas rotas, seja por alimento ou água potável que contenha resíduos destas 

substâncias, seja por inalação ou contato dérmico com tais produtos (RANGEL; 

ROSA; SARCINELLI, 2011). 

Estes danos se manifestam de várias formas, a curto prazo com irritação da 

pele e dos olhos, tontura, náusea e dores de cabeça. A longo prazo pode haver 

desenvolvimento de asma, diabetes, distúrbios endócrinos e neurológicos, doença de 

Parkinson, malformações congênitas, câncer, cancro, entre outras doenças (KIM; 

KABIR; JAHAN, 2017). O desenvolvimento de algum dano a saúde depende de 

fatores como, período de exposição e tipo de agrotóxico (SANTANA et al., 2016). 

De acordo com o decreto 4.074/2002 do Ministério da Saúde, os agrotóxicos 

devem ser classificados segundo sua classe toxicológica (CHIARELLO et al., 2016). 

Estas classes são representadas por cores, e devem constar em forma de faixa no 

rótulo de cada agrotóxico (GOMES JUNIOR, 2017). 

- Classe I (extremamente tóxico, altamente perigoso ao meio ambiente, faixa 

vermelha); 

- Classe II (altamente tóxico, muito perigoso ao meio ambiente, faixa amarela); 

- Classe III (moderadamente tóxico, perigoso ao meio ambiente, faixa azul); 

- Classe IV (pouco tóxico, pouco perigoso ao meio ambiente, faixa verde). 

Sobre a produção de agrotóxicos, de acordo com o relatório da Agência de 

Proteção Ambiental dos Estados Unidos, estima-se que são produzidos por ano 2,6 

milhões de toneladas de ingredientes ativos (UNITED STATES ENVIRONMENTAL 

PROTECTION AGENCY, 2017), e, segundo o Conselho Nacional de Segurança 

Alimentar e Nutricional, a partir de 2008 o Brasil foi considerado o maior consumidor 

mundial de agrotóxicos (CONSELHO NACIONAL DE SEGURANÇA ALIMENTAR E 

NUTRICIONAL, 2012). Dados de consumo no Brasil, entre 2000 e 2017, estão 

demonstrados na Figura 1. 
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Figura 1 - Consumo de agrotóxicos no Brasil entre 2000 e 2017. 

 

Nota: Dados atualizados em 25/06/2018. IA: ingrediente ativo. Fonte: Adaptado do Instituto 
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (2019). 

 

Perante estudos do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em 

Alimentos (PARA) da ANVISA, realizado em todas as unidades federativas do Brasil, 

um terço dos alimentos que são consumidos diariamente pelos brasileiros encontra-

se contaminado por diversas classes de agrotóxicos (INSTITUTO PARANAENSE DE 

DESENVOLVIMENTO ECONÔMICO E SOCIAL, 2017). Sendo demonstrado que o 

carbendazim, o acefato e o clorpirifós foram os agrotóxicos que apresentaram maior 

índice de detecções irregulares, e que nas amostras analisadas por grupo químico, 

em primeiro lugar verificou-se a presença dos agrotóxicos organofosforados 

(PROGRAMA DE ANÁLISE DE RESÍDUOS DE AGROTÓXICOS EM ALIMENTOS, 

2016). 

Os organosfosforados são sintetizados para substituir os organoclorados, após 

tornar-se conhecido o longo tempo de resistência no meio ambiente e a alta toxicidade 

dos últimos. Estruturalmente, os organofosforados são derivados de éster ou tiol de 

ácido fosfórico, fosfônico ou fosforotiamídico, caracterizados pela presença de uma 

ligação P=O ou P=S. Substâncias organofosforadas são usadas como inseticidas em 

virtude da sua capacidade de inativar a enzima acetilcolinesterase, e desta forma 

prejudicam os impulsos nervosos (VAGI; PETSAS, 2019).  

Tendo em vista a Diretiva 2013/39/UE, que inclui 45 substâncias químicas de 

alto risco, dentre elas estão 12 agrotóxicos organoclorados e 3 agrotóxicos 

organofosforados (VAGI; PETSAS, 2019), deste último grupo um deles é o clorpirifós, 

princípio ativo avaliado neste estudo. 
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3.1.1 Clorpirifós 

 

 

O clorpirifós (O,O-dietil-O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato) (Figura 2) é um 

dos agrotóxicos mais utilizados no mundo devido ao seu amplo espectro de atuação 

(FERRARIO et al., 2018). Sintetizado em 1965, é o princípio ativo de mais de 900 

fórmulas comerciais, por exemplo, Dursban®, Lorsban®, Tricel®, Pyrinex®, Silrifos®, 

Spannit®, Talon®, Piridane®, Suscon Green®, Empire®, Whitmire PT 270®, Brdan®, 

Dowco 179®, Eradex®, Paqeant®, Scout®, Stipend®, Detmol UA®, entre outros (ISMAIL 

et al., 2013; JOHN; SHAIKE, 2015; MURILLO et al., 2010). 

Inserido na classe dos inseticidas, acaricidas e formicidas, é utilizado no 

tratamento do solo, pré e pós plantio, na produção de algodão, arroz, tabaco, 

amêndoa, feijão, laranja, banana, maçã, e também no âmbito doméstico, para 

proteção de gramados, plantas ornamentais e em produtos de proteção animal (SAINI; 

KUMAR, 2016), no entanto, o maior consumo de clorpirifós em termos de quilos totais 

de ingrediente ativo é na produção de milho (UNITED STATES ENVIRONMENTAL 

PROTECTION AGENCY, 2019). 

 

Figura 2 - Fórmula estrutural do clorpirifós.    

 

Fonte: PubChem (2018). 

 

Devido ao seu baixo custo e sua alta eficiência, o CP é um dos agrotóxicos 

mais utilizado em aplicações agrícolas e comerciais. Contudo, devido ao uso 

extensivo, ampla distribuição e longa persistência, combinada com seus efeitos 

nocivos aos ecossistemas, este composto constitui um dos poluentes mais 

frequentemente detectado, por exemplo, em águas superficiais, solos, sedimentos, e 

numa ampla gama de alimentos, incluindo frutas, legumes, grãos, peixes, inclusive 

em alimentos processados (SAINI; KUMAR, 2016; VAGI; PETSAS, 2019). 
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É possível encontrar na literatura propriedades relativas ao CP padrão, as quais 

podem auxiliar no entendimento da sua presença no meio ambiente, no entanto, o 

mais correto seria uma análise das propriedades da formulação comercial, porém, 

estas informações não se encontram disponíveis, de forma que algumas 

interpretações não sejam tão simples.  

O clorpirifós possui massa molecular de 350,59 g mol-1, solubilidade em água 

de 1,4 mg L-1 (25 ºC), constante de partição com carbono orgânico (Koc) de 9,93, 

pressão de vapor (Pvap) de 2,02x10-5 mm Hg (25 ºC), constante de partição octanol-

água (log Kow) de 4,96, tempo de meia vida (t½) em água (pH 7 e 25 ºC) de 35 a 78 

dias, e quando exposto à luz (natural e/ou artificial) sofre foto-transformação, com taxa 

de conversão de aproximadamente 50% em torno de 30 a 40 dias em água de rio 

(ISMAIL et al., 2013; LIMA, 2017; PUBCHEM, 2018). 

De um modo geral, a solubilidade de um composto em água, indica a propensão 

deste em ser lixiviado. A pressão de vapor (Pvap) indica a volatilidade e a presença na 

atmosfera. A constante de partição com carbono orgânico (Koc) refere-se a propensão 

da mobilidade de um composto no solo, e o tempo de meia vida (t½) refere-se a 

estabilidade em determinadas condições (GABARDO, 2018). 

Já o valor de constante de partição octanol-água (log Kow) indica a 

hidrofobicidade de um composto, bem como serve de indicativo da polaridade do 

mesmo, ou seja, quanto maior o valor de log KOW mais hidrófóbico é o composto, e 

quanto menor o valor mais hidrofílico. Quanto a polaridade, em geral, valores de log 

KOW entre 4 e 5 indicam compostos apolares, valores entre 1 e 1,5 indicam compostos 

polares, e aqueles que possuem valor entre 1,5 e 4 são considerados moderadamente 

polares (DIAS, 2018). 

De acordo então com as propriedades do CP, este composto pode ser 

classificado como hidrófóbico, com baixa solubilidade em água, alto coeficiente de 

sorção no solo e volátil. Porém, sua aplicação se dá através do composto comercial, 

onde o CP encontra-se dissolvido em uma mistura de hidrocarbonetos aromáticos 

contendo solvente de nafta, mistura de hidrocarbonetos aromáticos pesados e outros 

ingredientes não especificados no rótulo. Assim, estes compostos acabam 

contribuindo para que o clorpirifós apresente uma solubilidade muito maior, da ordem 

de 500 g L-1, demonstrando claramente a dificuldade de uma análise direta de sua 

distribuição no ambiente, se consideradas apenas as propriedades do CP. 
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Em relação as propriedades toxicológicas, segundo o Dossiê Abrasco (2015), 

o clorpirifós é classificado como altamente tóxico ao meio ambiente (classe II), 

portanto, a exposição ao CP e seus metabólitos tem sido associada a uma variedade 

de distúrbios nervosos em humanos, tóxico para uma variedade de artrópodes 

benéficos, incluindo abelhas, joaninhas e vespas (AMALRAJ; PIUS, 2015), bem como 

para animais vertebrados, organismos estuarinos, invertebrados aquáticos e peixes 

de água doce (CÁRCERES et al, 2007; PINTO et al., 2015). Sendo encontrado 

resíduos de CP nos ecossistemas aquáticos em concentrações que variam de 0,01 a 

1,95 μg L-1 (FERRARIO et al., 2018). Porém, novamente deve-se destacar, que 

poucas informações estão disponíveis na literatura, para a toxicidade de formulações 

comerciais do CP, e menos ainda quando submetidas a tratamentos por AOPs. 

Relatos de degradação do CP fornecem informações sobre rotas de formação 

de subprodutos como o clorpirifós-oxon (CPO) e o 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) 

(Figura 3), reconhecidamente mais tóxicos que o próprio clorpirifós (JOHN; SHAIKE, 

2015; TIWARI; GUHA, 2014). Neste trabalho a formação destes compostos e demais 

subprodutos de degração serão investigados por HPLC-DAD, e serão avaliados 

quanto a sua ecotoxicidade. 

 

Figura 3 - Principais subprodutos de degradação do clorpirifós. 
 

                       

          clorpirifós-oxon (CPO)  3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) 
 

Fonte: PubChem (2018). 

 

Cabe ressaltar ainda, que além da toxicidade ambiental, há uma preocupação 

quanto a presença do clorpirifós e seus subprodutos em água potável. A Portaria 

2914/2011 do Ministério da Saúde, que dispõe sobre o padrão de potabilidade da água 

e qualidade para consumo humano, estabelece valores máximos permitidos (VMP) de 

clorpirifós + clorpirifós-oxon de até 30 μg L-1, em água para consumo (BRASIL, 2011). 
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Considerando baixos níveis de concentração, como é o caso do CP+CPO, as 

técnicas cromatográficas são fortemente indicadas para tais determinações, se 

destacando por suas capacidades de análise qualitativa e quantitativa. 

 Visto as diferenças de propriedades físicas e químicas dos compostos de 

interesse, volatilidade do CP e componentes da matriz (percebida pelo forte odor da 

amostra comercial), e relatos de análise destes compostos encontrados na literatura, 

as amostras que se pretende avaliar neste trabalho poderiam ser analisadas por 

cromatografia a gás ou cromatografia a líquido. 

Alguns exemplos de trabalhos envolvendo análise cromatográfica do clorpirifós 

podem ser citados, Tiwari e Guha (2014) analisaram a biotransformação do CP por 

cromatografia a gás com detector de espectrometria de massas (GC-MS); Ling et al. 

(2011), após lavagem e cozimento de vegetais, analisaram a presença de CP e seus 

metabólitos em cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massas do tipo triplo 

quadrupolo (GC-MSMS). 

Femia et al. (2013) degradaram CP por processo UV/H2O2 e realizaram a 

quantificação por cromatografia a líquido com detector UV (HPLC-UV); Slotkin et al. 

(2009) realizaram a fotólise do CP e quantificaram a degradação por cromatografia a 

líquido com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), mas analisaram os 

subprodutos por GC-MS; Utzig et al. (2019) e Lima (2017) também avaliaram a 

degradação do CP por HPLC-DAD, em ambos os trabalhos foram realizadas 

degradações por até 180 minutos. 

 

 

3.1.2 Agrotóxicos e o meio ambiente 

 

 

 Mesmo havendo relatos de que os agrotóxicos possuem benefícios, seja na 

questão de produtividade agrícola, seja no controle de epidemias como a dengue e a 

malária, não se pode negar que estas substâncias estão entre as principais 

causadoras da poluição ambiental, visto que aproximadamente 2,6 milhões de 

toneladas são liberadas por ano no meio ambiente (UNITED STATES 

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2017), atingindo diversos organismos, 

de diferentes níveis tróficos, alterando assim a dinâmica ambiental (MOSTAFALOU; 

ABDOLLAHI, 2013).  
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Depois de pulverizado/aplicado um agrotóxico, seu comportamento no meio 

ambiente é determinado por vários processos: físicos, químicos, físico-químicos e 

biológicos. Já o seu destino, é conduzido por processos de transformação 

(degradação química e/ou biológica), retenção (absorção ou sorção), transporte 

(carreamento superficial, deriva, volatilização e lixiviação), inclusive por interações 

destes processos (SPADOTTO, 2004). 

O impacto causado pelo uso de agrotóxicos é facilmente percebido pela perda 

da qualidade dos recursos hídricos e, consequentemente, a supressão da 

biodiversidade devido à alta taxa de dispersão destes compostos, visto que uma 

parcela considerável atinge os corpos hídricos por carreamento atmosférico e ação 

erosiva da chuva, pela limpeza de recipientes e materiais empregados na 

pulverização, e também pela eliminação incorreta de resíduos da indústria de 

formulações (demonstração na Figura 4) (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014; 

LOPES DIAS et al., 2016). 

 

Figura 4 - Demonstração da dinâmica dos agrotóxicos no meio ambiente. 

 
Fonte: Adaptado de Nakamura (2015). 
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Os efeitos dos agrotóxicos no meio ambiente dependem diretamente das 

concentrações lançadas nos compartimentos ambientais (atmosfera, água, solo e 

planta), e, também, do modo de aplicação, dose ou quantidade usada, e do 

comportamento/destino destes compostos no meio ambiente (SPADOTTO, 2004).  

Estudos indicam que do total de agrotóxico que é aplicado na agricultura, 

menos de 1% chega às lavouras, ou seja, mais de 99% destes produtos é disperso 

no solo, no ar e na água (GOMES JUNIOR, 2017), sendo que o escoamento 

superficial pode contaminar os mananciais próximos, como por exemplo os açudes de 

abastecimento público, e por meio da lixiviação pode contaminar os lençóis freáticos 

(BARBOSA, 2016).  

Em estudos de monitoramento, há relatos da presença de diversas classes de 

agrotóxicos em diferentes fontes de água, como no estudo de Di Guardo e Finizio 

(2018) destacaram uma ampla presença de glifosato em águas superficiais na região 

da Lombardia, Itália. 

Palma et al. (2014) averiguaram a presença de agrotóxicos em águas 

superficiais do reservatório de Alqueva (Portugal), em maior concentração foram 

encontrados bentazona, metolacloro, MCPA, terbutilazina e 2,4-D. Bonifacio et al. 

(2017) registraram a presença de clorpirifós em riachos argentinos na concentração 

de 10 μg L-1. 

Em uma avaliação da bacia hidrográfica de Lajeado Tacongava, Rio Grande do 

Sul, Chiarello et al. (2016) verificaram a presença de nove resíduos de agrotóxicos 

com concentrações entre 0,1 e 39,6 μg L-1. Matias e Tamanaha (2016) encontraram, 

entre 2014 e 2015, o herbicida quinclorac e o inseticida carbofuran na bacia 

hidrográfica do rio Camboriú, Santa Catarina.  

Le Coadou et al. (2017) encontraram agrotóxicos e seus metabólitos em 

amostras de água mineral francesa. McKnight et al. (2015) expuseram a presença de 

agrotóxicos em córregos e águas subterrâneas da bacia hidrográfica de Sjaelland, 

Dinamarca. 

Azevedo, Moura e Santos (2016) avaliaram a presença de agrotóxicos no Rio 

Piquiri, Paraná, e encontraram sete resultados positivos nas amostras: ametrina, 

atrazina, azoxistrobina, carbendazim, clomazona, metolacloro e simazina. Devido aos 

baixos valores de concentração encontrados, não se alega comprometimento da 

potabilidade da água, segundo valores máximos permitidos, no entanto, deve-se 



25 

 

 

considerar a toxicidade para os demais integrantes do ecossistema, fato este que na 

maioria das vezes é negligenciado. 

Ccanccapa et al. (2016) discorreram sobre a presença de clorpirifós, imazalil, 

diazinon, diuron e carbendazim, entre 2010 e 2011, na bacia do rio Ebro, Espanha. 

Yadav et al. (2015) relataram que há resíduos de agrotóxicos em corpos de água doce 

(rios, lagos e estuários) por toda a Índia, inclusive na água potável. 

Machado et al. (2016) realizaram um levantamento de contaminantes 

emergentes em águas brasileiras. Cem amostras de água potável foram investigadas 

em 22 capitais brasileiras, no período de 2011-2012. O estudo avaliou diferentes 

classes de contaminantes emergentes, incluindo plastificantes, hormônios, cafeína, 

triclosan e o herbicida atrazina. Em água potável foi verificado a presença de atrazina 

nas concentrações 2,0 a 6,0 ng L−1, e em água de nascente as concentrações foram 

de até 15 ng L−1. Este resultado demonstra que a presença de agrotóxico em água 

tratada é uma realidade no Brasil, e indica deficiência nas estações de tratamento. 

Em estudo recente, realizado no estado de Santa Catarina, a pedido do Ministério 

Público de Santa Catarina, foram avaliadas 100 amostras de água potável, coletadas 

em 90 cidades, no período entre março e outubro de 2018. Foram encontrados traços 

de agrotóxicos em 22 municípios, inclusive substâncias banidas na União Europeia por 

causa dos danos à saúde humana. Estes resultados comprovam a baixa eficiência dos 

sistemas de tratamento de água para remoção de agrotóxicos (G1, 2019). 

Os relatos de agrotóxicos sendo encontrados em água potável, e em efluentes 

de estações de tratamento de esgoto, comprovam que os processos convencionais 

de tratamento não são totalmente eficazes, devido à natureza recalcitrante dos 

diversos contaminantes lançados, portanto, existe a carência de processos 

alternativos de remediação, que busquem melhorar o tratamento destes poluentes, 

sendo uma alternativa promissora os processos avançados de oxidação (ALALM; 

TAWFIK; OOKAWARA, 2015; DUTTA et al., 2015). 

 

 

3.2 PROCESSOS AVANÇADOS DE OXIDAÇÃO 

 

 

Os processos avançados de oxidação, do inglês Advanced Oxidation 

Processes (AOPs), estão baseados na formação in situ de radicais hidroxila (HO•), os 
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quais apresentam alto poder oxidante (E0
ox = 2,80 V), não seletividade, capazes de 

mineralizar muitos compostos orgânicos em CO2, H2O, íons inorgânicos ou em 

substâncias menos recalcitrantes (AUTIN et al., 2013; BERBERIDOU et al., 2017; 

LIMA et al., 2017; LÓPEZ et al., 2017; LUO et al., 2014; PARKER et al., 2017; SUNIL 

PAUL et al., 2013). 

Os processos avançados de oxidação podem ser classificados por vários 

critérios, tais como: (i) a metodologia aplicada para gerar os radicais oxidantes (ii) 

utilização de irradiação ou não, (iii) sistema homogêneo ou heterogêneo, ou se é feito 

o uso de catalisadores heterogêneos. Independentemente do processo utilizado, o 

que é comum a todos é a produção de espécies altamente reativas, como os radicais 

hidroxila (HO•), que depois atacam os substratos orgânicos contidos nas matrizes 

poluídas, geralmente, convertendo-os em produtos com menor complexidade e 

toxicidade em comparação aos compostos iniciais, ou, idealmente, chegando em sua 

mineralização total, conforme esquema demonstrado abaixo (VAGI; PETSAS, 2019). 

 

AOPs → produção de radicais não seletivos → ataque aos substratos orgânicos → 

CO2 + H2O + íons inorgânicos 

 

O radical livre HO2
• e seu conjugado O2

•- também estão envolvidos nos 

processos de degradação, porém, esses radicais não são tão reativos quanto os 

radicais hidroxila. A espécie de radical hidroxila reage fortemente com a maioria das 

substâncias orgânicas por abstração de hidrogênio, ou adição eletrofílica à duplas 

ligações. Os radicais livres reagem ainda com o oxigênio molecular para dar origem a 

um radical peroxila, iniciando uma sequência de reações de degradação oxidativa, 

que podem conduzir à mineralização completa do contaminante. Além disso, os 

radicais hidroxila podem atacar os anéis aromáticos nas posições ocupadas por um 

halogênio, gerando um homólogo de fenol (CHIRON et al., 2000). 

O tempo de meia vida dos radicais hidroxila em água é estimado em menos de 

70 ns, ou seja, reações entre HO• e compostos orgânicos são extremamente rápidas, 

na ordem de 106 - 109 L mol-1 s-1. Desta forma, são as principais espécies envolvidas 

no tratamento de diversos contaminantes orgânicos (CHENNA et al., 2015). A 

produção destes radicais é possibilitada por diferentes processos avançados de 

oxidação, alguns exemplos estão citados na Figura 5.  
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Neste estudo avaliou-se a eficiência de degradação do agrotóxico comercial 

Lorsban®, por um processo avançado de oxidação (UV/H2O2), que é um processo 

fotoquímico, e por fotólise UVC. 

Nos processos fotoquímicos é necessário uma fonte de luz artificial [(a radiação 

utilizada pode ser UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) ou UVC (200-280 nm)], em 

situações de laboratório, obtidas por diferentes tipos de lâmpadas, normalmente de 

mercúrio ou xenônio) ou então luz solar natural. As reações que normalmente se 

observam após um contaminante ser irradiado com luz UV são: decloração, formação 

de espécies radicais e substituição de átomos de cloro por grupos hidroxila (CHIRON 

et al., 2000; UTZIG, 2016).  

 

Figura 5 - Exemplos de processos avançados de oxidação. 

 

Fonte: Adaptado de Miklos et al. (2018). 

 

A eficiência de degradação de AOPs fotoquímicos pode ser otimizada por 

fotocatálise homogênea ou heterogênea. Nos processos heterogêneos utilizam-se 

semicondutores (por exemplo, UV/TiO2), enquanto nos processos homogêneos 

utilizam-se sistemas de fase única (por exemplo, UV/H2O2) (CHIRON et al., 2000).  
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3.2.1 Processo UV/H2O2 

 

 

O processo UV/H2O2 pode ser descrito como a fotólise do peróxido de 

hidrogênio por radiação ultravioleta, em comprimento de onda de 254 nm. Nesta 

reação ocorre a cisão homolítica da molécula de H2O2, ou seja, a quebra de uma 

ligação sigma (O-O do H2O2) de elevada energia, gerando portanto, radicais hidroxila 

(HO•) (Equação 1), que atuam na degradação de espécies orgânicas poluentes 

(CHENNA et al., 2015; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016; OLAK-KUCHARCZYK; 

LEDAKOWICZ, 2017; STARLING et al., 2019). 

 

                                                  H2O2 + ℎʋ → 2 HO•                                                (1) 
 

Outras espécies formadas durante o processo estão demonstradas abaixo 

(Equações 2-4) (BENSALAH; CHAIR; BEDOUI, 2017). 

 

      H2O2 + HO• → H2O + HO2
•                                                          (2) 

     HO• + HO2
- → + HO2

• + HO-                                                        (3) 

    H2O2 + HO2
- → HO• + H2O + O2                                                 (4) 

 

Visto os potenciais de oxidação, os radicais hidroxila (E0
ox = 2,80 V) são mais 

eficientes que o peróxido de hidrogênio molecular (E0
ox = 1,78 V), promovendo assim 

uma oxidação mais energética. Ao utilizar radicais hidroxila, contaminantes orgânicos 

podem ser oxidados por três mecanismos: transferência eletrônica (geralmente ocorre 

com hidrocarbonetos clorados), adição eletrofílica (geralmente ocorre com 

hidrocarbonetos insaturados ou aromáticos) e abstração de hidrogênio (geralmente 

ocorre com hidrocarbonetos alifáticos). A ocorrência de um ou outro mecanismo de 

reação depende da presença, concentração e recalcitrância dos compostos orgânicos 

(BRITO; SILVA, 2012). 

O sistema é facilmente implementado, no entanto, necessita de alta energia 

para a decomposição do peróxido de hidrogênio, visto que por ser incolor não absorve 

luz visível, e para que ocorra a cisão homolítica utiliza-se somente radiação de onda 

curta, na faixa UVC (BOCZKAJ; FERNANDES, 2017; BRITO; SILVA, 2012). 
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3.3 FOTÓLISE 

 

 

A fotólise é considerada um dos mecanismos mais importantes de degradação 

de poluentes ambientais. Este mecanismo pode ocorrer de duas maneiras, através de 

fotólise direta ou indireta. A fotólise direta ocorre por meio da absorção de luz pelo 

próprio contaminante, onde o cromóforo da molécula absorve a energia radiante para 

formar uma molécula ativada, e desta forma ser degradada por homólise, heterólise 

ou fotoionização (LIN; LIN; LEE, 2014; REDDY; KIM, 2015; ZHU et al., 2014). 

Já na fotólise indireta, ocorre a absorção de luz pela matéria orgânica 

dissolvida, por exemplo, em ambiente aquoso podem haver nitritos e nitratos, ácido 

húmico e ácido fúvico, minerais ou metais de transição em solos, que produzam 

espécies reativas e que facilitam a degradação dos contaminantes por processo de 

fotoxidação, como na fotólise direta. No caso dos agrotóxicos comerciais, os próprios 

compostos contidos na fórmula do produto podem atuar na destruição do ingrediente 

ativo (LIN; LIN; LEE, 2014; REDDY; KIM, 2015; ZHU et al., 2014). 

 

 

3.4 DEGRADAÇÃO DE AGROTÓXICOS POR AOPs  

 

 

Diversos estudos de degradação de poluentes orgânicos são relatados na 

literatura através de diferentes processos avançados de oxidação, por exemplo, 

tratamento de produtos farmacêuticos, agroquímicos, derivados de refinaria de 

petróleo e lixiviados de aterro sanitário (RAHIM POURAN; ABDUL AZIZ; WAN DAUD, 

2015), águas residuais (DÍAZ-GARDUÑO et al., 2016), contaminantes emergentes 

(DE LA CRUZ et al., 2013; HEBERLE et al., 2019), fenol (BABUPONNUSAMI; 

MUTHUKUMAR, 2014), corantes (NAVARRO; GABALDÓN; GÓMEZ-LÓPEZ, 2017), 

cianotoxinas (JASIM; SATHTHASIVAM, 2016), entre outros (GIANNAKIS, 2019; 

TORRES et al., 2018), inclusive agrotóxicos. 

Dentre os trabalhos de degradação de agrotóxicos por diferentes AOPs, Lopez-

Alvarez et al. (2016) avaliaram a degradação do carbofuran (Furadan®) e da iprodiona 

(Rovral®), inseticida e fungicida, respectivamente, por processo UV/H2O2, e obtiveram 

75% de mineralização da mistura.  
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Abdessalem et al. (2010) estudaram a degradação de uma mistura de três 

agrotóxicos por processos foto-Fenton e eletro-Fenton, e demonstraram uma remoção 

de carbono orgânico total (TOC) de 82% em 60 minutos de tratamento foto-Fenton e 

240 minutos de tratamento eletro-Fenton. No final dos processos (480 minutos) 

obteve-se uma remoção de TOC de 93% e 94%, respectivamente, indicando uma 

mineralização inicial mais rápida com o processo foto-Fenton. 

Gozzi et al. (2012) estudaram a eficiência de degradação do herbicida 

clorimuron-etil frente a três processos, Fenton, foto-Fenton e ozonização, e relataram 

a obtenção de melhores resultados com o processo foto-Fenton, onde atingiram taxas 

de degradação maior que 97%, e de mineralização maior que 88%, provando ser uma 

técnica promissora. 

Martinez, Delgado e Jarvis (2016) avaliaram a eficácia de degradação do 

herbicida mecoprop (padrão analítico), em água deionizada e água superficial de uma 

região escocesa com diferentes AOPs (UV/PS, UV/H2O2, UV/TiO2, Fenton e foto-

Fenton), e demonstraram que o processo UV/H2O2 seria a melhor opção, visto a 

rápida degradação do mecoprop e a possibilidade de aplicação em grande escala. 

Jefferson et al. (2016) estudaram a degradação do agrotóxico metaldeído 

(padrão analítico) por dois AOPs (UV/H2O2 e UV/TiO2), em água sintética e água 

natural (retirada de uma estação de tratamento de água do Reino Unido), e concluíram 

que o processo UV/H2O2 é um tratamento robusto e uma alternativa viável para 

degradar compostos recalcitrantes.  

Dentre os trabalhos de degradação do clorpirifós por diferentes AOPs, Thind, 

Kumari e John (2018) desenvolveram experimentos em reator de bancada (com 

capacidade de 250 mL), a partir da metodologia de superfície de resposta, para 

degradar 200 mL de clorpirifós (100 mg L-1) por TiO2/H2O2/UVA, com lâmpada de 

mercúrio de 60 W. Sob condições otimizadas, após 3 horas de tratamento, atingiram 

68,29% e 74,38% de degradação de DQO e de CP, respectivamente. 

Murillo et al. (2010) estudaram a eficiência de degradação do CP (30 mg L-1) 

por processos foto-Fenton (radiação solar e artificial), TiO2/H2O2, O3/H2O2 e O3, em 

diferentes volumes. Nos processos foto-Fenton, em 5 minutos de tratamento atingiu-

se 82% de degradação com radiação solar, e 91% com radiação artificial. Nos 

processos TiO2/H2O2 e O3/H2O2 após 20 minutos não foi mais possível detectar o CP, 

e após 30 minutos também não foi mais possível detectar o CP com O3. 
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Amiri et al. (2018) avaliaram a degradação de 2,5 L de um efluente da 

agricultura, enriquecido com clorpirifós (2,74 mg L-1), tratado por TiO2/UV (radiação 

solar) em fotorreator de lagoa (com capacidade de 7,5 L). Após otimização dos 

parâmetros, utilizando metodologia de superfície de resposta, em 62,5 minutos de 

tratamento obtiveram 84,01% de degradação do CP. 

Utzig (2016) realizou a degradação do CP padrão analítico (200 μg L-1) por 

processo UV/H2O2 e fotólise UVC, durante 180 minutos, em reator de bancada com 

capacidade de 250 mL e lâmpada de alta pressão de vapor de mercúrio (125 W), 

alocada a 10 cm da borda do reator. Após 10 minutos de processo UV/H2O2 atingiu-

se uma degradação de 84,98%, e, após 60 minutos de tratamento por fotólise UVC 

atingiu-se uma degradação de 92,41% do CP. 

Femia et al. (2013) avaliaram a eficiência da degradação do clorpirifós 

comercial (15 mg L-1) por processo UV/H2O2, as degradações foram realizadas em 

reator anular de quartzo com capacidade de 1,2 L. Após 20 minutos de tratamento foi 

obtido 93% de degradação do CP com 450 mg L-1 de H2O2. Juntamente ao tratamento, 

avaliaram a ecotoxicidade das amostras com V. fischeri, constatando após 20 minutos 

de tratamento redução da toxicidade de 100% para 60%, no entanto, aumentou para 

95% após 40 minutos, inferindo a presença de subprodutos de maior toxicidade, que 

foram gerados ao longo da reação, e, após 300 minutos a toxicidade diminuiu para 

10%. Percebe-se que o acompanhamento da toxicidade das amostras é essencial nos 

estudos de degradação. 

 

 

3.5 BIOENSAIOS 

 

 

Atualmente muitas pesquisas têm utilizado bioensaios para determinar o 

impacto de contaminantes ambientais em diferentes organismos-teste (AGUIAR; 

ANDRADE-VIEIRA; OLIVEIRA DAVID, 2016; FERRARIO et al., 2018; HENTATI et al., 

2015; OLIVEIRA et al., 2015; SOLÍS et al., 2016). Os bioensaios medem a resposta 

de determinados organismos à exposição de contaminantes em comparação a um 

controle, podendo ser utilizado microrganismos, algas, plantas, invertebrados ou 

peixes (HEBERLE et al., 2019; WANG et al., 2018). 
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Os estudos de ecotoxicidade ajudam na compreensão dos mecanismos de 

ação dos mais diversos poluentes ambientais, e são extremamente importantes em 

toxicologia ambiental, inclusive para determinarem a eficiência de um processo de 

tratamento, visto que dificilmente a mineralização completa é alcançada, e, 

principalmente, quando as análises quantitativas disponíveis não atingem níveis 

traços (LIMA, 2017). 

Trabalhos de avaliação da ecotoxicidade dos agrotóxicos relatam que baixas 

concentrações destes compostos podem provocar alterações nos organismos-teste, 

imobilidade e a morte (DEMETRIO; BONETTO; RONCO, 2014; FATMA et al. 2018; 

MARIGOUDAR et al., 2018; REBECHI et al., 2014).  

Os testes de toxicidade aguda são realizados para verificar a concentração de 

uma substância, que causaria uma determinada resposta mensurável em um 

organismo-teste, num período de tempo relativamente curto, normalmente 24 ou 48 

horas. As respostas destes testes, geralmente, são relacionadas com a taxa de 

mortalidade ou imobilização dos organismos (BERTON, 2013) 

Os valores de toxicidade aguda estão baseados na concentração do agrotóxico 

que causa mortalidade em 50% dos organismos expostos, dito concentração efetiva 

(CE50) ou concentração letal (CL50) (AMÉRICO et al., 2015). 

Já os testes de toxicidade crônica, são realizados para verificar os efeitos de 

uma substância em um período de tempo, que pode ser parte ou então todo o ciclo 

de vida de um organismo-teste. Desta forma, é possível acompanhar os efeitos de 

uma exposição prolongada à concentrações sub-letais, ou seja, determinadas 

concentrações de uma substância tóxica onde os organismos sobrevivem, porém, 

afetam algumas das sua funções biológicas (por exemplo, crescimento e maturação, 

reprodução, desenvolvimento de ovos, entre outras) (BERTON, 2013). 

A utilização de organismos de diferentes níveis tróficos é muito importante 

para a compreensão dos efeitos tóxicos dos compostos em análise (HEBERLE et al., 

2019), e também auxilia na comparação entre trabalhos de áreas distintas (DÍAZ-

GARDUÑO et al., 2016). Neste estudo utilizou-se organismos de três níveis tróficos 

para a realização dos bioensaios, dois deles bem relatados na literatura (Daphnia 

magna e Lactuca sativa), e um deles pouco conhecido para esta finalidade (larvas de 

Aedes aegypti). 
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3.5.1 Daphnia magna 

  

 

Daphnia sp (microcrustáceo da Ordem Cladocera) é um organismo muito 

utilizado em estudos ecotoxicológicos em todo o mundo, devido à sua alta 

sensibilidade, ciclo de reprodução curto e por gerar testes bem estabelecidos e 

padronizados. Organismos do gênero Daphnia pertencem ao plâncton de águas 

continentais, e são amplamente representados na Argentina com uma dúzia de 

espécies. Estes invertebrados vivem naturalmente em rios e lagos de água doce, e 

servem como organismos sentinela do ambiente (CÁRCERES et al, 2007; 

DEMETRIO; BONETTO; RONCO, 2014). 

A espécie Daphnia magna (Figura 6) se reproduz pela partenogênese cíclica, 

desde que em condições favoráveis de temperatura e alimentação, são capazes de 

se reproduzir sexuadamente e assexualmente. No último caso, fêmeas geneticamente 

idênticas às suas mães são produzidas, sendo ideais para bioensaios visto a baixa 

variabilidade genética (PALMA et al., 2009). 

         

Figura 6 - Daphnia magna, amplamente utilizada em bioensaios. 

 

Nota: Observação em microscopia óptica, aumento de 40x (tamanho real médio de 5 a 6 mm). 
Fonte: Autoria própria.  

 

Em um estudo realizado com Daphnia magna, Demetrio, Bonetto e Ronco 

(2014) avaliaram a toxicidade dos ingredientes ativos e das fórmulas comerciais de 

três agrotóxicos (cipermetrina, clorpirifós e glifosato). A partir dos resultados dos 

bioensaios, relataram que as três fórmulas comerciais eram mais tóxicas do que o 

próprio ingrediente ativo (i.a.) em questão. Estes dados ecotoxicológicos devem ser 
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enfatizados, visto que muitos limiares regulatórios são estimados a partir da CL50 do 

ingrediente ativo para haver a liberação das formulações, e erroneamente o efeito 

tóxico destes compostos podem estar sendo subestimados. 

 

 

3.5.2 Lactuca sativa 

 

 

 Ensaios que utilizam plantas como organismo-teste se destacam por sua 

simplicidade, baixo custo e por seus diferentes parâmetros de avaliação (taxa de 

germinação, atividade enzimática ou peso de biomassa), por ser um método 

reprodutível, as sementes são auto-suficientes (não ssendo necessários 

adjuvantes/nutrientes), o tamanho/volume de amostra é pequeno, sem sazonalidade, 

as sementes podem ser facilmente adquiridas a granel e permanecem viáveis por um 

longo tempo, além de possuirem germinação rápida (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017; 

RIZZO, 2011; SILVEIRA et al., 2017). 

      Entre as plantas utilizadas para este fim, Allium cepa (cebola) é o organismo 

mais utilizado em testes de citotoxicidade e genotoxicidade, enquanto Lactuca sativa 

(alface) (Figura 7) já é amplamente utilizada em avaliações fitotóxicas e vem 

ganhando destaque em análises citotóxicas. Historicamente, esta última espécie 

serviu de organismo-teste em estudos de efeitos alelopáticos devido à sua rápida 

germinação, sensibilidade e uniformidade (SILVEIRA et al., 2017).  

   

Figura 7 - Exemplo de bioensaio realizado com sementes de Lactuca sativa. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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 No estudo de Silveira et al. (2017), houve comparação entre A. cepa e L. sativa 

via análise macroscópica (crescimento radicular) e microscópica (ciclo celular, ensaios 

cometa e fragmentação de DNA), após a exposição de suas raízes à poluentes 

ambientais, inclusive o herbicida atrazina. Ambas as espécies apresentaram resposta 

sensível e efetiva para avaliar riscos de poluentes ambientais, permitindo concluir que 

ambas, alface e cebola, são excelentes osganismos-teste, pois proporcionam análises 

simples de diferentes parâmetros com resultados rápidos e eficientes. 

 Outras espécies que podem ser utilizadas em bioensaios são: pepino (Cucumis 

sativus), rabanete (Raphanus spp L.), trevo vermelho (Trifolium pratense L.) e trigo 

(Triticum aestivum). Entretanto, estudos anteriores recomendam L. sativa como um 

bioindicador para determinar a toxicidade de amostras de solo e água (PRIAC; 

BADOT; CRINI, 2017). 

Dados da literatura indicaram que o clorpirifós e seus metabólitos possuem 

efeitos fitotóxicos em várias plantas terrestres e aquáticas, por exemplo, na 

germinação de sementes e plântulas de Pinus halepensis, mostarda branca (Sinapis 

alba L.), soja (Glycine max), milho (Zea mays L.) e azevém anual (Lolium multiflorum). 

Observou-se também, que os danos fitotóxicos na germinação de sementes, 

sobrevivência e crescimento das plantas se intensifica com o aumento da 

concentração de clorpirifós (JOHN; SHAIKE, 2015).  

Poucos estudos avaliaram alterações fitotóxicas em plantas cultivadas após 

aplicação de processos avançados de oxidação, em amostras aquosas contendo 

agrotóxicos. Até aonde se pode determinar, o único artigo sobre fitotoxicidade do 

clorpirifós (padrão analítico), utilizando sementes de L. sativa, após tratamento por 

AOP foi descrito por Utzig et al. (2019). 

 

 

3.5.3 Aedes aegypti 

 

 

Este organismo, tem sido utilizado recentemente como indicador do efeito 

tóxico de compostos organofosforados, pertencente à classe Diptera: Culicidae, é um 

mosquito originário da África, cujo nome específico (Aedes aegypti) lhe foi conferido 

por ser descrito primeiramente no Egito. Desde então tem acompanhado o homem 

em sua permanente migração, e atualmente tem sua distribuição mundial. Este 
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mosquito é amplamente reconhecido por ser transmissor da febre amarela, dengue, 

zika e chikungunya (BRAGA; VALLE, 2007; TEDJOU et al., 2019). 

Segundo o protocolo da Organização Mundial da Saúde, larvas do mosquito 

Aedes aegypti (Figura 8) podem ser utilizadas em testes que avaliam sua resistência 

ou suscetibilidade à inseticidas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1981), no 

entanto, seu uso em testes de ecotoxicidade ainda é incomum. 

Novamente, o único artigo encontrado até o momento é o estudo de Utzig et al. 

(2019), demonstrando a aplicabilidade dos testes com as larvas após avaliar o 

tratamento do CP (padrão analítico), até mesmo em concentrações do composto 

abaixo do limiar de quantificação. 

 

Figura 8 - Larvas do mosquito Aedes aegypti utilizadas em bioensaio. 

  

Fonte: Autoria própria. 
 

A utilização de pelo menos três espécies de organismos-teste, com funções 

ecológicas relevantes, demonstra-se necessária, visto que apenas uma espécie não 

é capaz de fornecer os possíveis efeitos da sustância analisada (HEBERLE et al., 

2019; LIZANO-FALLAS et al., 2017). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 ESTRATÉGIA DE TRABALHO 

 

 

As degradações deste estudo, processo UV/H2O2 e fotólise UVC, ocorreram por 

diferentes tempos de tratamento (30, 60, 90, 120, 240, 360 e 480 minutos). Após cada 

tratamento, buscou-se avaliar a concentração residual do CP, e a presença de 

subprodutos, por HPLC-DAD, bem como a ecotoxicidade da solução com três 

organismos teste: Daphnia magna, sementes de Lactuca sativa e larvas de Aedes 

aegypti.  

Para a análise da concentração residual do clorpirifós (CP) optou-se pela 

extração líquido-líquido (ELL), a qual foi desenvolvida e validada no grupo de pesquisa 

(LIMA, 2017). A quantificação residual do CP foi analisada por cromatografia a líquido 

de alta eficiência com detector de arranjo de diodo (HPLC-DAD), também 

desenvolvida e validada no grupo de pesquisa (UTZIG, 2016). A ordem das atividades 

realizadas no decorrer do trabalho estão apresentadas na Figura 9. 

 
 
Figura 9 - Fluxograma representativo das etapas realizadas neste trabalho. 
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4.2 REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

 

No preparo das soluções estoque foram utilizados os seguintes padrões 

analíticos: clorpirifós 99,9% de pureza (Sigma-Aldrich), clorpirifós-oxon 98,8% 

(ChemService) e 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) 99,2% (Sigma-Aldrich), todos grau 

Pestanal®. O produto comercial utilizado foi o Lorsban® 48% (Dow AgroSciences), que 

tem como princípio ativo o clorpirifós. 

Outros reagentes utilizados foram: peróxido de hidrogênio 35% m/m (Peróxidos 

do Brasil), Allper® (Peróxidos do Brasil), acetonitrila grau cromatográfico (J.T. Baker), 

água purificada em sistema denominado de osmose (Quimis), água ultrapura 

(MegaPurity), catalase de fígado bovino 4% m/v (Sigma-Aldrich), NaOH e H2SO4 de 

grau analítico, Peroxid-test® (Merck) e membrana de PTFE de 0,45 µm de porosidade 

(Sartorius Stedim Biotech GmbH). 

Os equipamentos utilizados foram: balança analítica (AUY 220, Shimadzu), 

radiômetro (MRUR-203, Instruterm), lâmpada de alta pressão de vapor de mercúrio 

de 125 W (Osram), agitador magnético (752A, Fisatom), rotaevaporador (RV10, IKA®), 

bomba de vácuo (TE-0581, Tecnal), ultrassom (Eco-Sonics), pHmetro (HI2211, Hanna 

Instruments), câmara de germinação (Solab), espectrofotômetro (Cary 50 Bio, Varian) 

e HPLC-DAD (1260 Infinity, Agilent). 

 

 

4.2.1 Soluções estoque de CP, CPO e TCP para análise cromatográfica  

 

 

As soluções estoque de clorpirifós (CP), clorpirifós-oxon (CPO) e 3,5,6-

tricloro-2-piridinol (TCP), foram preparadas em acetonitrila (1000 mg L-1), sendo 

armazenadas no freezer em frascos âmbares. Para análise cromatográfica, as 

soluções de trabalho (200 μg L-1) foram preparadas a partir da diluição da solução 

estoque, em água de osmose com 0,2% de acetonitrila, devido ao método 

anteriormente validado no grupo de pesquisa (UTZIG, 2016). 
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4.2.2 Solução estoque de Lorsban® para os ensaios de degradação 

 

 

O agrotóxico comercial Lorsban® é um concentrado emulsionável cuja 

concentração de clorpirifós (CP) é 48% (m/v), o restante é descrito como uma mistura 

de hidrocarbonetos aromáticos 53,6% (m/v) e demais ingredientes. As soluções foram 

preparadas levando em consideração apenas a concentração nominal do princípio 

ativo, o CP. 

A partir do produto comercial Lorsban®, preparou-se uma solução estoque em 

água ultrapura (240 mg L-1), sendo armazenada no freezer em frasco âmbar. As 

soluções de trabalho (200 μg L-1) foram preparadas no dia da degradação, em água 

de osmose, a partir da diluição da solução estoque. 

 

 

4.3 ENSAIOS DE DEGRADAÇÃO  

 

 

As degradações foram realizadas em reator de bancada (Figura 10), com 

capacidade de 600 mL de solução, equipado com refrigeração (água de torneira), 

agitação magnética e lâmpada de alta pressão de vapor de mercúrio de 125 W 

(Osram), sem o bulbo protetor original, inserida na solução por meio de um bulbo de 

quartzo, com emissão máxima de radiação em 254 nm. 

 

Figura 10 - Esquema do reator fotoquímico de bancada equipado com radiação artificial. 
 

 

 
Fonte: Adaptado de Liz (2013). 
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Em trabalho anteriormente desenvolvido no grupo de pesquisa (UTZIG, 2016), 

a incidência de radiação UVC emitida era de 0,75 mW cm-2, para uma distância de 10 

cm do reator, e concentração utilizada de H2O2 de 12 mg L-1. Neste trabalho, utilizando 

a lâmpada mergulhada na solução, cuja intensidade de radiação UVC emitida foi de 

10,97 mW cm-2, definiu-se um valor de concentração de H2O2 a partir de uma 

proporção aproximada de radiação UVC, em relação ao estudo de Utzig (2016), sendo 

então utilizado 100 mg L-1 de H2O2 no processo UV/H2O2. Inicialmente era adicionado 

100 mg L-1 de H2O2, e então readicionado esta mesma quantidade a cada 15 minutos 

de tratamento.  

A concentração de clorpirifós utilizada nos tratamentos foi de 200 μg L-1 

conforme trabalho de Utzig (2016), corroborando com o estudo de Rizzo et al. (2019), 

onde há relatos de demais trabalhos que também utilizaram concentrações próximas 

a esta em análises ambientais. 

Todos os tratamentos foram realizados com o pH natural da solução (entre 5 e 

6). As degradações foram avaliadas em sete tempos: 30, 60, 90, 120, 240, 360 e 480 

minutos, a cada tempo uma nova batelada do reator era iniciada, e ao final de cada 

ensaio de degradação o pH da solução contida no reator era ajustado para 7. 

No caso do processo UV/H2O2, ao término de cada reação era adicionado 

solução de catalase (1%), até completa remoção do peróxido de hidrogênio residual 

(FEMIA et al., 2013), confirmada com Peroxid-test®.  

Ao término de cada tempo de tratamento, de ambos os processos, UV/H2O2 e 

fotólise UVC, eram retiradas alíquotas para a extração líquido-líquido e para os 

bioensaios. A eficiência dos tratamentos foi avaliada segundo a Equação 5, ou seja, 

através da relação entre a concentração inicial de CP (C0) e a concentração final (C). 

 

Eficiência = 100 x (1 −
C

C0
)       (5) 

 

 

4.3.1 Determinação do peróxido de hidrogênio residual 

 

 

Através de metodologia espectrofotométrica, avaliou-se a quantidade de 

peróxido de hidrogênio residual utilizando reagente Allper® (BRANDHUBER; 



41 

 

 

KORSHIN, 2009), sendo retirado 3 mL de amostra do reator, a cada 15 minutos de 

processo UV/H2O2, e misturado a 3 gotas do reagente. Nos tempos mais longos de 

degradação as amostras eram retiradas a cada 30 minutos, para que o volume do 

reator não baixasse consideravelmente. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro (Cary 50 Bio, Varian), com cubeta de quartzo (1 cm de caminho 

óptico), na faixa de absorção de 395 nm. As quantificações foram realizadas a partir 

de uma curva analítica de 0,5 a 10 mg L-1, demonstrada no Anexo A. 

 

 

4.3.2 Extração líquido-líquido  

 

 

A extração líquido-líquido (ELL) foi baseada na metodologia de Nayak et al. 

(2016), com adaptações de acordo com o fator de concentração desejado. O método 

foi desenvolvido e validado anteriormente no grupo de pesquisa (LIMA, 2017), os 

ensaios de recuperação estão expostos no Anexo B. 

As extrações foram realizadas em duplicata para cada reator. Em dois funis de 

separação de 250 mL, adicionou-se 100 mL de amostra e 4 vezes de 10 mL de acetato 

de etila. A cada adição, agitou-se a mistura e separou-se as fases, orgânica e aquosa. 

Ao fim deste processo obteve-se um fator de concentração (FC) de 2,5 vezes.  

A partir desta etapa inicial, de acordo com o fator de concentração desejado 

para a amostra final, em função da detecção cromatográfica, foram feitas novas 

etapas de concentração das amostras.  

Para a amostra de 30 minutos do processo UV/H2O2, evaporou-se 4 mL da fase 

orgânica em fluxo de nitrogênio, e reconstituiu-se em 0,2 mL de água de osmose com 

0,2% de acetonitrila, obtendo-se um fator de concentração (FC) de 50 vezes. 

Para a amostra de 30 minutos da fotólise UVC, evaporou-se 1,6 mL da fase 

orgânica em fluxo de nitrogênio, e reconstituiu-se em 0,2 mL de água de osmose com 

0,2% de acetonitrila, obtendo-se um fator de concentração de 20 vezes. Decidiu-se 

por um FC menor visto que em trabalhos anteriores a fotólise realizava degradação 

mais lenta quando comparada com o processo UV/H2O2. 

Para as demais amostras, de ambos os tratamentos, dos tempos de 60, 90, 

120, 240, 360 e 480 minutos, foi necessário misturar as amostras obtidas inicialmente 

em duplicata para obter um fator de concentração maior, a fim de buscar determinar 
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a presença do CP no meio reacional, visto o limite de detecção cromatográfico. Para 

isso, rotaevaporou-se 50 mL da fase orgânica em rotaevaporador, e reconstituiu-se 

em 0,5 mL de água de osmose com 0,2% de acetonitrila, obtendo-se um fator de 

concentração de 250 vezes.  

Portanto, considerando-se a curva analítica, a qual apresenta limite de 

quantificação de 15 μg L-1, a partir dos fatores de concentração de 20, 50 e 250, 

assumiu-se que os limites de quantificação do CP passaram a ser 0,75, 0,30 e 0,06 

μg L-1, respectivamente. 

Para o tempo de 0 minutos, não foi realizada a concentração da amostra, sendo 

adicionado ao funil de separação 100 mL de amostra e 4 vezes de 10 mL de acetato 

de etila, posteriormente evaporou-se 1 mL da fase orgânica em fluxo de nitrogênio, e 

reconstituiu-se em 2,5 mL de água de osmose com 0,2% de acetonitrila. 

 

 

4.3.3 Análise quantitativa do clorpirifós por HPLC-DAD 

 

 

Em trabalho realizado anteriormente no grupo de pesquisa (UTZIG, 2016), foi 

validado o método de análise quantitativa do CP por HPLC-DAD. Utilizando a mesma 

coluna cromatográfica (Poroshell 120 EC-C18 4,6x150 mm; 2,7 μm, Agilent 

Technologies), pré-coluna (Poroshell 120 SB-C18 2,1x5 mm; 2,7 μm, Agilent 

Technologies) e o mesmo cromatógrafo (1260 Infinity, Agilent) equipado com bomba 

quaternária (G1311B), injetor automático (G1329B) e detector DAD (G4212B), 

realizou-se a verificação do coeficiente angular da curva analítica, pela análise de três 

concentrações em triplicata (20, 100 e 200 μg L-1), além da confirmação do tempo de 

retenção do analito (CP).  

Após a verificação, observou-se que poderiam ser utilizados os parâmetos de 

análise anteriormente validados por Utzig (2016). Os parâmetros da curva analítica 

são mostrados no Anexo C. As condições do método cromatográfico estão descritas 

no Quadro 2.  

A fase móvel, acetonitrila e água ultrapura, foram sonicadas em ultrassom por 

15 minutos, com a finalidade de remover a presença de gases dissolvidos. Registrou-

se os cromatogramas em varredura de 190 a 400 nm, com intervalos de 2 nm, sendo 

monitorado o CP em 290 nm.  
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Quadro 2 – Condições do método cromatográfico estabelecido para detecção e quantificação 
do clorpirifós em água com 0,2% de acetonitrila. 

Fase móvel Acetonitrila:H2O 

Proporção da fase móvel 90:10 (v/v) 

Vazão da fase móvel 0,4 mL min-1 

Tipo de eluição Isocrática 

Volume de injeção 50 μL 

Comprimento de onda monitorado 290 nm 

Tempo de corrida cromatográfica 15 minutos 

Fonte: Utzig (2016). 

 

 

4.4 BIOENSAIOS 

 

 

4.4.1 Ecotoxicidade aguda com Daphnia magna 

 

 

Os ensaios com Daphnia magna foram realizados seguindo a NBR 12713/2016 

(ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS, 2016). Dez organismos 

neonatos (2-26h) foram colocados em béqueres de 50 mL contendo 20 mL de 

amostra/controle negativo. Todas as amostras e controles foram testadas em triplicata 

(n=3). O controle negativo foi feito com água de diluição de D. magna (constituintes 

da água de diluição descritos no Anexo D).  

As amostras foram incubadas em câmara de germinação a 20±2°C, sem 

fotoperíodo, e após 48 horas foram contabilizados os organismos imóveis em cada 

frasco. Segundo a norma, imobilidade acima de 10% dos organismos classifica a 

amostra como tóxica.  

Os resultados foram expressos em função da porcentagem de imobilização. A 

carta controle dos testes de sensibilidade de D. magna, utilizando sulfato de zinco 

heptahidratado, está apresentada no Anexo E. 

 

 

 

 



44 

 

 

4.4.2 Fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa  

  

 

Os ensaios de fitotoxicidade com sementes de alface (Lactuca sativa) foram 

baseados na metodologia descrita por Sobrero e Ronco (2004) e Young et al. (2012). 

O teste consistiu na disposição de 15 sementes (Boston branca, Isla Pak®) sobre um 

papel filtro (80 g m-2, Unifil) com 4 mL de amostra em placa de Petri de 10 cm de 

diâmetro. As placas foram seladas com filme plástico e incubadas em câmara de 

germinação a 20±2°C, sem fotoperíodo, por 120 horas.  

Como controle negativo foi utilizado água de osmose reversa (Quimis), e como 

controle positivo solução de glifosato comercial (48% m/v) a 6%. Todas as amostras 

e controles foram feitos em triplicata (n=3). 

Após o período de exposição, o comprimento das radículas foi medido com 

precisão de uma casa decimal. Radículas com crescimento inferior a 0,3 cm são 

consideradas não germinadas. Calculou-se a média de comprimento de cada 

replicata, bem como o desvio padrão (DP). Os resultados foram avaliados através do 

índice de crescimento relativo (ICR) (Equação 6) e índice de germinação (IG) 

(Equação 7) (GARCIA et al., 2009). 

 

ICR =  
média do comprimento das radículas da amostra

média do comprimento das radículas do controle negativo 
 

   

(6) 
 

 

IG =  
média da germinação de cada réplica da amostra

média da germinação de cada réplica do controle negativo 
 x 100 

   

(7) 

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

amostra é classificada do seguinte modo: 

- inibição do crescimento da radícula (I): 0 < ICR < 0,8  

- efeito não significativo (NS): 0,8 ≥ ICR ≤ 1,2  

- estimulação do crescimento da radícula (E): ICR > 1,2  

Os resultados foram analisados estatisticamente com o auxílio do software livre 

BioEstat®, através da análise de variância (ANOVA) e teste de Dunnett, onde letras 

iguais demonstram que as amostras não foram consideradas significativamente 

diferentes (comparação entre amostra e controle). 
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4.4.3 Atividade larvicida em Aedes aegypti 

 

 

Os testes foram realizados com larvas de Aedes aegypti, seguindo a 

metodologia para determinação da suscetibilidade ou resistência da larva à 

inseticidas, determinado pela Organização Mundial da Saúde (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 1981), com adaptações de Utzig (2016). Utilizou-se ovos sadios de 

Aedes aegypti da linhagem Rockfeller, cedidos pelo Laboratório de Fisiologia e 

Controle de Artrópodes Vetores (LAFICAVE, Instituto Oswaldo Cruz – RJ). 

Para a eclosão dos ovos, estes foram colocados em béquer com 500 mL de 

água mineral, mantidos a 28ºC com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de 

escuro, em câmara de germinação. Para alimentação das larvas foi utilizado ração 

para peixe (MEP200 Complex, Alcom Basic®). Para os bioensaios utilizaram-se as 

larvas após aproximadamente 96 horas de eclosão dos ovos, entre o 3° e 4° instar 

(BAR; ANDREW, 2013; CHRISTOPHERS, 1960).  

Os testes foram realizados em béqueres de 50 mL com 25 mL de solução e 20 

organismos por réplica (n=4). O controle foi feito com água de osmose e todos os 

béqueres foram mantidos a 23ºC, sem fotoperíodo, em câmara de germinação por 24 

horas. Após as 24 horas de exposição das larvas às soluções, verificou-se a taxa de 

imobilidade (T.I.) das mesmas, e o resultado obtido foi expresso em % de imobilidade 

(Equação 8).  

 

T. I. =  
% mortalidade do ensaio − % mortalidade do controle x 100     

100 − % mortalidade do controle
 x 100                 (8) 

 

Ao final dos ensaios, todas as larvas foram expostas à solução de hipoclorito 

de sódio 10% (v/v). 

 

 

 

 

 

 



46 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

 

5.1 VERIFICAÇÃO DO MÉTODO CROMATOGRÁFICO 

 

  

 Para verificação do tempo de retenção (TR) do clorpirifós, e a conformidade do 

coeficiente angular, realizou-se a análise cromatográfica do CP nas mesmas 

condições e equipamento anteriormente utilizado no grupo de pesquisa (descrito no 

item 4.1.6). Em relação ao TR, verificou-se aproximadamente o mesmo (8,3 e 8,6 min), 

e com o mesmo perfil espectral.  

Para verificação da conformidade do coeficiente angular, utilizando três 

concentrações da curva de calibração, 20, 100 e 200 μg L-1 (baixa, média e alta 

concentração, respectivamente), obteve-se um coeficiente angular de 0,10198 ± 

0,0074 (Figura 11), demonstrando que este está contido dentro da variação obtida por 

Utzig (2016), de 0,10262 ± 0,0038 (Anexo C), permitindo desta forma, dar 

continuidade ao trabalho, utilizando valores de validação já obtidos anteriormente. 

 

Figura 11 – Equação de regressão para verificação do método cromatográfico. 
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Fonte: Autoria própria.  

 

Na Figura 12 pode ser visto o cromatograma tridimensional do CP, CPO e TCP, 

com tempos de retenção distintos, de 8,3, 5,2 e 4,9 minutos, respectivamente.  
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Figura 12 - Cromatograma tridimensional do CP, CPO e TCP em água e 0,2% de acetonitrila 
(eluição 90:10 de ACN:H2O, vazão 0,4 mL min-1). 

 

Nota: Utilizou-se coluna Poroshell 120 EC-C18 4,6x150 mm; 2,7 μm (Agilent Technologies). 
Fonte: Autoria própria. 
 

Na Figura 13 está o espectro UV do CP, e na Figura 14 estão os espectros UV 

do CPO e TCP. Diante destes espectros, percebe-se a similaridade entre eles, no 

entanto, eles não são iguais, e as pequenas diferenças apresentadas, junto aos 

diferentes TR, possibilitam determinar a presença ou ausência de CPO e TCP, nos 

cromatogramas referente às degradações. 

 

Figura 13 - Espectro UV do CP (em água e 0,2% de acetonitrila, eluição 90:10 de ACN:H2O e 
vazão 0,4 mL min-1).  
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Fonte: Autoria própria. 
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Figura 14 - Espectros UV do CPO e TCP (em água e 0,2% de acetonitrila, eluição 90:10 de 
ACN:H2O e vazão 0,4 mL min-1).  
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Fonte: Autoria própria. 
 

 

5.2 DEGRADAÇÃO DO LORSBAN® POR PROCESSO UV/H2O2 

 

 

Em relação ao consumo de peróxido de hidrogênio no decorrer dos processos 

UV/H2O2, observou-se uma constância residual de H2O2 menor que 10% em cada 

leitura (realizadas inicialmente a cada 15 minutos até 120 minutos, posteriormente a 

cada 30 minutos), indicando um consumo regular de mais de 90% de H2O2 em cada 

amostra, valores demonstrados na Tabela 1. Lembrando que era readicionado 100 

mg L-1 de H2O2 a cada 15 minutos de processo.  

 

Tabela 1 - Concentração residual de H2O2 do processo UV/H2O2. 
 

Amostras do 
processo 

UV/H2O2 (min) 
 

 

Concentração 
residual de H2O2  

(mg L-1) 
 

 

Amostras do 
processo 

UV/H2O2 (min) 
 

 

Concentração 
residual de H2O2  

(mg L-1) 
 

15 6,42 210 7,83 

30 6,66 240 9,36 

45 4,02 270 8,68 

60 3,90 300 9,00 

75 6,27 330 9,20 

90 4,73 360 9,83 

105 9,44 390 6,04 

120 8,00 420 6,39 

150 7,33 450 6,66 

180 7,69 480 6,43 

Fonte: Autoria própria.  
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É importante monitorar o consumo de H2O2 para não haver uso desnecessário 

de reagente (FEMIA et al., 2013), bem como para que não haja excesso de H2O2 no 

meio reacional, pois este pode atuar como sequestrante de radicais hidroxila, 

formando assim o radical hidroperoxila (•OH2), que tem um menor potencial de 

oxidação (E0
ox=1,42 V), prejudicando desta forma o processo de degradação 

(BOCZKAJ; FERNANDES, 2017; BRITO; SILVA, 2012; PUPO NOGUEIRA et al., 

2007). 

Após os tratamentos por UV/H2O2 (cromatogramas expostos na Figura 15), 

notou-se a eficácia dos mesmos visto que após 30 minutos de tratamento, observou-

se uma concentração residual de CP de 3,51 μg L-1, indicando uma eficiência de 

98,24% de degradação do princípio ativo.  

A partir de 60 minutos de processo, a degradação do CP foi maior que 99,99%, 

não sendo possível detectar a presença do ingrediente ativo, devido ao limite de 

detecção do método (LD = 0,02 μg L-1), utilizando um fator de concentração (FC) de 

250 vezes. 

Em relação aos subprodutos formados, foi feita uma análise do tempo de 

retenção e perfil espectral destes compostos, onde espectros iguais foram marcados 

por letras iguais (Figura 14). Por exemplo, o clorpirifós-oxon (CPO) apareceu nas 

amostras de 60 e 240 minutos, sendo marcado em ambos com a letra “B”.  

 Outros subprodutos de degradação do Lorsban® foram observados mais de 

uma vez durante os tratamentos, por exemplo, os mesmos espectros UV, nos tempos 

de aproximadamente 10,4 e 12,5 minutos, podem ser vistos nas degradações de 60, 

120, 240, 360 e 480 minutos (subprodutos marcados com as letras “C” e “D”), no 

entanto, a técnica analítica utilizada neste estudo (HPLC-DAD) não permite a 

identificação dos subprodutos gerados após as degradações. 

Demais picos observados nos cromatogramas não apresentam a demarcação 

de letras pois não haviam espectros UV bem definidos para realizar possíveis 

comparações. 

O 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), metabólito da hidrólise direta do CP e/ou da 

hidrólise do CPO (ANWAR et al., 2009; PELIT et al., 2012; ROBLES-MOLINA et al., 

2012), não foi detectado em nenhuma amostra. Caso o TCP tenha sido formado, 

devido a sua alta solubilidade em água (80,9 mg L-1 a 25°C) ele pode não ter sido 

extraído no processo de extração líquido-líquido aplicado neste experimento. 
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Figura 15 - Cromatogramas de degradações do Lorsban® por processo UV/H2O2 (eluição 90:10 
de ACN:H2O, vazão 0,4 mL min-1

 e monitoramento em 290 nm). Concentração de clorpirifós: (a) 
200 μg L-1; (b) 3,51 μg L-1; (c)-(h) <LD. 
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Robles-Molina et al. (2012) degradaram CP (padrão analítico) em reator 

eletroquímico de bancada (capacidade de 5 L, ânodo de diamante e cátodo de aço 

inoxidável, por 12 horas, e concentrações de 0,1 mg L-1 - 1,0 mg L-1), e observaram 

de forma similar a este estudo, que a degradação do CP chegou ao LD do método, 

independente da concentração inicial do composto ou da corrente aplicada. Durante 

as reações foram identificados seis subprodutos, entre os quais o CPO e TCP. Sendo 

utilizado cartuchos C18 (Bond elut® 500 mg) para a extração em fase sólida, diferente 

deste estudo, onde foi realizada a extração líquido-líquido.  

 Em seu trabalho, Robles-Molina et al. (2012) sugerem a formação do CPO a 

partir da oxidação da dupla ligação (P=S) do CP. Outras explicações para os demais 

subprodutos formados são: dietil hidrogeno fosfato tem alta polaridade, sendo 

sugerido que é formado a partir de uma primeira hidrólise da molécula de CPO, já o 

3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) seria formado a partir da segunda hidrólise da molécula 

de CPO; o subproduto etil 3,5,6-tricloropiridin-2-il hidrogeno fosfato poderia ser 

formado a partir da perda de um grupo etil da molécula do CPO; O,O-dietil O-

hidrogeno fosforotioato seria formado a partir da hidrólise do CP com o TCP; já o O-

etil O-3,5,6-tricloropiridin-2-il O-hidrogeno fosforotioato poderia ser formado pela 

perda de um grupo etil da molécula de CP (ROBLES-MOLINA et al., 2012). 

 O uso da técnica HPLC-DAD não nos permite afirmar se algum destes 

compostos também foi formado no presente trabalho, pois Robles-Molina et al. (2012) 

utilizaram uma identificação de estruturas por HPLC-TOFMS, não sendo encontrados 

espectros UV destes compostos, mas corrobora a hipótese de que alguns dos 

subprodutos observados na Figura 15 podem ser derivados do CP, porém, também 

poderiam ser atribuídos à subprodutos formados a partir dos compostos da 

formulação do Lorsban®.   

Em relação aos tempos de degradação, se analisarmos resultados da literatura, 

como por exemplo no trabalho de Utzig (2016), que realizou a degradação do CP 

padrão analítico (200 μg L-1), por processo UV/H2O2, durante 180 minutos (em reator 

de  250 mL e lâmpada de alta pressão de vapor de mercúrio de 125 W, alocada a 10 

cm da borda do reator), foi possível detectar o CP em até 20 minutos, e quantificar em 

até 10 minutos de tratamento (30,05 μg L-1), mesmo sem aplicação de concentração 

da amostra, representando uma degradação de 84,98%. 

Femia et al. (2013) realizaram a degradação do CP comercial (15 μg L-1), pelo 

processo UV/H2O2 durante 4 horas, em reator anular de quartzo com capacidade de 
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1,2 L e lâmpada de 20 W (λ=253,7 nm). Após 40 minutos de tratamento, houve uma 

degradação do composto superior a 99%.  

Na degradação do Lorsban® (200 μg L-1) por processo UV/H2O2 (em reator de 

de 600 mL e lâmpada de alta pressão de vapor de mercúrio de 125 W, posicionada a 

10 cm da borda do reator), Lima (2017) degradou 96,4% do CP em 20 minutos de 

reação, 98% em 120 minutos, e, em 180 minutos não foi mais detectado o composto 

mesmo usando um fator de concentração de 10x.  

No exemplo acima, torna-se evidente a maior eficiência do método estudado, 

visto que as condições da lâmpada e reator são as mesmas. Estes dados corroboram 

com a hipótese do sistema, de que quando a lâmpada é mergulhada na solução o 

processo se torna mais eficiente, quando comparado aos testes realizados com a 

lâmpada posicionada de forma superficial. E, quando comparado com trabalhos de 

degradação do produto comercial, observa-se uma tendência do CP em demorar mais 

tempo para ser tratado, o que pode ser atribuído ao consumo dos radicais gerados 

para tratar os demais compostos da formulação. 

 

 

5.3 DEGRADAÇÃO DO LORSBAN® POR FOTÓLISE UVC 

 

  

 Nos processos de fotólise UVC (cromatogramas expostos na Figura 16), 

percebe-se que o tratamento também se mostrou eficiente para a degradação do 

clorpirifós. Em 30 minutos de processo observou-se uma concentração residual de CP 

de 1,65 μg L-1, representando uma eficiência de 99,18% de degradação.  

No tratamento de 60 minutos em diante, a concentração do CP foi inferior ao 

LD de 0,02 μg L-1, não sendo mais observado sinal referente ao CP, indicando que a 

degradação do princípio ativo foi maior que 99,99%. 

Na Figura 15 pode-se observar a presença de vários subprodutos de 

degradação, em diversos tempo de tratamento, inclusive CPO em 240 e 480 minutos. 

Para compostos já observados no tratamento UV/H2O2, como o CPO, estes foram 

marcados na Figura 16 com a mesma letra utilizada na Figura 15, e novos subprodutos 

foram marcados com letras sequenciais às utilizadas na Figura 15.  
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Figura 16 - Cromatogramas de degradações do Lorsban® por fotólise UVC (eluição 90:10 de 
ACN:H2O, vazão 0,4 mL min-1

 e monitoramento em 290 nm). Concentração de clorpirifós: (a) 
200 μg L-1; (b) 1,65 μg L-1; (c)-(h) <LD. 
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Assim como no processo UV/H2O2, o TCP também não foi detectado em 

nenhuma amostra da fotólise UVC, provavelmente pelos mesmos motivos já 

discutidos anteriomente. 

Alguns dos subprodutos do tratamento por fotólise UVC (demonstrados na 

Figura 16) podem ser observados mais de uma vez, por exemplo, nos tempos de 240, 

360 e 480 minutos, observa-se o mesmo espectro UV (marcado com a letra “C”) em 

aproximadamente 10,4 minutos. Em 120, 240, 360 e 480 minutos de degradação, 

observa-se o mesmo espectro UV (marcado com a letra “D”) em aproximadamente 

12,5 minutos. Estes mesmos espectros são observados como subprodutos de 

degradação de ambos os processos, UV/H2O2 e fotólise UVC, inferindo que as rotas 

de formação destes dois compostos são favorecidas. 

Além de serem observados como subproduto de ambos os processos, o 

espectro UV marcado com a letra “D”, é formado em quantidade muito superior em 

alguns tempos, visto as unidades de absorbância (mAU) dos cromatogramas.  

Exemplos desta situação podem ser vistos nos tempos de 60 e 360 minutos do 

processo UV/H2O2, e nos tempos de 240 e 480 minutos da fotólise UVC.  

Os tempos de retenção (TR) dos subprodutos gerados na degradação do 

Lorsban® (demarcados com as letras de “A” à “P”), de ambos os processos, estão 

demonstrados na Tabela 2. Lembrando que demais picos observados nos 

cromatogramas, não apresentam a demarcação de letras pois não haviam espectros 

UV bem definidos para realizar possíveis comparações. 

 

Tabela 2 - Tempo de retenção aproximado dos subprodutos de degradação do Lorsban®, de 
ambos os processos de tratamento (UV/H2O2 e fotólise UVC). 

 

Subproduto de 
degradação do 

Lorsban®  

 

 
TR (min) 

 

Subproduto de 
degradação do 

Lorsban® 

 

 
TR (min) 

A 5,8 I 4,7 

B 5,2 J 5,2 

C 10,4 K 5,6 

D 12,5 L 6,3 

E 5,6 M 3,2 

F 8,0 N 6,3 

G 5,2 O 9,1 

H 5,6 P 5,7 

Fonte: Autoria própria. 
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Conforme já mencionado na discussão dos resultados do processo UV/H2O2, 

sobre os subprodutos de degradação do CP, além de Robles-Molina et al. (2012), 

outros trabalhos também citam possíveis compostos formados em estudos de 

degradação do CP (BORRÁS et al., 2015; PINTO et al., 2015; SLOTKIN et al., 2009), 

no entanto, não foi localizado nenhum trabalho envolvendo os espectros UV dos 

possíveis subprodutos, para que fosse possível a verificação da compatibilidade dos 

resultados obtidos com dados da literatura.  

De forma similar a este estudo, Pinto et al. (2015) realizaram a fotólise UVC do 

CP padrão analítico, em reator de 300 mL e concentração inicial de 1 mg L-1. No 

entanto, foi utilizado extração em fase sólida Oasis HLB® (60 mg), enquanto no 

presente estudo, foi utilizada a extração líquido-líquido. Desta forma, constataram a 

completa degradação do CP após 60 minutos de tratamento, sendo o principal 

subproduto gerado o TCP, e a presença de CPO não foi detectada, ao contrário dos 

resultados observados neste trabalho.  

No trabalho de Borrás et al. (2015), foi realizado a degradação atmosférica de 

CP e CPO (fotólise solar) em câmaras EUFORE, que são projetadas para simular 

condições atmosféricas. Após a degradação dos compostos foram identificados 

quinze subprodutos de degradação do CP, e nove subprodutos de degradação do 

CPO. Sendo sugerido que as moléculas parcialmente oxidadas mantiveram as 

estrutura central do CP, sendo modificado principalmente a dupla ligação de P=S por 

P=O, ou então, O-CH3 por OH.  

Slotkin et al. (2009) realizaram a fotólise UVC do CP padrão analítico 

(solubilizado em metanol), em reator colimado de bancada com quatro lâmpadas de 

mercúrio de baixa pressão (λ=254 nm), e concentração inicial de CP de 550 mg L-1. 

Após 60 e 120 minutos de tratamento, houve uma redução de 50% e 70%, 

respectivamente. A quantificação do CP foi realizada em HPLC-DAD, no entanto, a 

análise dos subprodutos foi realizada em GC-MS, onde observou-se a presença de 

sete metabólitos, entre eles o CPO, de forma similar a este estudo. 

Em relação especificamente ao monitoramento da degradação do CP, no 

trabalho realizado por Utzig (2016), em 180 minutos de degradação do CP padrão 

analítico, com concentração inicial de 200 μg L-1, foi possível quantificar o CP em até 

60 minutos de tratamento pós fotólise UVC. Obteve-se uma concentração residual de 

CP de 15,18 μg L-1, indicando uma degradação de 92,41%. 

 



62 

 

 

Femia et al. (2013) realizaram a fotólise de 4 L de uma solução de CP comercial 

(15 μg L-1) por 4 horas, em reator anular de quartzo, com capacidade de 1,2 L e 

lâmpada de 20 W (λ=253,7 nm). Após 120 minutos de tratamento houve uma 

degradação de aproximadamente 90% do CP. 

Lima (2017) degradou Lorsban® (concentração inicial de 200 μg L-1) por 180 

minutos, em reator de 600 mL, por fotólise UVC e lâmpada de alta pressão de vapor 

de mercúrio de 125 W (posicionada a 10 cm da borda do reator), e quantificou CP 

após 180 minutos de tratamento, usando um fator de concentração de 10x. Obteve-

se uma concentração residual de CP de 2,33 μg L-1, indicando uma eficiência de 

degradação de 98,72%. 

Novamente os resultados corroboram com a hipótese de que o tratamento é 

mais rápido com a lâmpada mergulhada na solução. Ainda, principalmente no trabalho 

desenvolvido por Femia et al. (2013), observa-se que o uso de uma lâmpada de menor 

potência afeta fortemente o processo de degradação, alcançando valor 

consideravelmente inferior de degradação do CP. 

Comparando os resultados de Femia et al. (2013), Lima (2017) e Utzig (2016), 

sobre a degradação do CP perante os processos UV/H2O2 e fotólise UVC, percebe-se 

uma grande discrepância nas taxas de degradações, e, desta forma, observa-se que 

nestes três trabalhos o processo UV/H2O2 demonstrou-se mais eficiente que a fotólise 

UVC. Esta eficiência sobressalente do processo UV/H2O2 não foi observada no 

presente estudo. Visto as taxas de degradação obtidas em 30 minutos de processo 

UV/H2O2 e fotólise UVC (98,24% e 99,18%, respectivamente), percebe-se que não 

houve grande discrepância entre os tratamentos, como foi observado nos resultados 

da literatura, este fato pode estar atrelado à lâmpada estar mergulhada nas soluções, 

proporcionando uma radiação UVC efetiva diferente entre os processos. 

Além dos processos avaliados neste trabalho, há relatos na literatura da 

aplicação de outros AOPs na degradação do CP, como TiO2/H2O2/UV, foto-Fenton, 

TiO2/H2O2, O3/H2O2, O3, TiO2/UV, entre outros, sendo que a grande maioria prioriza a 

degradação do princípio ativo, sem preocupação com o monitoramento em relação à 

toxicidade do efluente gerado ao longo dos processos (AMIRI et al., 2018; MURILLO 

et al., 2010; THIND; KUMARI; JOHN, 2018). 

Neste sentido, no presente trabalho, foram realizados bioensaios para 

averiguar a possível toxicidade das amostras geradas nos diversos tempos já citados, 

sendo analisados os resultados para Daphnia magna, sementes de Lactuca sativa e 
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larvas de Aedes aegypti, discutidos na próxima seção. 

 

 

5.4 BIOENSAIOS 

 

 

5.4.1 Ecotoxicidade aguda com Daphnia magna 

 

 

Os resultados dos testes de ecotoxicidade aguda com D. magna e amostras de 

Lorsban®, pré e pós processo UV/H2O2 e fotólise UVC, estão expressos nas Tabelas 

3 e 4, respectivamente, em função da média de organismos imóveis (MOI) e 

porcentagem de imobilização.  

Na Tabela 3, amostras pós processo UV/H2O2, pode-se observar que apenas 

no último tempo de tratamento (480 minutos) a toxicidade diminuiu de 100% para 

63,33%.  

 

Tabela 3 - Resultado dos testes de ecotoxicidade aguda com Daphnia magna e amostras de 
Lorsban® após processos UV/H2O2. 

Processo / Amostra MOI Imobilização (%) DPR CV (%) 

Controle negativo 0 0 0 0 

     

UV/H2O2  

 

 

 

 

 

 

0 min 

30 min 

60 min 

90 min  

120 min 

240 min 

360 min 

480 min 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

6,33 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

63,33 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

15,28 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

24,12 

Nota: MOI: média de organismos imóveis (n=3); DPR: desvio padrão relativo; CV: coeficiente 
de variação. Fonte: Autoria própria. 

 

Na Tabela 4, após tratamento por fotólise UVC, observa-se uma diminuição da 

toxicidade em 120 minutos, de 100% para 30%, depois aumenta para 100% em 240 



64 

 

 

minutos, em 360 minutos diminui para 40%, e novamente ocorre um aumento para 

100% em 480 minutos. 

 

Tabela 4 - Resultado dos testes de ecotoxicidade aguda com Daphnia magna e amostras de 
Lorsban® após tratamentos por fotólise UVC. 

Processo / Amostra MOI Imobilização (%) DPR CV (%) 

Controle negativo 0 0 0 0 

      

Fotólise UVC 

 

 

 

 

 

 

0 min 

30 min 

60 min 

90 min  

120 min 

240 min 

360 min 

480 min 

10 

10 

10 

10 

3 

10 

4 

10 

100 

100 

100 

100 

30 

100 

40 

100 

0 

0 

0 

0 

17,32 

0 

10,00 

0 

0 

0 

0 

0 

57,74 

0 

25,00 

0 

Nota: MOI: média de organismos imóveis (n=3); DPR: desvio padrão relativo; CV: coeficiente 
de variação. Fonte: Autoria própria. 

 

No tempo 0 minuto (amostra não tratada), de ambos os processos, observou-

se 100% de imobilidade. Este comportamento tóxico pode ser explicado devido a 

estes organismos serem animais e possuírem a enzima acetilcolinesterase, que por 

sua vez é o principal alvo do mecanismo de ação tóxica do CP. Porém, não pode ser 

descartado que essa toxicidade também seja atribuída aos componentes da 

formulação ou, a efeitos sinérgicos destes com o próprio CP, uma vez que estas 

hipóteses não foram testadas. 

Em relação as amostras de 30 minutos, de ambos os processos, observou-se 

100% de imobilidade nos organismos-teste. Como foi visto anteriormente nos 

resultados cromatográficos, a concentração residual de CP era de 3,51 μg L-1 e 1,65 

μg L-1, para UV/H2O2 e fotólise UVC, respectivamente. Considerando a CE50 do CP 

padrão para Daphnia magna de 0,15 μg L-1 (UTZIG, 2016), usando 0,2% de ACN em 

água, percebe-se que as concentrações residuais de CP estão acima da CE50 do CP. 

Desta forma, pode-se supor que a toxicidade observada nestas amostras foi gerada, 

a princípio, pelo princípio ativo (CP), no entanto, também pode ser resultado da 

formação de subprodutos no meio reacional. 
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Após 60 minutos, em ambos os processos propostos, a concentração do CP é 

inferior ao seu LD (0,02 μg L-1), tendo atingido índice de degradação do princípio ativo 

superior a 99,99%. Considerando a CE50 do CP de 0,15 μg L-1 (UTZIG, 2016), a 

toxicidade encontrada não pode ser atribuída à presença de forma isolada de CP em 

solução. Desta forma, após o tempo de 60 minutos, em ambos os processos, supõe-

se que a toxicidade gerada possa estar correlacionada à presença dos compostos 

utilizados para solubilizar o ingrediente ativo nas formulações comerciais, aos seus 

subprodutos, bem como aos subprodutos gerados a partir do CP (Figuras 15 e 16). 

Pelit et al. (2012) afirmam que o CPO é cerca de 3000 vezes mais tóxico que o 

próprio CP, na inibição da enzima acetilcolinesterase, neste caso, coincidindo o 

aumento da toxicidade observada para o teste de Daphnia magna exposta aos 

subprodutos da fotólise UVC nos tempos de 240 e 480 minutos de tratamento.   

Sparling e Fellers (2006) avaliaram a toxicidade aguda do CP e CPO, em 

ensaios com Rana Boylii (rã), demonstrando que a mortalidade dos organismos-alvo 

ocorreu em todas as concentrações superiores a 500 μg L-1 para o CP, enquanto que 

para o CPO, concentrações da ordem de 5 μg L-1 foram suficientes para causar a 

mortalidade de 100% dos organismos. 

No teste agudo realizado por Utzig (2016) com D. magna, para ensaios de 

degradação do CP padrão analítico (200 μg L-1), por processo UV/H2O2 e fotólise UVC, 

ainda era observada toxicidade nas amostras de 180 minutos. Cabe ressaltar que não 

foi possível determinar se a concentração do CP já estava inferior a concentração de 

CE50 (0,15 μg L-1), para atribuir a toxicidade aos subprodutos, ou se esta toxicidade 

ainda era remanescente da concentração de CP nas amostras.  

Valores de CE50 envolvendo o uso de acetona ou acetonitrila, como solvente 

orgânico para auxílio na diluição do CP em água (Tabela 5), mostram pequenas 

variações na toxicidade do CP para diferentes espécies de Daphnia e também para 

diferentes quantidades e tipos de solventes orgânicos usados nos testes, indicando 

um possível efeito quanto ao solvente presente no meio.  

Conforme mostrado na Tabela 5, a CE50 determinada por Lima (2017) para o 

Lorsban® (CE50 = 1,4x10-4 μg L-1), apresenta uma toxicidade muito superior aos 

valores determinados para o CP padrão analítico (CE50 da ordem de 0,2 μg L-1). 

Sugere-se inicialmente que os compostos utilizados na dissolução do CP sejam os 

principais responsáveis por esse resultado, no entanto, não se sabe quais compostos 

fazem parte da solução, muito menos após processos de degradação. 
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Tabela 5 - Valores de CE50 relatados na literatura para a espécie Daphnia, em testes de toxicidade 
aguda. 

Organismo Amostra CE50 Referência 

Daphnia magna CP em água com 
0,2% de acetonitrila 

0,15 μg L-1 UTZIG, 2016 

Daphnia carinata CP em água com 
acetona 

0,24 μg L-1 CÁCERES et al. 2007 

Daphnia carinata CP em água com 
acetona 

0,50 μg L-1 ZALIZNIAK; 
NUGEGODA, 2005 

Daphnia magna CP em água com 
acetona 

0,19 μg L-1 KIKUCHI; SASAKI; 
WAKABAYASHI, 2000 

Dapnhia magna Não informado 0,16 μg L-1 WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 
2009 

Daphnia magna Lorsban® 1,4x10-4 μg L-1 LIMA, 2017 

Fonte: Autoria própria. 

 

Cabe ressaltar, que o CP comercial encontra-se dissolvido em uma mistura de 

hidrocarbonetos aromáticos contendo solvente de nafta, mistura de hidrocarbonetos 

aromáticos pesados e outros ingredientes não especificados no rótulo. Portanto, a 

interação dos solventes empregados nas formulações podem potencializar os efeitos 

tóxicos do Lorsban®, dado o volume utilizado destes na solução comercial. Deve-se 

esperar também, que estes compostos sofram degradação e gerem subprodutos 

desconhecidos e com toxicidade desconhecida. 

A determinação da CE50 para o Lorsban®, é mais um forte indício de um 

possível efeito da influência de outros compostos associados ao CP, mas também não 

pode ser descartado a toxicidade direta destes compostos, uma vez que eles não 

foram avaliados individualmente.  

Como não há estudos referente a toxicidade dos solventes utilizados nas 

formulações comerciais, pode-se ter uma suposição da toxicidade perante outros 

solventes relatados na literatura. Esta possibilidade mostrou-se presente mesmo em 

efeitos crônicos, com baixas concentrações de solventes orgânicos, comuns de 

laboratório (HUTCHINSON et al., 2006). 

Braga (2017) avaliou a exposição da Daphnia magna aos solventes etanol e 

acetona em presença do fungicida tebuconazol, na concentração de 0,5 μg L-1, 

observando efeitos variados conforme a quantidade de solvente era usada, 

evidenciando efeitos de interação quando o agrotóxico é submetido a diferentes 
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concentrações do solvente. Para o tebuconazol a literatura relata CE50 com D. magna, 

em teste agudo, de 631,4 μg L-1 (CUPERTINI, 2017). 

Braga (2017) também realizou testes crônicos, avaliando o efeito dos solventes 

etanol e acetona, a 0,04%, não sendo observados quaisquer efeitos sobre os 

organismos-alvo, tornando dúbio o parâmetro da OECD, que estabelece um valor 

máximo de 0,01% de solvente em testes crônicos, onde são avaliadas alterações na 

reprodução das Daphnias (ORGANISATION FOR ECONOMIC COOPERATION AND 

DEVELOPMENT, 2012).  

Alguns estudos demonstram que mesmo na faixa de ng L-1 o CP ainda pode 

causar toxicidade, como no estudo de Zalizniak e Nugegoda (2005), que avaliaram a 

toxicidade crônica do CP frente à Daphnia carinata, indicando que uma exposição 

prolongada a 5 ng L-1 de CP, causou efeitos negativos na reprodutibilidade do 

organismo até sua terceira geração.   

 

 

5.4.2 Fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa  

  

 

A partir dos testes de fitotoxicidade realizados com sementes de Lactuca sativa 

e amostras de Lorsban®, pré e pós processo UV/H2O2 e fotólise UVC, obteve-se a 

medida do comprimento das radículas e o total de sementes germinadas. Após o 

período de exposição de 120 horas, foram possíveis os cálculos do coeficiente de 

variação (CV), a média de crescimento das radículas (CRad) e seus respectivos 

desvios padrão, índice de germinação (IG) e índice de crescimento relativo (ICR). 

No teste de controle positivo com glifosato (6%), não houve germinação das 

sementes, como era esperado, devido a função herbicida do mesmo.  

Nas amostras do processo UV/H2O2 (Tabela 6), observa-se que duas delas 

apresentaram inibição da radícula, como pode ser visto pelo índice de crescimento 

relativo de 0,7. Este resultado indica uma geração de subprodutos de degradação 

mais tóxicos que o próprio agrotóxico em questão, corroborando com dados da 

literatura (HEBERLE et al., 2019; UTZIG et al., 2019).  
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Tabela 6 - Resultado dos testes de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa e amostras 
de Lorsban® após processos UV/H2O2. 

Processo / Amostra CRad (cm) ± DP CV (%) IG (%) ICR Efeito 

Controle negativo 2,8 ± 0,8a* 29,3 na na na 

      

UV/H2O2  0 min 

30 min 

60 min 

90 min 

120 min 

240 min 

360 min 

480 min 

2,7 ± 0,6a* 

2,5 ± 0,8a* 

2,0 ± 0,6b* 

2,4 ± 0,7a* 

2,2 ± 0,9a* 

2,1 ± 0,5b* 

2,5 ± 0,6a* 

2,2 ± 0,6a* 

20,7 

31,8 

30,2 

32,4 

43,1 

26,0 

26,0 

30,4 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

1,0 

0,9 

0,7 

0,9 

0,8 

0,7 

0,9 

0,9 

NS 

NS 

I 

NS 

NS 

I 

NS 

NS 

Nota: CV: coeficiente de variação; CRad: média do comprimento da radícula; DP: desvio 
padrão; IG: índice de germinação; ICR: índice de crescimento relativo; na: não aplicável; NS: 
não significativo; I: inibição; a,b: letras diferentes, amostras consideradas significativamente 
diferentes (comparação entre amostra e controle). *: p<0,05. Fonte: Autoria própria. 

 

Nas amostras pós fotólise UVC (Tabela 7), nenhuma delas teve o índice de 

germinação afetado, bem como o índice de crescimento relativo abaixo de 0,8, 

indicando que as amostras não apresentaram toxicidade para este organismo.  

 

Tabela 7 - Resultado dos testes de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa e amostras 
de Lorsban® após tratamentos por fotólise UVC. 

Processo / Amostra CRad (cm) ± DP CV (%) IG (%) ICR Efeito 

Controle negativo 2,6 ± 0,7a* 26,5 na na na 

      

Fotólise 

UVC 

 

 

 

 

 

0 min 

30 min 

60 min 

90 min 

120 min 

240 min 

360 min 

480 min 

2,5 ± 0,8a* 

2,2 ± 0,8a* 

2,2 ± 0,7a* 

2,2 ± 0,6a* 

2,4 ± 0,6a* 

2,0 ± 0,5a* 

2,1 ± 0,5a* 

2,1 ± 0,5a* 

33,8 

37,6 

29,6 

28,6 

27,8 

27,3 

25,2 

23,0 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

0,9 

0,8 

0,9 

0,8 

0,8 

0,9 

0,9 

0,9 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

Nota: CV: coeficiente de variação; CRad: média do comprimento da radícula; DP: desvio 
padrão; IG: índice de germinação; ICR: índice de crescimento relativo; na: não aplicável; NS: 
não significativo; I: inibição, a,b: letras diferentes, amostras consideradas significativamente 
diferentes (comparação entre amostra e controle). *: p<0,05. Fonte: Autoria própria. 
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Em relação ao índice de germinação, em ambos os processos, não foram 

observadas diferenças significativas entre as amostras e o controle negativo. 

Coincidentemente, para os tempos aonde houve inibição no crescimento das 

radículas, 60 e 240 minutos do processo UV/H2O2, também foi observada 

cromatograficamente a presença de CPO entre os subprodutos, porém, o CPO 

também foi observado nas amostras de fotólise UVC, nos tempos de 240 e 480 

minutos, não sendo observada inibição no crescimento das radículas, impossibilitando 

relacionar o efeito da fitotoxicidade relacionada a presença deste subproduto. 

Utzig et al. (2019) avaliaram a fitoxicidade do CP (padrão analítico) não tratado, 

em presença de acetonitrila (0,2%), e não observou efeitos fitotóxicos em 

concentrações de CP variando de 0,02 mg L-1 - 200 mg L-1, indicando que nestas 

condições o CP não apresenta efeito fitotóxico para sementes de L. sativa. Entretanto, 

em seus estudos de degradação, UV/H2O2 e fotólise UVC, foram observados 

resultados que indicaram efeito inibitório após 180 minutos de tratamento.  

A avaliação da influência da acetonitrila com uso da fotólise UVC, indicou que 

os subprodutos gerados a partir do tratamento do solvente (branco) por 180 minutos, 

não geraram efeito sobre a fitotoxicidade. No entanto, para o processo UV/H2O2, 

testado nas mesmas condições da fotólise, foi observado efeito inibitório nas 

sementes, indicando influência do solvente no processo (UTZIG, 2016), e também de 

toxicidade, conforme já citado, para as análises com D. magna (BRAGA, 2017). 

Estudos de fitoxicidade em L. sativa, dos solventes acetona, acetonitrila e 

metanol (0,2% em solução aquosa), nas condições pré e pós 180 minutos de 

tratamento com radiação abrandada, incluindo fotólise UVC e o processo UV/H2O2, 

também foram realizados por Lima (2017), demonstrando que antes do tratamento, 

somente o metanol apresentava efeito fitotóxico sobre as sementes. Entretanto, após 

tratamento por 180 minutos, os subprodutos do tratamento do metanol e da 

acetonitrila apresentaram efeito inibitório, quando tratados por fotólise UVC e 

processo UV/H2O2, contrariando o resultado observado por Utzig (2016) para a 

acetonitrila, e corroborando com a hipótese da influência do solvente nos processos 

de tratamento. 

Lima (2017) realizou o mesmo teste de fitotoxicidade após degradação do 

Lorsban® (200 μg L-1) por fotólise UVC, processo UV/H2O2 e foto-Fenton (com a 

lâmpada abrandada a 10 cm da borda do reator), e não observou toxicidade nas 

amostras mesmo após 180 minutos de cada tratamento. 
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Ponderando os resultados deste estudo, onde foram observados efeitos 

fitotóxicos para as sementes de Lactuca sativa, pode-se inferir que a toxicidade destas 

amostras é decorrente da presença de subprodutos, gerados no decorrer do processo 

de tratamento. 

  

 

5.4.3 Atividade larvicida em Aedes aegypti 

 

 

Os resultados dos testes realizados com larvas de Aedes aegypti e amostras 

de Lorsban®, pré e pós processo UV/H2O2 e fotólise UVC (Tabelas 8 e 9, 

respectivamente), estão expressos pela média de organismos imóveis (MOI) e pela 

porcentagem de imobilidade dos organismos.  

No tempo 0 minuto (amostra não tratada), de ambos os processos, UV/H2O2 e 

fotólise UVC, observou-se imobilidade em 100% das larvas, resultado que corrobora 

a ação inseticida do composto Lorsban® (organofosforado indicado para o controle da 

dengue). Este comportamento tóxico pode ser explicado devido a estes organismos 

possuírem a enzima acetilcolinesterase, que por sua vez é o principal alvo do 

mecanismo de ação tóxica do CP. 

Nas amostras pós processo UV/H2O2 (Tabela 8), observou-se uma queda da 

toxicidade nos primeiros 30 minutos de degradação, não sendo observados efeitos 

tóxicos nos tempos de 60, 90, 120 e 480 minutos, porém, nos tempos de 240 e 360 

minutos foram observados efeitos tóxicos, demonstrando a possibilidade de formação 

de subprodutos de elevada toxicidade ao longo das degradações.  

Em relação aos valores de CE50 do CP e do Lorsban®, para larvas de Aedes 

aegypti, estes foram determinados por Utzig (2016) e Lima (2017), sendo 0,84 μg L-1 

e 2,24 μg L-1, respectivamente. 

Na análise cromatográfica da amostra tratada por 30 minutos foi observada 

uma concentração residual de CP de 3,51 μg L-1. Diante deste valor, e dos valores de 

CE50 para CP e Lorsban®, a toxicidade observada nesta amostra pode ser atribuída a 

concentração residual de CP, o qual encontra-se acima da CE50 para larvas de Aedes 

aegypti, bem como pode ser atribuída também à formação de subprodutos do 

tratamento. 
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Tabela 8 - Resultado dos testes de atividade larvicida com Aedes aegypti e amostras de 
Lorsban® após processos UV/H2O2. 

Processo / Amostra MOI Imobilidade (%) DPR CV (%) 

Controle negativo 0 0 0 0 

     

UV/H2O2  0 min 

30 min 

60 min 

90 min  

120 min 

240 min 

360 min 

480 min 

20 

15,25 

0 

0 

0 

8,50 

14,50 

0 

100 

76,25 

0 

0 

0 

42,50 

71,25 

0 

0 

2,50 

0 

0 

0 

9,57 

4,79 

0 

0 

3,28 

0 

0 

0 

22,53 

6,71 

0 

Nota: MOI: média de organismos imóveis (n=4); DPR: desvio padrão relativo; CV: coeficiente 
de variação. Fonte: Autoria própria. 

 

Já nas amostras de 60, 90 e 120 minutos, não foi observada toxicidade, 

coincidindo com valores de CP abaixo de 0,02 μg L-1 (abaixo da CE50 do CP). Deste 

modo, a ausência de toxicidade nos tempos supracitados, infere à ausência de 

subprodutos tóxicos para este organismo.   

Em relação aos subprodutos, nos tempos de 60 e 240 min, foram observados 

picos cromatográficos atribuídos ao CPO, porém, em 60 minutos não foi observada 

toxicidade para este organismo, enquanto em 240 minutos foi observada toxicidade. 

Estes dados contrariam relatos de maior toxicidade do CPO frente ao CP (JOHN; 

SHAIKE, 2015). Em ambos os tempos analisados a área do pico observado para o 

CPO é similar, descartando efeito de concentração deste analito. Neste caso, sugere-

se que o efeito tóxico esteja relacionado a outros subprodutos formados a partir dos 

componentes do Lorsban®. Isto pode ser corroborado na amostra de 360 minutos, 

onde não há CPO e a toxicidade é mais elevada quando comparada ao tempo de 240 

minutos de tratamento.  

Em 480 minutos de tratamento, não foi mais observada toxicidade da amostra. 

Neste caso, sugere-se que os próprios subprodutos responsáveis por apresentar 

toxicidade ao meio em 360 minutos, passaram por processo de degradação contínua, 

considerando-se que eles foram degradados. 

Em relação as amostras pós fotólise UVC (Tabela 9), foi observado efeito tóxico 

na amostra de 30 minutos, onde a concentração residual de CP era de 1,65 μg L-1, 
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também superior a CE50 do CP. Sendo assim, pode-se supor, que a toxicidade 

observada nesta amostra foi causada, a princípio, pelo princípio ativo (CP), mas pode 

também ser resultado da formação de subprodutos no meio. 

Nos tempos superiores a 30 minutos, não foram observados efeitos tóxicos 

para as demais amostras, supondo-se que não houve formação de subprodutos 

tóxicos para este organismo. 

 

Tabela 9 - Resultado dos testes de atividade larvicida com Aedes aegypti e amostras de 
Lorsban® após tratamentos por fotólise UVC. 

Processo / Amostra MOI Imobilidade (%) DPR CV (%) 

Controle negativo 0 0 0 0 

     

Fotólise UVC 0 min 

30 min 

60 min 

90 min  

120 min 

240 min 

360 min 

480 min 

20 

16,75 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

83,75 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

6,29 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

7,51 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Nota: MOI: média de organismos imóveis (n=4); DPR: desvio padrão relativo; CV: coeficiente 
de variação. Fonte: Autoria própria. 

 

Utzig (2016) avaliou a influência do solvente (0,2% de acetonitrila em água de 

osmose), na imobilidade das larvas de A. aegypti, verificando que a solução não 

apresentou efeitos de toxicidade para as larvas. Nesta condição, a CE50 em presença 

de CP foi de 0,84 μg L-1. Para as soluções contendo 0,2% de acetonitrila em água, 

tratadas por fotólise UVC, após 180 minutos, com radiação abrandada, não foi 

observado efeito tóxico. Em relação às amostras tratadas por processo UV/H2O2, após 

os mesmos 180 minutos, foi observada toxicidade próxima a 100%. Quando 

adicionado o CP em concentração de 0,2 μg L-1, os resultados foram iguais aos 

obtidos sem a presença do composto, desta forma, não foi possível afirmar se a 

toxicidade observada era devido a presença ou não de CP. 

Em relação ao Lorsban®, Lima (2017) observou uma CE50 para as larvas 

do Aedes aegypti de 2,24 μg L-1. Estes resultados mostram que a presença de 

compostos (solventes) da formulação do produto comercial tornam ele menos tóxico, 
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sinalizando um efeito antagonista em relação à toxicidade, quando comparado com a 

toxicidade dos mesmos compostos por D. magna. 

Considerando ainda o tratamento do Lorsban®, avaliado por Lima (2017), 

usando radiação abrandada, foi observado, após 180 minutos, pequenas reduções 

nas taxas de imobilidade em Aedes aegypti. A amostra submetida a fotólise UVC 

apresentou toxicidade de 73,3%, enquanto a amostra submetida ao processo 

UV/H2O2 apresentou 83,0%. 

No presente trabalho, devido a maior eficiência do tratamento, com a lâmpada 

mergulhada na solução, houve uma diminuição mais rápida da toxicidade, quando 

comparado com os resultados de Lima (2017).  

Cabe ressaltar que testes com larvas de Aedes aegypti não são utilizadas por 

outros grupos de pesquisa, para a análise de subprodutos de tratamento por 

processos avançados de oxidação, sendo pioneiro os estudos desenvolvidos em 

nosso grupo de pesquisa para esse tipo de análise, neste caso, ainda não se dispõe 

de artigos na literatura para maiores discussões a respeito dos resultados. 

 

 

5.4.4 Considerações sobre os resultados cromatográficos e bioensaios 

 

 

Para facilitar a observação conjunta dos resultados, os dados das análises 

cromatográficas e dos testes de ecotoxicidade, de ambos os processos de tratamento, 

UV/H2O2 e fotólise UVC, estão compilados na Tabela 10. 

Analisando a toxicidade das amostras no tempo zero (sem degradação), para 

D. magna e A. aegypti, pode-se explicar este comportamento tóxico devido à estes 

organismos serem animais, e possuírem a enzima acetilcolinesterase, principal alvo 

do mecanismo de ação tóxica do CP. Desta forma, a L. sativa (alface), por ser um 

vegetal, não tem a enzima acetilcolinesterase, e talvez por isso não tenha apresentado 

toxicidade inicial.  

Dito isto, nas amostras de 60 e 240 minutos, do processo UV/H2O2, a L. sativa 

apresentou resultados tóxicos, visto a inibição no crescimento das radículas. Como 

este organismo não havia apresentado resposta de toxicidade ao Lorsban®, sem 

tratamento, pode-se desta forma concluir que houve formação de subprodutos mais 

tóxicos do que o composto inicial. Entretanto, na amostra de 60 minutos, não houve 
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toxicidade para o A. aegypti, desta forma, fica evidente a necessidade de bioensaios 

com mais de um organismo alvo, para que os resultados não sejam tendenciosos. 

 

Tabela 10 - Resultados compilados dos tratamentos realizados com amostras de Lorsban®. 

Processo  0’ 30’ 60’ 90’ 120’ 240’ 360’ 480’ 

          

 

 

UV/H2O2 

 

A. aegypti 100% 76,25% 0 0 0 42,5% 71,25% 0 

L. sativa NS NS I NS NS I NS NS 

D. magna 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 63,33% 

CP (μg L-1) 200 3,51 < LD < LD < LD < LD < LD < LD 

*CPO  Não Não Sim Não Não Sim Não Não 

 

 

Fotólise 

UVC 

         

A. aegypti 100% 83,75% 0 0 0 0 0 0 

L. sativa NS NS NS NS NS NS NS NS 

D. magna 100% 100% 100% 100% 30% 100% 40% 100% 

CP (μg L-1) 200  1,65 < LD < LD < LD < LD < LD < LD 

*CPO  Não Não Não Não Não Sim Não Sim 

Nota: LD: 0,02 μg L-1; *CPO: presença de clorpirifós-oxon. Fonte: Autoria própria. 

 

Para as demais amostras, de ambos os processos, de 60 minutos em diante, a 

concentração residual de CP foi observada cromatograficamente abaixo do limite de 

detecção do método (< 0,02 μg L-1), e mesmo assim foram observadas variações de 

toxicidade nos três organismos teste. Esta oscilação de toxicidade pode ser atribuída 

a subprodutos de degradação, do CP ou das demais substâncias presentes na 

formulação do próprio Lorsban®.  

Perante os valores de CE50 do CP (padrão analítico) e do Lorsban® (comercial), 

0,84 μg L-1 e 2,24 μg L-1, respectivamente, nas larvas de Aedes aegypti, é possível 

inferir que o padrão analítico é mais tóxico que o composto comercial. Contudo, os 

valores de CE50 também demonstram efeito contrário de toxicidade, quando 

comparado com os valores de CE50 para D. magna, com CP (padrão analítico) e 

Lorsban® (comercial), 0,15 μg L-1 e 1,4x10-4 μg L-1, respectivamente, sendo o 

composto comercial mais tóxico que o padrão analítico.  
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Visto os dados acima, não é possível afirmar que os solventes utilizados nas 

formulações do composto comercial potencializam a toxicidade, quando analisado em 

diferentes organismos-alvo, por isso, novamente, percebe-se a importância de utilizar 

organismos de diferentes níveis tróficos. 

Analisando todos os resultados simultaneamente, e comparando os métodos 

de tratamento, não se pode delimitar o melhor processo. Mesmo ambos apresentando 

taxas de degradação muito eficientes, e pouco discrepantes, ainda apresentaram 

níveis de ecotoxicidade variáveis ao longo dos processos, não sendo possível 

distinguir, por exemplo, em qual processo de tratamento a ecotoxicidade seria 

removida primeiro e por completo, reforçando a importância do monitoramento 

cromatográfico dos efluentes tratados, aliado aos bioensaios. 
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6 CONCLUSÕES  

 

 

 Neste estudo foi possível verificar que ambos os processos de degradação, 

processo UV/H2O2 e fotólise UVC, demonstraram-se eficientes para o tratamento do 

princípio ativo clorpirifós, com 98,24% e 99,18% de degradação, respectivamente, em 

30 minutos de processo. Nas amostras de 60 minutos em diante, atingiram-se níveis 

superiores a 99,99% de degradação do CP, em ambos os tratamentos.  

Outro ponto relevante do estudo, foi a visualização de vários subprodutos de 

degradação, sugerindo diferentes mecanismos de formação para cada processo, 

porém, alguns destes subprodutos foram igualmente formados após ambos os 

processos de tratamento, inferindo que as rotas de formação destes compostos são 

favorecidas, em presença de radiação UVC. 

Contudo, observando as altas taxas de degradação do princípio ativo, e a 

formação de diversos subprodutos de degradação, também foi possível inferir a 

presença de compostos tóxicos a partir dos bioensaios, visto a toxicidade oscilante 

das amostras para os três organismos teste, em até 480 minutos de ambos os 

tratamentos. 

Desta forma, os bioensaios demonstraram grande relevância para o estudo, 

tornando explícito que mesmo atingindo altas taxas de degradação do composto alvo, 

deve-se analisar os níveis traço do mesmo, e seus possíveis subprodutos de 

degradação, para diversos integrantes do ecossistema, fato este que na maioria das 

vezes é negligenciado.  

A partir destes resultados, prova-se que os subprodutos formados em 

processos de degradação, podem ser responsáveis pelo aumento da toxicidade do 

efluente tratado, ou por gerar toxicidade para certos organismos, onde a princípio não 

havia. Portanto, os resultados dos testes ecotoxicológicos fornecem uma avaliação 

profunda, e mais consciente, sobre a eficiência e viabilidade dos tratamentos 

propostos, sendo difícil estabelecer um único método de tratamento para amostras 

complexas, como é o caso dos agrotóxicos comerciais. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS  

 

 

Seria interessante avaliar as amostras geradas através de técnica 

cromatográfica com detectores de massa, para uma melhor compreensão dos dados 

obtidos, tornando possível a comparação dos resultados com dados da literatura. 

Também seria muito enriquecedor para a pesquisa, realizar os mesmos 

processos de degradação, apenas com os compostos da formulação do agrotóxico 

comercial, sem o ingrediente ativo, para avaliar a real toxicidade destes, como é o 

caso dos solventes orgânicos de laboratório. No entanto, sabe-se da dificuldade de 

obtenção desta amostra. 

Devido a hipótese do TCP ter sido gerado, mas não ter sido extraído 

eficientemente pelo método de extração líquido-líquido, utilizado neste trabalho, 

sugere-se a realização de uma avalição da fase aquosa. 

Para interpretação de alguns resultados encontrados neste trabalho, a 

quantificação do CPO, bem como estudos de sua toxicidade para os organismos 

testados, poderiam ajudar a elucidar alguns destes resultados. 

Ainda, seriam interessantes estudos envolvendo outros processos avançados 

de oxidação, realização de outros bioensaios com outros organismos teste e/ou 

ensaios crônicos, ou então adição de outros agrotóxicos comerciais nos processos de 

degradação, para avaliar possíveis efeitos sinérgicos ou antagonistas destes 

compostos quando tratados em conjunto. 
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ANEXO A – Curva analítica do peróxido de hidrogênio  

 

 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Cary 50 Bio, Varian), com 

cubeta de quartzo de 1 cm de caminho óptico, na faixa de absorção de 395 nm. 

 

Curva analítica do peróxido de hidrogênio (0,5 a 10 mg L-1). 

 

 
Parâmetros de regressão da curva analítica do peróxido de hidrogênio. 

Parâmetro Valor 

Faixa linear do método 0,5 - 10 mg L-1 

Coeficiente linear -0,000399 

Desvio do coeficiente linear 0,000644 

Coeficiente angular 0,02912 

Desvio do coeficiente angular 0,000124 

Coeficiente de correlação (r2) 0,99964 

LQcalculado (mg L-1) 0,22 

LQadotado (mg L-1) 0,50 
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ANEXO B – Ensaios de recuperação da extração líquido-líquido do Lorsban®  

 

 

Foram analisadas três diferentes concentrações de CP dentro da faixa linear 

do método (15 a 200 μg L-1). Os valores de recuperação estão dentro dos limites 

aceitáveis, entre 70 e 125%, para amostras na faixa de μg L-1. 

 

Ensaios de recuperação da extração líquido-líquido de soluções de Lorsban® analisadas por 
HPLC-DAD (eluição 90:10 de ACN:H2O, vazão 0,4 mL min-1

 e monitoramento em 290 nm). 

Concentração (μg L-1) Recuperação do método + DP (%) CV (%) 

45 101,6 ± 5,5 5,4 

112 99,6 ± 10,3 10,4 

180 95,8 ± 12,4 12,9 

Nota: DP: desvio padrão; CV:coeficiente de variação. Fonte: Lima (2017). 
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ANEXO C – Dados de validação da curva analítica para determinação do clorpirifós 

por HPLC-DAD  

 

 

A curva de calibração do clorpirifós (TR=8,6 min) foi preparada em água de 

osmose com 0,2% de acetonitrila, em heptaplicata, nas concentrações de 15, 20, 50, 

75, 100, 125, 175 e 200 μg L-1, demonstrada na sequência.  

 

Curva de calibração do CP por HPLC-DAD. 

 

Nota: Condições cromatográficas: coluna Poroshell EC120-C18; ʎ: 290 nm; FM: ACN:H2O 
(90:10); Volume de injeção: 50 μL; Vazão da FM: 0,4 mL min-1. Fonte: Utzig (2016). 

 

A partir dos parâmetros da curva de calibração calculou-se os valores de LD e 

LQ, expressos na tabela a seguir. 

 

Parâmetros de regressão da curva de calibração do CP por HPLC-DAD. 

Parâmetro Valor 

Faixa linear do método 15 - 200 μg L-1 

Coeficiente linear 0,20659 

Desvio do coeficiente linear 0,15893 

Coeficiente angular 0,10262 

Desvio do coeficiente angular 0,00381 

Coeficiente de correlação (r2) 0,99868 

LQ (μg L-1) 15,48 

LD (μg L-1) 5,11 

Fonte: Utzig (2016). 
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Na tabela abaixo estão expressos os valores de exatidão e precisão (n=3) do 

método de quantificação do clorpirifós por HPLC-DAD. 

 

Valores de exatidão e precisão do método de quantificação do CP por HPLC-DAD. 

Controles de qualidade   Exatidão (%)   CV (%) 

CQB (44,8 μg L-1) 95,22 3,03 

CQM (102,0 μg L-1) 91,46 7,96 

CQA (160,0 μg L-1) 98,65 2,59 

Nota: CQB: Controle de qualidade de baixa concentração; CQM: Controle de qualidade de 
média concentração; CQA: Controle de qualidade de alta concentração; CV: coeficiente de 
variação (n=3). Fonte: Utzig (2016). 
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ANEXO D – Composição da água de diluição de Daphnia magna 

 

Reagentes utilizados nas soluções-estoque e volumes adicionados para preparar 1 L de meio 
M4 e água de diluição. 

Substância  
Quantidade (g) 

para 1 L de 
solução 

Volume adicionado 
ao meio M4 (mL) 

Volume 
adicionado à água 
de diluição (mL) 

CaCl2.2H2O 73,5 3,2 3,2 

MgSO4.7H2O 123,3 0,8 0,8 

KCl 5,8 0,8 0,8 

NaHCO3 64,8 0,8 0,8 

MnCl2.4H2O 
LiCl 
RbCl 

SrCl2.6H2O 
CuCl2.2H2O 

ZnCl2 

CoCl2.6H2O 

7,21 
6,12 
1,42 
3,04 

0,335 
0,260 
0,200 

0,1 - 

NaNO3 
H3BO3 

NaBr 
Na2MoO4.2H2O 

NH4VO3 

KI 
Na2SeO3 

0,548 
5,719 
0,032 
0,126 

0,00115 
0,0065 

0,00438 

0,5 - 

Na2SiO3 21,465 0,2 - 

Na2EDTA.7H2O 
FeSO4.7H2O 

0,500 
0,1991 

5,0 - 

KH2PO4 

K2HPO4 

0,286 
0,368 

0,5 - 

Hidrocloreto de 
tiamina 

 
Cianocabalamina 

(vitamina B12) 
 

D (+) Biotina 

0,750 
 
 

0,010 
 
 

0,0075 

0,1 - 

Nota: M4: Meio de cultivo constituído de elementos traço e vitaminas. Fonte: ASSOCIAÇÃO 
BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS (2016). 
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ANEXO E – Carta controle de Daphnia magna 

 

Carta controle com resultados de CE50 dos testes de sensibilidade de D. magna, utilizando 
sulfato de zinco heptahidratado. 
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